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Resumen

Introduccidn: La tuberculosis, enfermedad infecciosa declarada como problema global de
salud, afecta en mayor medida a grupos vulnerables entre los cuales se encuentran la
poblacion indigena. Objetivo: Determinar la epidemiologia molecular de los aislados clinicos
de Mycobacterium tuberculosis circulantes en la poblacion indigena del municipio de Puerto
Nariflo-Amazonas. Metodologia: Estudio descriptivo de corte transversal realizado en 23
comunidades indigenas del Municipio de Puerto Narifio-Amazonas. Los aislados clinicos
fueron recuperados en medio Léwenstein Jensen y BACTEC MGIT™ a partir de muestras de
esputo de personas que presentaron sintomatologia respiratoria (identificadas previamente por
bldsqueda activa). La susceptibilidad se determiné mediante métodos fenotipicos: proporciones
multiples y BACTEC MGIT™ SIRE; y genotipicos: GenoType®MTBDRplus y GeneXpert
MTB/RIF®. La caracterizacion genotipica se realizé por spoligotyping y MIRU-VNTR de 24 loci.
Para los andlisis de genoatipificacion se utilizaron bases de datos globales SITVIT (Instituto
Pasteur de Guadeloupe) y el portal MIRU-VNTRplus. El poder de discriminacion de los dos
métodos empleados se calcul6 mediante el indice de discriminacién de Hunter-Gaston (HGDI).
Resultados: Se diagnosticaron 80 casos de tuberculosis activa, 76/80 (95%) en poblacion
indigena. Se recuperaron 74 aislados clinicos pertenecientes al Complejo M. tuberculosis, 70
en poblacion indigena. ElI promedio de edad de los pacientes fue de 28,9 afios. La
genotipificacion por spoligotyping determiné que el 100% de los aislados recuperados
pertenecid a la especie M. tuberculosis, ademas detectd 5 genotipos diferentes, el 98,57%
(69/70) correspondié al linaje Euro-Americano y el 1,42% (1/70) presentd un patron huérfano
(patrén no reportado en la base de datos SpolDB4). Por MIRU-VNTR de 24 loci se
discriminaron 14 genotipos diferentes, ademas en 2 pacientes se detectd la presencia de
infecciones policlonales. La combinacién de los resultados de los dos métodos permitié tener
un mayor poder de discriminacion. Se identificd un caso de TB-MDR en un menor de edad.
Conclusiones: La poblacién indigena en estudio presenté una alta prevalencia de tuberculosis
pulmonar, 1.302 casos/100.000 habitantes. La genotipificacion demostré la presencia de
infeccion policlonal en dos pacientes que convivian en la misma comunidad, ademas se
determiné alta homogeneidad genémica con 59/70 (84,3%) aislados clinicos agrupados en 8
clusters, sugiriendo posibles cadenas de transmision activa reciente en la poblacion

intervenida. Un aislado clinico se confirmé MDR mediante las metodologias empleadas.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, spoligotyping, MIRU-VNTR, poblacion indigena,

Puerto Narifio.



Abstract

Introduction: Tuberculosis, an infectious disease declared as a global health problem, affects
to a greater extent vulnerable groups among which are the indigenous population. Objective:
To determine the molecular epidemiology of the clinical isolates of Mycobacterium tuberculosis
circulating in the indigenous communities of Puerto Narifio-Amazonas. Methodology:
Descriptive cross-sectional study carried out in 23 indigenous communities of Puerto Narifio-
Amazonas. The clinical isolates were recovered in Lowenstein Jensen and BACTEC MGIT™
medium from sputum samples from people who presented respiratory symptomatology
(previously identified by active search). Susceptibility was determined by phenotypic methods:
multiple proportions and BACTEC MGIT™ SIRE; and genotypic: GenoType®MTBDRplus and
GeneXpert MTB / RIF®. The genotypic characterization was performed by spoligotyping and
24 MIRU-VNTR loci. For the genotyping analyzes, global databases SITVIT (Pasteur Institute
of Guadeloupe) and the MIRU-VNTRplus portal were used. The discrimination power of the two
methods used was calculated using the Hunter-Gaston discriminatory index (HGDI). Results:
80 cases of active tuberculosis were diagnosed, 76/80 (95%) in indigenous population. We
recovered 74 clinical isolates belonging to the M. tuberculosis Complex, 70 in the indigenous
population. The average age of the patients was 28,9 years. Genotyping by spoligotyping
determined that 100% of the recovered isolates belonged to M. tuberculosis species, in addition
detected 5 different genotypes, 98.57% (69/70) corresponded to Euro-American lineage and
1.42% (1/70) presented an orphan pattern (pattern not reported in the SpolDB4 database). By
24 MIRU-VNTR loci, 14 different genotypes were discriminated, and in 2 patients the presence
of polyclonal infections were detected. The combination of the results of the two methods
allowed to have a greater power of discrimination. A case of MDR-TB was identified in a
younger. Conclusions: The indigenous population under study had a high prevalence of
pulmonary tuberculosis, 1.302 cases / 100.000 inhabitants. Genotyping showed the presence
of polyclonal infection in two patients living in the same community, and high genomic
homogeneity was determined with 59/70 (84.3%) clinical isolates grouped in 8 clusters,
suggesting possible chains of recent active transmission in the intervened population. A clinical

isolate was confirmed by MDR by the methodologies used.

Key words: Mycobacterium tuberculosis, spoligotyping, MIRU-VNTR, indigenous population,
Puerto Narifio.
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Introduccioén

La tuberculosis (TB), es una enfermedad infecciosa crénica causada por Mycobacterium
tuberculosis. En 1991, fue declarada por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como
problema global de salud publica (World Health Organization, 2006) y considerada como
la segunda causa de muerte debida a un solo agente infeccioso, permaneciendo como
una de las 10 principales causas de mortalidad en el mundo (World Health Organization,
2017).

La OMS estima que un tercio de la poblacién mundial esté infectada con M. tuberculosis,
el 80% de personas infectadas en paises industrializados son mayores de 50 afios,
mientras que el 75% de infectados en paises en desarrollo son menores de 50 afios. Las
personas infectadas con M. tuberculosis que no desarrollan sintomas tienen tuberculosis
latente y son el reservorio de la bacteria. Solamente entre 5-10% de ellos desarrollaran la

enfermedad en algin momento de su vida (Kochi, 1991).

En el afio 2016, la OMS, estimé que se presentaron en el mundo 10.4 millones de casos
nuevos de tuberculosis (incidencia 140 casos /100.000 habitantes), de los cuales el 10%
estaba coinfectado con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), siendo el riesgo de
desarrollar TB entre los 37 millones de personas viviendo con el VIH 21 veces mayor que

en el resto de la poblacion (World Health Organization, 2017).

Aproximadamente el 10% de los casos de TB se present6é en nifios, y 1.8 millones de
personas fallecieron por la enfermedad. Ademas en el mismo afio se estimo se presentaron
490.000 casos de tuberculosis multi-drogo-resistente (TB-MDR), resistente a los dos
principales farmacos antituberculosos de primera linea rifampicina e isoniazida, mientras
gue 110.000 casos fueron mono-resistentes a Rifampicina, es decir Pre-MDR (World
Health Organization, 2017).

En Colombia, en el afio 2015 se reportaron 12918 casos de tuberculosis en todas sus
formas, de los cuales 11647 correspondieron a casos nuevos, para una incidencia nacional
de 24,2 casos /100.000 habitantes. Los departamentos con mayor incidencia fueron
Amazonas (72,1 casos /100.000 habitantes), Risaralda (47,2 casos /100.000 habitantes) y
Choc6 (45,4 /100.000 habitantes) (Instituto Nacional de Salud SIVIGILA, 2015).



El 70% de los casos de TB corresponde a la forma pulmonar, siendo ésta presentacion la
responsable de la transmision persona a persona. La afeccién de otros érganos se conoce
como tuberculosis extra-pulmonar y sus principales localizaciones son la ganglionar,

pleural, urogenital, meningea y osteoarticular (O’Garra, y otros, 2013).

Se ha establecido que la tuberculosis afecta en mayor proporcion a grupos de alto riego
tales como individuos VIH positivos, gestantes, diabéticos, etc y a poblacion vulnerable
como: poblacion carcelaria, desplazados, trabajadores de salud y poblacién indigena. La
poblaciéon indigena vive en regiones geograficas aisladas con duras condiciones
ambientales y de dificil acceso. Ademas las creencias culturales, organizacion politica y
conocimientos ancestrales de medicina pueden influir significativamente en la salud y

bienestar de cada pueblo (Montenegro & Stephens, 2006).

De acuerdo a varios estudios se ha observado que la poblacién indigena tiene tasas de
incidencia y prevalencia de tuberculosis mas altas que la poblacion general. Como
ejemplos se puede citar Perl que reportd en poblacién indigena una incidencia de 114,4
€as0s/100.000 habitantes y Brasil 189,2 casos/100.000 habitantes. En Colombia las tasas
de incidencia varian de acuerdo a los grupos étnicos, encontrandose tasas que estan entre
60 a 112 caso0s/100.000 habitantes (Organizacion Panamericana de la Salud, 2004). Sin
embargo estudios puntuales en poblaciones indigenas especificas han determinado tasas
de incidencia de hasta 291 casos/100.000 habitantes, esto en 10 comunidades indigenas

del departamento de Antioquia entre 2009-2010 (Hernandez Sarmiento, y otros, 2013).

La prevencién de la tuberculosis en Colombia ha sido prioritaria en los programas
nacionales de salud publica. En el afio 2009 se lanz6 el plan estratégico “Colombia libre
de tuberculosis 2010-2015 para la expansion y fortalecimiento de la Estrategia Alto a la
TB”, e incluyen: mejorar acceso universal al diagnéstico y tratamiento de la TB-MDR y TB
extremadamente resistente (TB-XDR); mejorar calidad y cobertura de la estrategia DOTS;
aumentar sustancialmente las inversiones en investigacién operativa asi como en
investigacion y desarrollo de nuevos métodos diagndésticos, nuevos medicamentos y

vacunas para prevenir y tratar la tuberculosis (MPS, INS, & OPS, 2009).



Las técnicas moleculares utilizadas en epidemiologia molecular permiten identificar los
genotipos de M. tuberculosis circulantes tanto a nivel global como a nivel local, informacién
importante para entender la dinAmica de transmisién de la enfermedad y controlar la TB
en todas las regiones del mundo. Entre las técnicas mas utilizadas para esta
caracterizacién se encuentran el polimorfismo de la longitud de fragmentos largos de
restriccion de la secuencia de insercion 1S6110 (RFLP-IS6110), Spoligotyping y MIRU-
VNTR de 15 o 24 loci; cada una de las cuales utiliza como blanco regiones cromosoémicas
diferentes que permiten determinar la huella dactilar (fingerprinting) de los aislados clinicos
de M. tuberculosis que circulan en todo el mundo y determinar asi el linaje al cual
pertenecen. La importancia epidemiolégica de determinar los linajes radica en que ciertos
linajes y sub-linajes causan mayor progresion a enfermedad activa y son mas virulentos,
de acuerdo a estudios en modelos animales, y estan implicados en brotes de TB-MDR
(Brites & Gagneux, 2015).



1. Planteamiento del problema

La tuberculosis (TB) ha sido declarada como un grave problema de salud publica a nivel
mundial y es una de las principales causas de muerte causada por un solo agente

infeccioso, situada incluso por encima del VIH.

En Colombia, la TB es considerada endémica. En el afio 2015, las entidades territoriales
gue presentaron las incidencias mas altas fueron: Amazonas, Risaralda y Chocé con 72,1;
47,2 y 45,4 casos/ 100.000 habitantes, respectivamente. De acuerdo a grupos
poblacionales especificos, en poblacién indigena se notificaron 689 casos de tuberculosis
de todas las formas, el 54,1 % correspondié al sexo masculino y el 14,9% de los casos lo
aportaron las personas mayores de 65 afios (Instituto Nacional de Salud SIVIGILA, 2015).

Especificamente en el departamento del Amazonas se encontr6 un aumento de la
incidencia de TB en el periodo 2001-2005, con una incidencia de 114 casos/100.000
habitantes para el afilo 2005. Ademas el corregimiento departamental La Chorrera y los
municipios de Puerto Narifio y Leticia registraron las mayores tasas de incidencias en el
departamento del Amazonas con tasas de 168, 167 y 142 / 100.000 habitantes,
respectivamente (MPS, INS, ACDI, OPS, OMS, 2007). De acuerdo al Programa de Control
de Tuberculosis del Departamento del Amazonas, en Puerto Narifio la incidencia de TB al
ano 2010 fue de 172 casos/100.000 habitantes, al afio 2011 104 casos/100.000 habitantes
y al afio 2012 fue de 90 casos/100.000 habitantes; y como meta el municipio planeé
disminuir para el afio 2015 un 30% la incidencia de TB en el municipio de Puerto Narifio
mediante la atencion clinica de al menos el 90% de los casos de TB (Municipio de Puerto
Narifio-Amazonas, 2012).

Adicionalmente, se ha determinado que existen grupos poblacionales que tienen mayor
susceptibilidad de contraer y desarrollar la enfermedad, debido a la presencia de factores
de riesgo tales como: inmunodeficiencia, hacinamiento, alcoholismo y drogadiccion,
desnutricién, deficiente acceso a sistemas de salud éptimos, entre otros. En la poblacion
indigena confluyen varios de estos factores que hacen que se considere una poblacion

vulnerable para TB (Herrera, 2015).



La poblacién indigena, a pesar de su enorme diversidad en pueblos, tiene factores
comunes entre ellos, tales como: la cultura (conocimiento, identidad, estrategias de
bienestar), politica (autodeterminacién, estructuras jerarquicas, territorio), espiritualidad
(ideologia, creencias y religion) y ecoldgica (uso de recursos naturales, ciclos ecolégicos)
gue determinan su identidad (Montenegro & Stephens, 2006). Esta poblacién tiene un
riesgo mayor que la poblacion general para la adquisicion de enfermedades infecciosas
como la tuberculosis, debido a la falta de acceso oportuno a los servicios de salud,
marginacion, pobreza, asi como a sus caracteristicas socio-antropolégicas, que causan
retraso en el diagndstico y tratamiento de la enfermedad (Cardona-Arias & Hernandez-
Petro, 2013) (Culqui, y otros, 2010).

En el encuentro regional de lucha contra la tuberculosis, en poblacién indigena realizado
en la ciudad de Panamé en 2004, se analizaron las diferencias con respecto a la incidencia
de TB en poblacion indigena versus la incidencia de TB en poblacién general. En este
encuentro se evidencid, por ejemplo, que la poblacién indigena de Venezuela tiene 6 veces
mas incidencia que la poblacién general. Paraguay es el pais que presenta la mayor
incidencia en poblacién indigena de la regién (392,2 casos/100.000 habitantes), siendo
esta 10 veces mayor que la incidencia de la poblacion general (Organizacion

Panamericana de la Salud, 2004).

Culqui y colaboradores realizaron un estudio en el afio 2008 en poblacién indigena del
Perl y encontraron una incidencia en esta poblacion de 106 casos/100.000 habitantes, con
rangos en las distintas comunidades indigenas que van desde 42,3 casos/100.000
habitantes en la comunidad de Aguaruna, hasta 400,9 casos/100.000 habitantes en la
comunidad de Cashibo-Cacataybo (Culqui, y otros, 2010).

Investigaciones en Colombia respecto a pueblos indigenas son escasos, un estudio en 10
comunidades indigenas de Antioquia realizado por Hernandez y colaboradores (2012)
determiné una incidencia de 291 casos/100.000 habitantes. Sin embargo Unicamente el
35% de la poblacién participé en dicho estudio (Hernandez Sarmiento, y otros, 2013). No
existen estudios especificos que caractericen los genotipos circulantes en la poblacion

indigena colombiana.



El agente causal de la tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, es un patégeno
intracelular que ha evolucionado a través de su historia en respuesta a diferentes fuerzas
evolutivas, y en particular junto con la expansiéon demografica humana hace unos 20-35
mil afios. Estudios genéticos y arqueoldgicos han demostrado fenémenos esperados tales
como la co-evolucién huésped-patdgeno, en especial la adaptacion local de linajes con
caracteristicas genotipicas similares (Brites & Gagneux, 2015). El analisis de varios
genomas secuenciados representativos del complejo M. tuberculosis ha determinado una
poblacién altamente clonal y ha permitido la clasificacion del complejo M. tuberculosis en
7 linajes filogenéticos principales que tienen la caracteristica de tener una distribucion
geografica diferencial y una asociacién con poblaciones especificas. Ademas, se ha
determinado la asociacion de ciertos linajes con mayor adaptabilidad y virulencia, asi por
ejemplo el linaje 4 (Euro-Americano) se encuentra extendido en Europa, América, Asia y
Africa; y el linaje 2 (Este de Asia, incluyendo familia Beijing) predomina en el este de Asia,
pero también se encuentra presente en el centro de Asia, Rusia y Sudéfrica. Estos dos
linajes también han estado implicados en grandes brotes causados por cepas MDR y son
mas virulentos de acuerdo a estudios realizados en varios modelos animales (Brites &
Gagneuy, 2015) (Coscolla & Gagneux, 2014).

El desarrollo de la gendmica ha permitido determinar regiones cromosoémicas que pueden
ser utilizadas como marcadores moleculares y discriminar los aislados clinicos de acuerdo
a su variabilidad genética. La aplicacion de estas metodologias ha permitido optimizar los
estudios epidemiolégicos y entender de mejor manera la dindmica de transmision de la
tuberculosis, esto es participacion de cepas especificas en cadenas de transmision
reciente, reinfecciones, recaidas y presencia de infecciones mixtas (presencia de dos o

mas cepas diferentes).

Los esfuerzos globales para controlar la tuberculosis se iniciaron hace mas de 20 afios,
desde que la tuberculosis fue declarada como problema global de salud publica, en el afio
1993, por la Organizacién Mundial de la Salud, lanzandose la estrategia DOTS-TAES
(Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado) en el afio 1994 y posteriormente la
estrategia “Alto a la tuberculosis” que esta relacionada con los Objetivos el Milenio y
buscaba reducir los casos de tuberculosis hacia el afio 2015. Actualmente la estrategia
“Fin a la Tuberculosis” reemplaza a la estrategia “Alto a la Tuberculosis” y va de la mano

con las nuevas metas de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS). Para lograr



alcanzar el objetivo de poner fin a la epidemia mundial de la tuberculosis es necesario,
entre otras estrategias, intensificar la investigacibn y la innovacién (World Health
Organization, 2014).

Las investigaciones en este campo permiten mejorar los sistemas de salud, pues, de
acuerdo al tipo de investigacion, se pueden desarrollar nuevas herramientas diagnésticas,
nuevos blancos para el desarrollo de medicamentos y vacunas, y optimizar los programas
de tuberculosis a nivel local al plantear nuevas estrategias de intervencion de acuerdo a
las caracteristicas propias de cada region. Es en este campo donde se hace necesario la
caracterizacion de los genotipos circulantes en poblaciones vulnerables especificas, como
los pueblos indigenas, y determinar patrones de susceptibilidad, para trasladar estos
resultados a la salud publica con el fin de mejorar los programas de tuberculosis y de
controlar la transmisién efectiva de cepas de M. tuberculosis sensibles y resistentes.



2. Justificacion

La marginacion de la poblacion indigena en Colombia se ve reflejada en los indices altos
de necesidades basicas insatisfechas, pobreza, falta de tierra, desempleo, analfabetismo,
desercion escolar, y un perfil epidemioldgico en el que la prevalencia de enfermedades
transmisibles como la tuberculosis supera ampliamente las cifras reportadas en poblacién

general.

El Ministerio de la Proteccion Social y la OPS en el documento “Enfoque intercultural,
prevencion de la tuberculosis en pueblos indigenas 2009” recomiendan unir esfuerzos y
concertar alianzas publico-privadas que lleguen a las comunidades y mediante un “dialogo
bidireccional” con ellas logren implementar actividades dirigidas al control de la

enfermedad.

El departamento de Amazonas tiene alta proporcion de poblacién indigena y es la region
del pais que presenta la tasa de incidencia mas alta. Puerto Narifio en el afio 2010 presenté
una incidencia de TB de 186,2 casos/100.000 habitantes y se plante6 como meta disminuir
un 30% la incidencia de TB en este municipio para el afio 2015, mediante la atencion clinica
de al menos el 90% de los casos de TB en el municipio (Municipio de Puerto Narifio-
Amazonas, 2012).

Controlar la TB en las comunidades indigenas con las actuales condiciones de programa
no es posible. Las actividades educativas, la captacién de pacientes y el seguimiento del
tratamiento solo se ofrecen en las cabeceras municipales en donde muy pocos indigenas
tienen acceso, ya sea por limitaciones culturales, econémicas, o como consecuencia del
conflicto armado. La desaparicién paulatina del promotor de salud en el sistema actual,
hace mas dificil la labor de identificacion y referencia de sintomaticos respiratorios y no

permite que los tratamientos puedan ser administrados directamente en la comunidad.

Abordar la TB en los pueblos indigenas de Colombia fortaleciendo intersectorial e
interculturalmente la estrategia “Alto a la TB” se convierte en una necesidad, que permitira

lograr reducir la morbilidad y mortalidad por tuberculosis en sus territorios.



En Colombia se desconocen los genotipos de M. tuberculosis circulantes en comunidades
indigenas de Puerto Narifio, por lo que su determinacion permitira dilucidar la dindmica de

transmisién de la TB en estas poblaciones vulnerables de frontera.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Determinar la epidemiologia molecular de los aislados clinicos de Mycobacterium
tuberculosis circulantes en la poblacion indigena del municipio de Puerto Narifio

(Amazonas).

3.2 Objetivos Especificos

1. Genotipificar los aislados clinicos de Mycobacterium tuberculosis en poblacion

indigena de Puerto Narifio mediante técnicas moleculares.

2. Determinar el perfil de susceptibilidad de aislados clinicos de Mycobacterium
tuberculosis obtenidos en poblacion indigena de Puerto Narifio a medicamentos

antituberculosos de primera linea.
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4 Marco teorico

4.1 Caracteristicas generales de Mycobacterium
tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis es un microorganismo patdégeno intracelular de crecimiento
lento, con una pared celular compleja, rica en lipidos de cadena larga y con una alta
homogeneidad genética. El tiempo de generacion es de 12 a 24 horas lo que contribuye a
su lento crecimiento, caracter crénico y largos periodos de tratamiento (Murray, Rosenthal,
& Pfaller, 2006) (Cole, y otros, 1998).

El complejo M. tuberculosis abarca 11 miembros capaces de producir tuberculosis en el
huésped, aunque 4 especies son referidas tradicionalmente como miembros del complejo:
Mycobacterium tuberculosis sensu stricto, Mycobacterium bovis, Mycobacterium microti y
Mycobacterium africanum. “M. canetti”, que se considera la variante lisa de M. tuberculosis.
Estos son genéticamente idénticos en la secuencia 16S ARNr con una similitud del 99%
(Mostowya & Behr, 2005), Los otros miembros del complejo estan adaptadas a especies
de animales domésticos o salvajes y son: M. caprae, M. microti, M. pinnipedii, “M. orygis”,
‘M. mungi”y “M. suricatae”, ademas del “bacilo chimpanzee” (Coscolla & Gagneux, 2014),
pueden hacer zoonosis. Este Ultimo fue aislado de un chimpancé salvaje en Costa de
Marfil, Africa. Se encuentra emparentado mas cerca al linaje 6 (M. africanum oeste de
Africa 2, descrito mas adelante) que a las cepas adaptadas a animales. La cepa se aislo
de un chimpancé hembra en el curso de una investigacion de enfermedades y
comportamiento de chimpancés en el Parque Nacional Tai, Costa de Marfil en el afio 2009.
Posterior a una secuenciacién completa mediante la plataforma 454 (Roche, Penzberg,
Germany) e lllumina (lllumina, Inc.,San Diego, USA) se confirmé que el aislado pertenecia
no solo al complejo M. tuberculosis sino que compartia 32 SNPs del linaje 6, adaptado a

humanos (Coscolla, y otros, 2013).

La cepa de referencia H37Rv fue aislada en el afio 1905 a partir del esputo de un paciente
de 19 afios con tuberculosis pulmonar y denominada H37 y posteriormente disociada en
dos variantes: virulenta (Rv) y avirulenta (Ra) en el afio 1934 (Bifani , y otros, 2000). La
cepa H37Rv, ha sido utilizada para diversos estudios biomédicos, puesto que ha

conservado su virulencia total en estudios que utilizan modelos animales, ademas es
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susceptible a farmacos antituberculosos y manipulacién genética. En base a esta cepa de
referencia se ha determinado el tamafio del cromosoma micobacteriano en 4.411.529
pares de bases, con un alto contenido G+C, con un promedio de 65,6% y un alto contenido
de secuencias repetitivas (Cole, y otros, 1998). En la siguiente figura se puede observar el
genoma circular de M. tuberculosis H37Rv. Se puede observar la ubicacién del locus DR
(elemento perteneciente a la familia CRISPR) importante para la genotipificacion del
complejo por el método Spoligotyping, representado por un cuadro rosa.

Figura 1. Representacion del genoma circular de M. tuberculosis H37Rv

M. tuberculosis

H37Rv
4,411,529 bp

Genoma circular de M. tuberculosis H37Rv. El circulo exterior muestra la escala en Mb, 0 representando el
origen de replicacion. El primer anillo indica las posiciones de genes de ARN estables (ARNt mostrados en
azul, otros genes en rosa) y la region DR en cuadro rosa; El segundo anillo muestra la secuencias codificantes
por cadena (en sentido horario de color verde oscuro, en sentido anti horario de color verde claro); El tercer
anillo representa ADN repetitivo (secuencias de insercién de color naranja, familia 13E12 REP de color rosa,
profago de azul); El cuarto anillo muestra las posiciones de los miembros de la familia PPE (verde); El quinto
anillo muestra los miembros de la familia PE (parpura, excluyendo PGRS); Y el sexto anillo muestra las
posiciones de las secuencias de PGRS (rojo oscuro). El histograma (centro) representa el contenido de G+C,
con <65% G + C en amarilloy > 65% G + C en rojo. Tomado de: (Cole, y otros, 1998).
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Las secuencias de insercion (IS) son fragmentos de ADN con un tamafio menor de 2.500
pb con una organizacién genética simple, no poseen secuencias codificadoras a excepcion
de las involucradas en su movilidad y exhiben secuencias cortas de repeticién invertida
terminales de entrel0-40 pb (Mahillon & Chandler, 1998). Se han identificado 32
secuencias de insercion diferentes en el cromosoma micobacteriano. La 1S6110, descrita
en 1990, posee un tamafio de 1361 pb y se encuentra en micobacterias pertenecientes al
complejo M. tuberculosis (Thierry, y otros, 1990) utilizdndose como marcador molecular
tanto para identificacién como para genotipificacion de cepas del complejo M. tuberculosis.

Dos elementos tipo-profagos han sido anotados en el genoma de H37Rv: phiRV1 y
phiRV2, ambos de un tamafio aproximado de 10 Kb, y también se han hallado en otros
genomas de M. tuberculosis. Ambos elementos codifican sistemas de escisién e
integracion que les permite moverse de una posicion cromosomal a otra. La cepa de
laboratorio M. bovis BCG perdi6 el elemento phiRV1 tras su sucesiva atenuacién (Cole, y
otros, 1998).

El genoma de M. tuberculosis incluye ademas tres sistemas CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) que poseen una serie de repeticiones directas
cortas de entre 21 a 37 pb, separadas por secuencias espaciadoras Gnicas que varian
entre 20 a 40 pb (Lamrabet & Drancourt, 2012). Los sistemas CRISPR, junto con proteinas
codificadas por genes cas que se encuentran asociados a CRISPR (cas, CRISPR
associated genes), protegen a los diferentes microorganismos contra elementos genéticos
moviles como fagos o plasmidos, mediante la incorporacion de secuencias cortas
especificas del elemento genético invasor en el locus CRISPR y guian la destruccion del
elemento genético por la transcripcion de ARN que contiene la secuencia especifica del
elemento invasor. Se han encontrado estos sistemas en aproximadamente 40% de
especies bacterianas y en la gran mayoria de arqueas que tienen genomas secuenciados
(Karginov & Hannon, 2010).

La comparacion del genoma de M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG revel6 la presencia
de 10 regiones de diferenciacion, nombradas RD1 a RD10, relacionadas con M.
tuberculosis. Tres de estas regiones, RD1 a RD3, se encuentran delecionadas
especificamente en el genoma de la cepa vacunal M. bovis BCG,; y siete regiones de, RD4

a RD10, se encuentran delecionadas en las cepas virulentas de M. bovis (Gordon, y otros,
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1999). Estas deleciones afectan la expresion génica y fenotipica de la bacteria, puesto que
dentro de los productos codificados en estos loci se encuentran invasinas Mce, proteinas
PE, PPE y ESAT-6, epdxido hidrolasas y una secuencia de insercion IS1532. Ademas se
determiné 2 loci en H37Rv, RvD1 y RvD2, que se encuentran delecionados con relacién al
genoma de M. bovis BCG y M. bovis (Gordon, y otros, 1999). En el caso de la regién RD1,
de una extensién de 9,5 Kb, la reintroduccion de esta region en la cepa BCG resulto en la
expresion fenotipica de virulencia de la cepa similar a las cepas virulentas de M. bovis y
de M. tuberculosis (Mahairas, Sabo, Hickey, Singh, & Stover, 1996).

Se han determinado 5 sistemas de secrecion tipo VI, los cuales son los principales factores
de virulencia de la micobacteria (ESX1 a ESX5). La cepa M. bovis BCG ha perdido el
sistema ESX1 el cual es un factor de virulencia importante de M. tuberculosis. Este sistema
de secrecion es el mejor estudiado y secreta los antigenos ESAT-6 (Early-Secretory
Antigenic-Target protein 6), CFP-10 (Culture Filtrate Protein 10) y proteinas de las familias
PE y PPE, entre otros factores de virulencia. Los sistemas ESX3 y ESX5 participan en la
adquisicion de hierro y zinc, y en la secrecién de proteinas PE y PPE, respectivamente; y
el rol de los sistemas ESX2 y ESX4 no han sido dilucidados completamente (Delogu, Sali,
& Fadda, 2013).

Los antigenos ESAT-6 y CFP-10 son codificados por los genes Rv3874 y Rv3875,
respectivamente, se encuentran localizados en la region RD1 y son secretados por el
sistema ESX1. ESAT-6 posee un 75 % de estructura helicoidal secundariay CFP-10 posee
una estructura secundaria no especifica o “random coil’. Ambos antigenos forman un
estrecho complejo 1:1 (Renshaw, y otros, 2002). Los antigenos son los blancos de las
células T en las fases iniciales de la infeccion generando una respuesta especifica de
células Thl con la liberacion de varias interleucinas (IL-12, IFN-y TNF-a) importantes para
la formacion del granuloma, y son la base del diagnéstico inmunoldgico de TB latente (TBL)
en los ensayos de liberacion de interferon gamma, o IGRAs por sus siglas en inglés
(Delogu, Sali, & Fadda, 2013).

Existen familias de proteinas ricas en glicina que, al igual que CFP-10 y ESAT-6, poseen
importancia inmunoldgica y son especialmente abundantes. Estas familias se denominan
PE y PPE por su composicion de aminoacidos en los motivos de su N terminal. PE por

Prolina-Acido glutamico y PPE por Prolina-Prolina-Acido glutamico. Aproximadamente el
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10% del genoma codificante se emplea para la produccion de estas proteinas (Cole, y
otros, 1998). La familia PE y PPE comprenden aproximadamente 100 y 70 genes,
respectivamente, y podrian ser la mayor fuente de variacién antigénica por medio de su
polimorfismo entre distintas cepas. La familia PE se subdivide en tres grupos formados
cada uno por 29, 8 y 67 miembros. El dltimo grupo exhibe un dominio PE seguido de
repeticiones en tandem de Gly-Gly-Ala o Gly-Gly-Asn y son llamadas PE_PGRS
(Polymorphic GC-rich Repetitive Sequences) (Mukhopadhyay & Narayanaswamy, 2011).
La familia PPE se subdivide en al menos tres grupos, uno de los cuales constituye la clase
MPTR (Major Polymorphic Tandem Repeats) y son caracterizados por repeticiones en
tandem de Asn—X-Gly—X-Gly—Asn—X-Gly (Cole, y otros, 1998).

Otra de las caracteristicas importantes del microorganismo es su capacidad de entrar en
un estado de dormancia en el cual se disminuyen los procesos metabdlicos celulares, y en
el que no se detectan sintomas relacionados con tuberculosis, estableciendo reservorios
de la enfermedad en la comunidad. Las bacterias utilizan esta adaptacion pues no siempre
se encuentran en condiciones de crecimiento favorables, como lo proveen los medios de
cultivos de laboratorio. La formacion de endosporas por Bacillus spp. y el establecimiento
en fase estacionaria de Escherichia coli son ejemplos de la capacidad de adaptacion de
los microorganismos, los cuales estan gobernados por complejos procesos moleculares
(Voskuil, Visconti, & Schoolnik, 2004). En M. tuberculosis este estado se ve influenciado
por hipoxia, cambios en pH, deplecién de nutrientes y/o sintesis de productos téxicos, lo
gue provoca que la bacteria restrinja su actividad biosintética, induzca sistemas
enzimaticos para utilizar fuentes de energia alternativa y desarrolle mecanismos para
estabilizar el contenido de su citosol (Wayne & Sohaskey, 2001). Un modelo experimental
en ratones ha determinado que la baja tension de oxigeno y la presencia de 6xido nitrico
o0 mondxido de carbono activa un sistema regulatorio de tres componentes: DosS, DosT y
DosR, el ultimo activa finalmente la transcripcion de un set de 48 genes conocidos regulon
DosR, necesarios para la supervivencia bajo condiciones anaerdbicas (Bartek, y otros,
2009). Otro modelo experimental in vitro, determind la sobre-regulacion de genes
involucrados en respiracion anaerobia (narG, cysH, nirA, fdhF), en el ciclo de acidos
tricarboxilicos (aceA, gltAl, pckA) y varios genes que participan en la $-oxidacion de &acidos
grasos, asi como la expresion de factores de transcripcion alternativos (sigB, sigE, sigH)
gue alteran la expresion de genes de acuerdo a las condiciones de estrés (Hampshire, y
otros, 2004).
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Otra de las caracteristica del bacilo tuberculoso es ser una bacteria &cido-alcohol resistente
(BAAR), pues en la estructura de su pared celular se encuentra un alto contenido de lipidos
gue impiden que los colorantes utilizados penetren en la bacteria, ademas esta baja
permeabilidad contribuye a su resistencia a agentes terapéuticos, permite su crecimiento
dentro de los macréfagos infectados y su persistencia dentro del huésped (Brennan &
Nikaido, 1995) (Pawelczyk & Kremer, 2014). La membrana celular posee caracteristicas
comunes a otras bacterias, sin embargo los fosfolipidos se encuentran altamente
glicosilados formando moléculas de importancia inmunolégica como los
lipoarabinomananos (LAM). Otros compuestos caracteristicos de la membrana celular son
productos derivados de politerpenos como carotenoides y menaquinonas (Brennan &
Nikaido, 1995).

Los lipidos que componen su pared celular incluyen &cidos micolicos de cadena larga,
entre 60-90 carbonos, unidos covalentemente al arabinogalactano, a su vez unidos a
peptidoglicano, constituyendo el nucleo de la pared celular o MmAGP (mycolyl
arabinogalactan peptidoglycan, por sus siglas en inglés); ademas se encuentran proteinas,
fosfatidilinositol mandsidos, lipomanano y lipoarabinomanano (LAM), los cuales pueden
ser separados del mMAGP mediante varios solventes, por lo que se puede considerar que
los lipidos, proteinas y lipoglicanos que son extraidos son las moléculas efectoras en los
procesos de la enfermedad, mientras que el mAGP es vital para la viabilidad del
microorganismo y por ende, blanco para el desarrollo de nuevos farmacos (Brennan,
2003).

4.2 Especies y linajes

El complejo Mycobacterium tuberculosis comprende varios miembros que comparten el
99,9% de identidad de ADN, y se han agrupado en linajes filogenéticamente distintos, los
cuales se asocian con diferentes regiones geogréficas. La secuenciacion completa del
genoma de M. tuberculosis en la Ultima década, junto con la genémica comparativa ha
permitido tener un robusto marco filogenético y determinar la presencia de polimorfismos
de un nucledtido (SNP, por sus siglas en inglés), deleciones gendmicas y polimorfismos
de larga secuencia (LSP, por sus siglas en inglés) y asi determinar su clasificacion en los

diferentes linajes (Coscolla & Gagneux, 2014).



17

La mayoria de linajes se caracterizan por una distribucion geografica diferencial y
asociacion estable con poblaciones especificas, lo cual ha sugerido una co-evolucion con
la expansion del hombre desde Africa hace aproximadamente 20 a 35 mil afios. Se han
establecido 7 linajes principales asociados a infeccibn en humanos (Mycobacterium
tuberculosis sensu stricto linajes 1-4 y 7; y M. africanum linajes 5 y 6), al menos una rama
filogenética asociada con especies presentes en mamiferos (M. bovis, M. caprae, M.
pinnipedii, M. microti, M. orygis, M. mungi y M. suricattae); y una rama conformada por
bacterianas llamadas “smooth tubercle bacilli” (STB) las cuales al parecer estdn mas
relacionadas con el ancestro comun del CMTB, incluyen a M. canneti, con caracteristicas
Unicas como transferencia horizontal de genes y recombinacion inter-cepas (Brites &
Gagneuy, 2015) (Coscolla & Gagneux, 2014).

Los diferentes estudios de secuenciacion completa del genoma han revelado que existe
una distancia genética maxima de 2.200 SNPs entre cepas animales y humanas, y una
maxima de 1.800 SNPs entre linajes (Niemann, Merker, Kohl, & Supply, 2016). Los linajes
ancestrales asociados a humanos (linajes 1, 5, 6 y 7) se encuentran confinados en Africa,
mientras que los linajes modernos (2, 3 y 4) se encuentran mas dispersas, asi, se observa
gue el linaje 3 se encuentra distribuido principalmente en Asia, el linaje 2 se encuentra
asociado principalmente en pacientes del este de Asia, aunque cepas pertenecientes a las
ramas mas modernas del linaje 2 (familia Beijing) tienen una distribucion mas amplia; y el
linaje 4 conecta distintas regiones de Europa, Oeste de Africa o Latinoamérica y
Mediterraneo. La figura 2 muestra la estructura filogenética global de CMTB basada en
35.577 SNPs de 283 cepas de MTB.
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Figura 2. Estructura filogenética del complejo M. tuberculosis.
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Estructura filogenética global de M. tuberculosis representado en un arbol Neighbor- Joining. Las especies del
complejo M. tuberculosis pueden clasificarse en 7 linajes principales, que a su vez se pueden dividir en sub-
linajes geograficamente confinados. Los linajes “modernos” (linajes 2, 3, 4) tienen una distribucién global,
mientras los linajes “ancestrales” estan limitados a Africa occidental y oriental. Se observa la rama filogenética
asociada a especies animales. Arbol basado en 1000 réplicas bootstrap a partir de 35.577 sitios variables.
Tomado de (Niemann, Merker, Kohl, & Supply, 2016)

Importante para esta clasificacion fue el reconocimiento de que cepas asociadas a grandes
epidemias compartian una delecién de la regién ThD1, catalogando a las cepas en linajes

modernos y linajes ancestrales.

Los linajes modernos son monofiléticos, tienen delecién en la regién TbD1 y comprenden
tres linajes:

Linaje 4 (Euro-Americano) con una distribucién en Europa y América, Africa y Medio
Oriente;

Linaje 2 (Este de Asia, incluye familia Beijing) distribuida ampliamente en paises de Asia
Oriental;

Linaje 3 (Este de Africa e India) con una distribucion en el centro y sur de Asia y el este de
Africa;

Los linajes antiguos, tienen delecién en la region TbD9, son parafiléticos y comprenden
los siguientes linajes;

Linaje 1 (Indo-Oceénico) distribuido alrededor del Océano indico y Filipinas;
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Linaje 5 (M. africanum Oeste del Africa 1) y Linaje 6 (M. africanum Oeste del Africa 2)
restringido a paises del occidente africano;

Linaje 7 (Etiopia) recientemente descrito y restringido a Etiopia.

La asociacion de cada linaje con poblaciones humanas es importante en las consecuencias
epidemioldgicas de la tuberculosis. Los linajes 2 y 4 son los responsables de la mayoria
de infecciones con tuberculosis y han estado implicados en brotes de MDR-TB, ademas
de causar progresion a enfermedad activa y ser mas virulentos de acuerdo con modelos

animales (Brites & Gagneux, 2015).

4.3 Situacion de la tuberculosis a nivel mundial

En el afio 1991 la Asamblea Mundial de la Salud declaré la TB como un problema global
de salud publica y se establecieron 2 objetivos para el control de la tuberculosis: deteccién
del 70% de nuevos casos por baciloscopia y curacion de la menos el 85% de estos
pacientes, para el afio 2000. Posteriormente, en 1994 se lanz6 la estrategia TAES
(Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado) el cual incluye un compromiso
gubernamental, deteccién de casos especialmente por blusqueda pasiva, quimioterapia
supervisada con esquema acortado para al menos todos los casos confirmados por
baciloscopia, sistema de suministro regular de medicamentos y un sistema de monitoreo
del programa para supervision y evaluacion. El programa fue adoptado por 182 paises en
los cuales mejoraron los programas nhacionales de control de la tuberculosis.
Posteriormente nacio la estrategia “Alto a la Tuberculosis” por la necesidad de alcanzar la
metas relacionada con los Objetivos del Milenio (ODM), especificamente con el objetivo 6
“Combatir el VIH/SIDA, paludismo y otras enfermedades” en el decenio 2006-2015. La
finalidad de la estrategia “Alto a la Tuberculosis” fue reducir los casos de tuberculosis para
el afio 2015, de acuerdo a los ODM. Entre los objetivos se nombran: lograr acceso
universal a un diagnostico de calidad y a un tratamiento enfocado en el paciente; reducir
el sufrimiento y la carga socio-econdémica asociada a la tuberculosis; proteger las
poblaciones pobres y vulnerables frente a la tuberculosis, a la coinfeccion Tuberculosis-
VIH y MDR-TB; y apoyar el desarrollo de nuevas herramientas y su pronta y eficaz
utilizacién (World Health Organization, 2006).
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La nueva estrategia “Fin a la Tuberculosis”, aprobada en el afio 2014 por la Asamblea
Mundial de la Salud, reemplaza a la estrategia “Alto a la Tuberculosis” y esta enfocada en
las nuevas metas de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS). La vision de la
estrategia es un mundo libre de tuberculosis y sus objetivos son, para el afio 2035, la
reduccion de muertes por tuberculosis en un 95% comparado con cifras de 2015; y
reduccion de la incidencia en un 90% de acuerdo con cifras de 2015 (World Health
Organization, 2014).

De acuerdo con el informe de la Organizacion Mundial de la Salud del afio 2016, los
esfuerzos para reducir la carga de tuberculosis planteados en la estrategia “Alto a la
Tuberculosis” fueron alcanzados de manera general. Se logré alcanzar la meta de detener
y revertir la incidencia en las seis regiones mundiales, definidas por la OMS, y en 16 de 22
paises catalogados como paises de alta carga que, en conjunto, contabilizan el 80% de
casos de tuberculosis a nivel mundial. Las tasas de incidencia a nivel mundial han
disminuido en un promedio 1,5% anualmente desde 1990 hasta el afio 2015. La meta de
reducir en un 50% la tasa de mortalidad al afio 2015 fue casi alcanzada, pues al afio 2015
la tasa de mortalidad se redujo en un 47% comparado con el afio 1990. Lo mismo ocurrié
con la meta de reducir en un 50% la prevalencia, alcanzandose un 42%. Las regiones de
la OMS que alcanzaron la totalidad de metas fueron: Region de las Américas, Region del

Sur-este de Asia y la Region del Oeste del Pacifico (World Health Organization, 2016).

Sin embargo, a pesar de todos los esfuerzos empleados, la tuberculosis continGa siendo
un importante problema de salud publica a nivel mundial. Sigue siendo una de las primeras
causas de muerte provocada por una enfermedad infecciosa, incluso superando en casos
al VIH-SIDA.

En el afio 2016, la OMS, estimé que se presentaron en el mundo 10.4 millones de casos
nuevos de tuberculosis (incidencia 140 casos/100.000 habitantes), de los cuales el 10%
estaba coinfectado con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), siendo el riesgo de
desarrollar TB entre los 37 millones de personas viviendo con el VIH 21 veces mayor que
en el resto de la poblacion. Ademas para el mismo afio la OMS estimé 490.000 casos
nuevos de TB-MDR. La mortalidad estimada fue de 1.3 millones de personas VIH negativo
y 374.000 casos en individuos que conviven con VIH. Globalmente la incidencia de

tuberculosis ha descendido alrededor del 2% por afio, sin embargo para alcanzar los
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objetivos de la estrategia “Fin a la tuberculosis” este porcentaje debe aumentar a un 4-5%
por afio (World Health Organization, 2017). En la figura 3 se observa las tasas de incidencia

estimadas para el afio 2016.

Figura 3. Tasa de incidencia de tuberculosis estimada, afio 2016.
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Numero de casos incidentes de tuberculosis en relacién con el tamafio de la poblacion. Las tasas de incidencia
varian desde menos de 10 caso0s/100.000 habitantes hasta mas de 500 casos/100.000 habitantes en ciertos
paises del este de Asia y sur de Africa. Tomado de (World Health Organization, 2017).

4.4 Situacion de latuberculosis en Colombia

A nivel local, en el afio 2015 se reportaron al SIVIGILA 12.918 casos de tuberculosis, de
los cuales 11.647 correspondieron a casos nuevos, para una incidencia de 24,2
€as0s/100.000 habitantes. Los departamentos con mayor incidencia fueron: Amazonas,
Risaralda y Chocé con 72,1; 47,2 y 45,4 caso0s/100.000 habitantes, respectivamente. La
forma pulmonar fue la mas comun, contabilizando el 89,3% de todos los casos (Instituto
Nacional de Salud SIVIGILA, 2015).

La OMS en su informe del afio 2017, estimé una incidencia de TB en la region de las
Américas de 27 casos/100.000 habitantes, mientras que para Colombia la estimacion fue
de 32 casos/100.000 habitantes. La tasa de coinfeccion VIH-TB fue de 4,4 casos/100.000
habitantes (World Health Organization, 2017).
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Los estudios de epidemiologia molecular realizados en el pais se han enfocado
principalmente a la poblacién general. Asi por ejemplo Puerto y colaboradores, en el afio
2015, determinaron los genotipos circulantes mediante spoligotyping en Colombia a partir
de 741 aislados clinicos obtenidos entre 1999 y 2012 en 31 departamentos, con una
prevalencia del sub-linaje LAM de 39,9% seguido del sub-linaje Haarlen 19%, sub-linaje
T 9% y familia Beijing con un 3,23%. Ademas se determiné que un 17% eran patrones
huérfanos y que el SIT42 (LAM9), con un 24,7% del total de los aislados clinicos, fue el
genotipo mas frecuente. En cuanto al sexo se determind que el 60,7% de los pacientes
fueron del sexo masculino y el rango etario mas afectado fue el de 16-30 afios con el 34,9%
de los casos (Puerto, y otros, 2015). Otro estudio, realizado por Realpe y colaboradores
(2014), en 414 aislados clinicos de pacientes con TB pulmonar determindé que los
genotipos SIT42 (LAM9) y SIT63 (H1) con 29,9% y 23,4% respectivamente son los
genotipos de mayor circulacion en el pais (Realpe, y otros, 2014). Finalmente, un estudio
donde se caracteriz6 la estructura poblacional de M. tuberculosis en Bogota a partir de 152
aislados clinicos mostrg, de la misma manera, que el sub-linaje mas frecuente es LAM
(49,4%), Haarlem (25%) y sub-linaje mal definido “ill-defined” T (13,82%). Asi mismo, el
genotipo de mayor circulacién fue SIT42 LAM9 (27,63%) (Cerezo, y otros, 2012).

4.5 Pueblos indigenas como poblacién vulnerable a la
tuberculosis

El sistema inmune del huésped que participa en la respuesta contra M. tuberculosis es
parcialmente eficaz pues rara vez lo elimina del cuerpo. La respuesta inmunolégica lleva a
un estado de infeccion latente en que la bacteria puede entrar en una fase activa,
desencadenando la enfermedad. Se estima que aproximadamente un tercio de la
poblacién global esta infectada con el bacilo de la tuberculosis en estado de latencia, sin
embargo entre el 5-10% de estas personas desarrollaran una forma activa en algun
momento de su vida (O’Garra, y otros, 2013). Este porcentaje puede verse aumentado
bajo ciertas condiciones, o factores de riesgo, como el debilitamiento del sistema
inmunologico, en especial por el VIH; el hacinamiento, el internamiento prolongado tanto
en sistemas hospitalarios o educativos, asi como en centros penitenciarios; el alcoholismo

y drogadiccién, edad, desnutricion, no acceso a sistemas de salud y sistemas sanitarios
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débiles; ademas la virulencia del microorganismo (Romero Garcia, Gondres, Paez

Candelaria, Bacardi, & Jones Romero, 2016).

De acuerdo a estos factores de riesgo se pueden identificar grupos especificos
poblacionales con mayor vulnerabilidad a enfermar por tuberculosis, entre los que se
encuentran: personas privadas de la libertad, individuos en situacion de calle, migrantes,
personas de avanzada edad, personal de salud, afrodescendientes, escolares, militares,
poblaciéon fronteriza e indigenas. En estos grupos poblacionales pueden confluir mas de
un factor de riesgo (Herrera, 2015).

Los pueblos indigenas poseen varios de los factores de riesgos mencionados, ademas de
convivir en condiciones extremas, con restricciones para el acceso de comida, agua y
refugio, lo que hace que tengan las tasas mas altas de morbilidad y mortalidad con
respecto a la poblacion general. Esta inequidad se refleja, por ejemplo, en la tasa de
mortalidad infantil en Brasil, con 31 caso0s/100.000 infantes en la poblacion general
mientras que esta tasa aumenta a 106 casos/100.000 habitantes en la comunidad indigena
Xavante. Otro ejemplo indicativo de esta problematica es Ecuador, en donde la tasa de
mortalidad materna en poblacién general al afio 2003 fue del 74,3/100.000 habitantes,
mientras que en comunidades indigenas remotas la mortalidad materna llegd hasta 250
€as0s/100.000 habitantes (Montenegro & Stephens, 2006).

En el caso de enfermedades infecciosas, las tasas de incidencia y prevalencia en
poblaciones indigenas también se encuentran superando la media nacional. Ademas, las
cargas parasitarias son elevadas en comunidades indigenas y esto se puede correlacionar
con su pobre estado nutricional. Los patrones de enfermedad en las poblaciones indigenas
dependen mucho del grado de contacto con la poblaciéon general; inclusive contactos de
corto tiempo puede generar un brote de enfermedad que puede ser rastreado. Esta
propagacion es mas claramente observable en algunas partes del Amazonas, donde el
Gnico medio de transporte es el fluvial y las comunidades se encuentran a lo largo de estos

sistemas acuéticos (Montenegro & Stephens, 2006).

En tuberculosis, todos los determinantes sociales incrementan el riesgo de infeccién y
enfermedad; ademas los factores necesarios para la transmision del bacilo, esto es:

namero de casos con tuberculosis pulmonar, duracién de la contagiosidad e interaccion de



24

€asos con sus contactos, se encuentran en niveles superiores que la poblacién general.
Adicionalmente la implementacion de estrategias para combatir la enfermedad, como la
estrategia DOTS-TAES, tienen una logistica mas complicada, pues por motivos
geogréficos y culturales suponen una barrera para el acceso de la salud (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2004). La estrategia DOTS-TAES fue lanzada en el afio 1993
con el objetivo de dar una respuesta eficiente mediante acciones estandarizadas y
supervisadas en paises en desarrollo para disminuir la incidencia y prevalencia de
tuberculosis en las comunidades. La implementacion de la estrategia ha mostrado una
disminucion de la incidencia y transmision de la enfermedad, sin embargo es necesario
considerar acciones para mejorar la estrategia TAES en comunidades indigenas
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2004).

Se ha observado que la tuberculosis afecta en mayor medida a los pueblos indigenas
comparada con la poblacion general de cada pais. En Peru, en el marco del “Encuentro
Regional Para el Analisis del Acceso a Tratamiento Anti-Tuberculosis en Poblaciones
Indigenas”, se reportd una incidencia de 114,4 casos/100.000 habitantes en poblacion
indigena. En Paraguay la incidencia en poblacion indigena supera hasta 10 veces la
incidencia de la poblacién general, con 392,2 casos/100.000 habitantes. Brasil reporté, en
el mismo encuentro, una incidencia en pueblos indigenas de 189,2 casos/100.000
habitantes, aunque en pueblos indigenas de la Amazonia Brasilefia se puede encontrar
una incidencia de hasta 518 casos/100.000 habitantes (Organizacién Panamericana de la
Salud, 2004). Sin embargo, diferentes estudios en poblaciones indigenas especificas
muestran nimeros mas altos. Por ejemplo, Culqui y colaboradores, publicaron un estudio
de incidencia de tuberculosis en pueblos Aimaras del Peru, encontrando en el afio 2005
una incidencia promedio de tuberculosis pulmonar baciloscopia positivo de 33,35
€aso0s/100.000 habitantes, sin embargo esta cifra aumenta a 399,39 casos/100.000
habitantes en el Distrito de Tilali, Departamento de Puno en el sudeste peruano (Culqui, y
otros, 2009). Brasil reportd una incidencia en el pueblo Surui, en el periodo comprendido
entre 1991-2001, de casi 2500 casos/100.000 habitantes con aproximadamente la mitad
de los casos reportados en menores de 15 afios (Coimbra Jr & Basta, 2007). Finalmente
en Colombia Hernandez y colaboradores determinaron la incidencia de tuberculosis, entre
junio de 2009 y julio de 2010 en 10 comunidades indigenas del departamento de Antioquia,
reportando una incidencia de 291 casos/100.000 habitantes. Sin embargo participaron en

el estudio el 35% del total de la poblacién puesto que, de acuerdo a las autoridades
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indigenas, la mayoria de habitantes se encontraban fuera de sus comunidades en trabajos

de campo (Herndndez Sarmiento, y otros, 2013).

4.6 Métodos genotipicos para estudios epidemioldgicos

Definir la fuente de infeccién y dilucidar su ruta de transmision es importante para los
estudios epidemiolégicos de cualquier enfermedad causada por microorganismos, y en el
caso de tuberculosis es un factor clave para lograr la meta de la estrategia de la OMS “Fin
a la tuberculosis”. El genoma de M. tuberculosis tiene una alta homogeneidad por lo que
ha sido necesario encontrar marcadores moleculares que permitan obtener informacion
concerniente a patrones de diseminacion, infectividad y patogenicidad (Arnold, 2007). Los
métodos iniciales para la tipificacibn de micobacterias fueron los métodos fenotipicos
(morfologia de la colonia, patron de susceptibilidad a diferentes farmacos, tipificacion por
micobacteriéfagos) pero tenian el inconveniente de que tales métodos no eran lo
suficientemente robustos, pues podian variar dichas caracteristicas en el transcurso del
tratamiento. De la misma manera lo fueron los métodos bioquimicos y serolégicos. La era
gendmica revoluciond la capacidad de discriminar cepas de acuerdo a los andlisis de la

variabilidad genética.

Los métodos moleculares permiten agrupar los aislados clinicos con idéntico patrén
genotipico en grupos o “clusters”, para posteriormente calcular una filogenia o un indice de
agrupamiento basado en los tamafios de los clusters formados y de esta manera, por
ejemplo, identificar factores de riesgo relacionados con la transmision reciente de la
enfermedad (Tanaka & Francis, 2004). Mientras que patrones unicos (diferentes entre si)

indican mas la reactivacién endégena de un foco primario.

La prueba de oro para la genotipificacion de aislados clinicos de M. tuberculosis fue el
andlisis del polimorfismo de la longitud de fragmentos largos de restriccién de la secuencia
de insercion 1S6110 (RFLP-1S6110). La secuencia de insercion IS6110 es una secuencia
de ADN de 1.355 pb. la cual posee 2 secuencias codificadoras (orfA y orfB) para
transposasas, que le da la propiedad de transposicion a lo largo del genoma
micobacteriano. La secuencia de insercion 1S6110 se encuentra en un nimero variable de

copias asi como en diferente posicién en el genoma de los miembros del Complejo M.
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tuberculosis. Posterior a una digestion cromosémica con la enzima de restriccion Pvull, de
una electroforesis en gel de agarosa, southern blot, hibridacibn de los fragmentos
obtenidos con una sonda de IS6110 marcada en una membrana y revelado por
autorradiografia, se obtiene un patrén molecular caracteristico del aislado clinico. Este
método es altamente discriminativo, sin embargo posee limitaciones como la necesidad de
altas cantidades de ADN por lo que es necesario varias semanas para la obtencién de un
cultivo, es una técnica de laboratorio laboriosa y tiene un bajo poder discriminativo para
cepas con menos de 5 copias 1S6110 (van Soolingen, 2001).

La secuenciacion del genoma micobacteriano ha permitido encontrar varias regiones
gendmicas con elementos repetitivos de ADN (Figura 4), entre las que se encuentran
repeticiones en tdndem de nimero variable (VNTR, variable number of tandem repeat) que
son regiones analogas a loci minisatélites en células eucariotas y son la base para la
tipificacion de la prueba MIRU-VNTR 24 loci, que actualmente es el método estandar o
prueba de referencia para la tipia del complejo M. tuberculosis. Otra region del genoma es
la DR, conformada por repeticiones directas separadas por secuencias espaciadoras que

son determinadas mediante la prueba Spoligotyping.
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Figura 4. Representacion esquematica del genoma de M. tuberculosis y sus marcadores

moleculares
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Representacion de los marcadores moleculares utilizados para la genotipificacion de cepas de M. tuberculosis.
La explicacién de los métodos RFLP-1S6110, spoligotyping y MIRU-VNTR de 24 loci se encuentra en el texto.
Tomado de (Jagielski, y otros, 2014)

4.6.1 Spoligotyping

Es un método basado en la amplificacion por PCR de la regién DR (Direct Repeat) del
cromosoma de la bacteria, que corresponde a una familia de ADN repetitivo conocida como
CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats). Se ha postulado
gue las regiones CRISPR, en asociacion con proteinas asociadas, son sistemas inmunes

adaptativos en arqueas y bacterias (Makarova, y otros, 2011).

El locus DR se encuentra formado por repeticiones directas conservadas de 36 pb
separadas por secuencias espaciadoras de entre 34 a 41 pb. El locus fue descrito en el
afio 1991 por Hermans y colaboradores. En dicho estudio se analizé la secuencia de

insercion 1S987 en M. bovis BCG y sus regiones flanqueantes. Se encontr6é que 1S987 se
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halla en una region que contiene regiones repetitivas de 36 pb (la ahora reconocida regién
DR) y separadas por secuencias que varian en su longitud desde 35 a 41 pb. Ademas se
determin6é que esta region DR solo se encuentra en micobacterias pertenecientes al
complejo M. tuberculosis y es una region hot spot para la integracion de dicha secuencia
de insercién (Hermans, y otros, 1991). Basado en estas observaciones Kamerbeek y
colaboradores en 1997 disefiaron el método conocido como Spoligotyping (spacer
oligotyping) que utiliza las regiones repetitivas directas DR como blanco para la
amplificacién por PCR mediante primers inversamente orientados complementarios a los
DRs, ademas uno de los primers esta biotinilado por lo tanto los amplicones obtenidos
poseen biotina, importante para la posterior deteccion. Los productos de PCR obtenidos,
de diferentes tamafios, son hibridados con una membrana que tiene 43 oligonucledétidos
sintéticos unidos covalentemente y representan las 43 secuencias espaciadoras
identificadas tanto en M. tuberculosis H37Rv (espaciadores 1-19, 22—-32 y 37—-43) como
en M. bovis BCG (20-21 y 33-36). La presencia de los espaciadores se revela mediante
guimioluminiscencia por el sistema estreptavidina-peroxidasa y visualizacion mediante

autorradiografia (Kamerbeek, y otros, 1997).

Figura 5. Visualizaciébn de espaciadores presentes en varias cepas del complejo M.

tuberculosis.
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Patrones de hibridacion, o espoligotipos, de ADNs micobacterianos amplificados por PCR de 35 cepas de M.
tuberculosis y 5 cepas de M. bovis. Tomado de (Kamerbeek, y otros, 1997)
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La delecion de un espaciador se debe probablemente a mecanismos de recombinacion
genética como recombinacion homologa o por eventos de transposicion de una secuencia
de insercioén, pues el locus DR es una regién hot spot para la integracion de 1S6110
(Groenen, Bunschot, van Soolingen, & van Embden, 1993). Entre las ventajas de la
metodologia Spoligotyping se puede nombrar su simplicidad, costo efectividad, resultados
obtenidos hasta en 2 dias, la baja cantidad de ADN necesario para su analisis permitiendo
ser aplicado directamente sobre muestras clinicas; y la alta estabilidad del locus DR
(Jagielski, y otros, 2014). En un estudio para determinar su “reloj molecular”, esto es el
tiempo promedio necesario para cambiar su secuencia de ADN, realizado por Niemann y
colaboradores en 1999, con 165 aislados clinicos obtenidos de 56 pacientes en un intervalo
de 1-772 dias, se concluy6 que la regién DR permanece estable durante 772 dias, tiempo
gue se realizé el estudio, mientras que el patron obtenido por RFLP-1S6110 cambi6 en el
5% de los aislados clinicos, con un tiempo promedio de entre 200 a 700 dias (Niemann,
Richter, & Risch-Gerdes, 1999).

Los resultados del spoligotyping se muestran como un patrén binario (1=presencia,
O=ausencia) de 43 digitos, el cual puede ser interpretado, analizado y comparado mediante
el uso de base de datos globales. La cuarta base de datos internacional de spoligotyping,
SpolDB4, describe 39.295 cepas obtenidas de 122 paises y se determinaron 1.939 STs
(Shared-types, tipos compartidos). Estas cepas estan clasificadas en 62 clados/linajes
basados en un andlisis bioinformatico y por un panel de expertos. La importancia de esta
base de datos radica en la informacién de la diversidad actual genémica del complejo M.
tuberculosis (Brudey, y otros, 2006). La base de datos esta disponible en linea en
http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT ONLINE/

Entre sus desventajas estan: bajo poder de discriminacion menor al de los métodos RFLP-
1S6110 y MIRU-VNTR 24 loci, por lo que su uso como Unico método de genotipificacion

para estudios epidemiolégicos es restringido.

4.6.2 MIRU-VNTR

La secuenciacion del genoma de M. tuberculosis ha revelado la presencia de loci con
repeticiones en tandem, las cuales se asemejan a regiones minisatélite en células

eucariotas. Estos loci fueron llamados repeticiones en tindem de numero variable (VNTR,
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Variable Number of Tandem Repeat). En 1998 Frothingham y Meeker-O'Connell
describieron 11 loci con repeticiones en tAndem a partir de la cepa de referencia H37Rv, 5
loci MPTR (Major Polymorphic Tandem Repeat) y 6 loci ETR (Exact Tandem Repeat). El
loci MPTR tienen secuencias en tAndem de 15 pb mientras que los loci ETR poseen
secuencias en tandem que van de 53 a 79 pb. Los analisis por PCR en 48 cepas del
complejo M. tuberculosis para comprobar el polimorfismo de estos 11 loci mostraron que
un locus MPTR (MPTR-A) y los 6 loci ETR (A-F) son altamente polimorficos (Frothingham
& Meeker-O'Connell, 1998). Ademas Supply y colaboradores describieron una nueva clase
de VNTR, localizada en un operén que codifica para un sistema de dos componentes, al
gue se nombré Unidades Repetitivas Interespaciadas Micobacteriales (MIRU,
Mycobacterial Interspersed Repetitive Units). Esta nueva clase de ADN repetitivo, de entre
46-101 pb., se encontré en el cromosoma de M. tuberculosis, M. bovis BCG y M. leprae;
ademas mediante busqueda de homologia de secuencias se determiné que la cantidad de
MIRUs en el genoma micobacteriano se encontraba entre 40 a 50 regiones (Supply,
Magdalena, Himpens, & Locht, 1997).

El andlisis inicial de polimorfismo de 41 loci MIRUs presentes en M. tuberculosis H37Rv
sobre 31 cepas pertenecientes al complejo M. tuberculosis indicé que 12 loci mostraban
variacion en el numero de copias tandem en cepas no relacionadas (Supply, y otros, 2000).
En la siguiente figura se puede observar la localizaciéon en el cromosoma de los 41 loci

MIRUs en el genoma de M. tuberculosis H37Rv.

Figura 6. Posicion de loci MIRU en M. tuberculosis H37Rv
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Los nimeros en negrita y arabigo especifican el respectivo locus MIRU. La posicion en el genoma de cada loci
se indica en los nimeros posteriores al nimero de MIRU. La ‘c’ indica que el MIRU correspondiente se
encuentra en orientacion inversa a la definida por la secuencia del genoma de M. tuberculosis generada por
Cole y colaboradores (Cole, y otros, 1998), los numeros romanos indican el tipo de MIRU (I, Il o lll). Tomado
de (Supply, y otros, 2000).
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La tipificaciéon por MIRU-VNTR se basa en la amplificacion por PCR mediante primers
especificos de las regiones flanqueantes de cada loci a analizar, y la posterior
determinacion del tamafio del amplicén. Puesto que el tamafio de las repeticiones en
tandem son conocidas, se puede calcular el nUmero de copias presentes en cada loci
analizado. Inicialmente se establecio el analisis de 12 regiones, previamente descritas, que
tenian un poder discriminatorio similar al considerado estandar de oro: RFLP-1S6110, con
las ventajas de su reproducibilidad y comparacion facil inter-laboratorios, y demostraban
como un método potencial para el estudio de eventos epidemioldgicos claves como
transmisiones o recaidas (Mazars, y otros, 2001). Sin embargo la tipificacion por RFLP-
IS6110 era necesaria como método adicional cuando la investigacion epidemiol6gica o
demografica no proporcionaba informacion adecuada sobre vinculo de los pacientes en los
clusters formados. Un set de 24 loci fue propuesto como método optimizado para la
tipificacion de cepas con un poder de discriminacion igual al método RFLP-1S6110, ademas
se comprobd que el uso combinado de spoligotyping mejoraba el poder discriminatorio
(Supply, y otros, 2006). Los loci utilizados, asi como la secuencia de cada par de primers,

en la tipificacion por MIRU-VNTR 24 loci se indica en la siguiente tabla.

Tabla 1. Secuencia de los 24 loci MIRUs

Locus Alias Longitud = Secuencia de primers (5’ a 3’)
repeticion
(pb)
580 MIRU 4; 77 GCGCGAGAGCCCGAACTGC
ETR D
GCGCAGCAGAAACGCCAGC
2996 MIRU 26 51 TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC

CATAGGCGACCAGGCGAATAG

802 MIRU 40 54 GGGTTGCTGGATGACAACGTGT

GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA

960 MIRU 10 53 GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC

GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT

1644 MIRU 16 53 TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA



3192

424

577

2165

2401

3690

4156

2163b

1955

4052

154

2531

MIRU 31,

ETRE

Mtub04

ETRC

ETRA

Mtub30

Mtub39

QUB-4156

QUB-11b

Mtub21

QUB-26

MIRU 2

MIRU 23

53

51

58

75

58

58

59

69

57

111

53

53

CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC

ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA

GTGCCGACGTGGTCTTGAT

CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT

GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC

CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT

AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA

AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT

CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT

CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT

ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA

CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC

TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG

TGACCACGGATTGCTCTAGT

GCCGGCGTCCATGTT

CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG

CGAAGTGAATGGTGGCAT

AGATCCCAGTTGTCGTCGTC

CAACATCGCCTGGTTCTGTA

AACGCTCAGCTGTCGGAT

CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT

TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT

TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT

CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG

32
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AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC
4348 MIRU 39 53 CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC
CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT
2059 MIRU 20 77 TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG
GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA
2687 MIRU 24 54 CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT
GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA
3007 MIRU 27, 53 TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA
QUE-S GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA
2347 Mtub29 57 GCCAGCCGCCGTGCATAAACCT
AGCCACCCGGTGTGCCTTGTATGAC
2461 ETR B 57 ATGGCCACCCGATACCGCTTCAGT
CGACGGGCCATCTTGGATCAGCTAC
3171 Mtub34 54 GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA
GGCTCTCATTGCTGGAGGGTTGTAC

Adaptado de (Supply, y otros, 2006)

El método MIRU-VNTR de 24 loci proporciona un cédigo de 24 nimeros, correspondientes
al nimero de copias en tdndem de cada loci, el cual puede ser comparado inter-
laboratorios y facilita los estudios epidemiolégicos y de estructura poblacional genética

como en la base de datos MIRU-VNTRplus (http://www.miru-vntrplus.org/) que permite un

andlisis de los datos de MIRU-VNTR complementado con otros métodos genotipicos
(Spoligotyping, polimorfismos de secuencia larga LSP y polimorfismos de un solo
nucleétido SNP). Adicionalmente la base de datos SITVITWEB permite tener una vision
global de la diversidad genética del complejo M. tuberculosis, junto con informacién de
Spoligotyping, basados en 62.582 cepas aisladas en todo el mundo. Esta base de datos
se encuentra disponible en linea en la direcciobn  http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVIT ONLINE/ (Jagielski, y otros, 2014).



http://www.miru-vntrplus.org/
http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/
http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/
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Figura 7. Posicion de los 24 MIRUs utilizados actualmente para genotipificacion

molecular.
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Tomado de (Morand, y otros, 2010)

4.6.3 Secuenciacion total del genoma

Los avances en la tecnologia de secuenciacion de ADN han permitido obtener gran
cantidad de secuencias completas de genomas de muchas cepas de M. tuberculosis
alrededor del mundo, ayudandonos a entender la diversidad filogenética del complejo M.
tuberculosis. Ademas la comparacion de secuencias completas de genomas nos provee
un marco filogenético suficientemente robusto para la clasificacion de la cepas con la
sensibilidad necesaria para entender particularidades genéticas de las diferentes cepas en
detalle y utilizando herramientas genémicas comparativas, predecir el potencial impacto
fenotipico de polimorfismos genéticos especificos (Coscolla & Gagneux, 2014). Las
deleciones genomicas conocidas como Regiones de Diferencia (RD) o polimorfismos de
secuencia larga (LSP, por sus siglas en inglés) se utilizaron como marcadores ideales para
la clasificacion de los principales linajes y sub-linajes filogenéticos de M. tuberculosis
puesto que los LSPs son esencialmente irreversibles. Los polimorfismos de un nucle6tido
(SNP, por sus siglas en inglés) se han utilizado para establecer varias metodologias de

tipificacion (Coscolla & Gagneux, 2014)

Una de las estrategias para la tipificacién a nivel de nucleétidos es la llamada tipificacion
de secuencia multilocus (MLST Multilocus Sequence Typing). El método se basa en
polimorfismo de la secuencia nucleotidica de loci especificos permitiendo identificar cepas
clonales (Vazquez & Berron, 2004). Por lo general se analizan hasta 10 genes
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housekeeping que codifican para enzimas vitales y proteinas estructurales. Sin embargo
esta técnica ha demostrado poseer baja utilidad para tipificar cepas del complejo M.
tuberculosis por el bajo grado de polimorfismos en el complejo aungue se ha visto Util para
la diferenciacién de micobacterias no tuberculosas (Jagielski, y otros, 2014). Por otro lado,
nuevos meétodos basados en SNPs han sido desarrollados por varios grupos de
investigacion para la clasificacion filogenética de las cepas a analizar. Los SNPs como
marcadores moleculares tienen una ventaja sobre los marcadores moleculares clasicos
(elementos genéticos moviles, ADN repetitivo) y es que virtualmente no presentan
homoplasia, haciendo de ellos marcadores ideales para la genotipificacion de M.
tuberculosis (Stucki, y otros, 2012). Si bien no se ha alcanzado un consenso de cuales
SNPs deben ser utilizados como marcadores moleculares se han identificado millones de
SNPs para su aplicacion. En el afio 2010 Comas y colaboradores secuenciaron 21 cepas
del complejo M. tuberculosis (20 cepas representativas de los principales linajes y 1 cepa
de M. canettii) y se determinaron 9037 SNPs especificos de linaje (Comas, y otros, 2010).
Este fue el punto de partida para el desarrollo de una estrategia de tipificacion basada en
SNPs denominada MOL-PCR (Multiplexed Oligonucleotide Ligation-PCR), que permite la
deteccion de SNPs especificos para asignar cepas a los seis principales linajes asociados
a humanos, SNPs especificos del clado que comprende M. bovis y M. caprae y para la
familia Beijing (Stucki, y otros, 2012). Los tres pasos principales de esta metodologia son:
1. Unién de dos oligonucle6tidos multiplex (MOLigol y MOLigo2) a blancos especificos y
ligacibn de ambas sondas. MOLigol formado por una secuencia complementaria a un
primer forward, una secuencia tag complementaria a una secuencia anti-tag que se
encuentra unida covalentemente a micro-esferas y una secuencia complementaria al SNP
evidenciado como marcador molecular; MOLigo2 comprende una secuencia
complementaria al blanco y una secuencia de un primer reverse. La correcta hibridacion
de ambas sondas permite su ligacion mediante ligasas termoestables y solo se da si las
sondas alinearon una cerca de la otra, confiriendo asi la especificidad del ensayo. 2.
Amplificacion mediante PCR de las sondas exitosamente ligadas y marcaje con un
compuesto fluorescente para la posterior deteccion de los productos amplificados. 3.
Hibridacion, por la unién de la secuencia tag de los productos de PCR a secuencias anti-
tag unidas covalentemente en micro-esferas, e identificacién, por un citbmetro de flujo tipo
Luminex, de la intensidad de fluorescencia emitida por el complejo microesfera-producto
de PCR (Deshpande, y otros, 2009). Este estudio identific6 SNPs filogenéticamente

informativos a partir de 22 secuencias totales de genoma del Complejo M. tuberculosis y
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se seleccionaron 8 SNPs de acuerdo a criterios especificos para el disefio de las sondas.
Un panel con 36 cepas previamente caracterizadas fue utilizada para probar el método y
asignando correctamente la totalidad de cepas en los principales linajes filogenéticos
(Stucki, y otros, 2012).

4.7 Mecanismos de resistencia

La aparicion de microorganismos resistentes a los antibiéticos constituye un grave
problema de salud publica. Poco después de la introduccién de los farmacos
antituberculosos estreptomicina, isoniazida, &cido para-amino-salicilico se detectaron
cepas resistentes a dichos farmacos, indicando la necesidad de medir la resistencia en los
aislados clinicos de una manera exacta y rapida. El Instituto Pasteur introdujo el método
de proporciones criticas como método de susceptibilidad. Posteriormente la introduccion
de la rifampicina, en la década de 1960, ayudo en el descenso de la resistencia en M.
tuberculosis, provocando un descenso en el financiamiento e interés en programas de
control de tuberculosis. En la década de los 80's con la aparicion del VIH-SIDA, y la
aparicion de cepas resistentes a los farmacos rifampicina e isoniazida, denominados cepas
Multi-Drogo-Resistentes o0 MDR, se reanudo la vigilancia epidemioldgica de la resistencia
a farmacos (Johnson, y otros, 2006).

Los principales farmacos antituberculosos de primera linea incluyen: isoniazida,
rifampicina, pirazinamida y etambutol. La aparicion de resistencia es el resultado de
mutaciones espontaneas en el cromosoma bacteriano, con una frecuencia de 10° a 108
replicaciones bacterianas, de los genes blanco en donde actlan los farmacos y se deben
la mayoria de ocasiones, a una seleccién de cepas resistentes durante el tratamiento por
ingestion inadecuada de los medicamentos, mala calidad de los mismos o por baja

adherencia al tratamiento (Zhang & Yew, 2009).

La rifampicina actta en el paso de transcripcion del ciclo celular, por medio de la unién a
la sub-unidad B de la ARN polimerasa, interfiriendo en la transcripcion y causando la
muerte del microorganismo. La ARN polimerasa esta codificada por 4 genes: rpoA, rpoB,
rpoC y rpoD, que sintetizan las 4 subunidades (a, 8, B’, 8) de la ARN polimerasa. El blanco
de la rifampicina es el gen rpoB (Johnson, y otros, 2006), la resistencia a rifampicina se

debe en un 96% de casos a mutaciones en una regién core de 81 pares de bases (pb) del
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gen que codifica la ARN polimerasa, rpoB. Las posiciones donde ocurren la mayoria de
mutaciones se encuentran en 531, 526 y 516; adicionalmente las mutaciones en las
posiciones 511, 516, 518 y 522 indican resistencia de bajo nivel a rifampicina y rifapentina

aungue retienen susceptibilidad a rifabutina y rifalazil (Zhang & Yew, 2009).

Por otro lado, la resistencia a isoniazida puede estar causada por mutaciones en varios
genes: katG, inhA, ahpC, kasA, y ndh. La isoniazida en un pro-farmaco, es decir se activa
tras ser metabolizado por una enzima, en este caso la enzima es la catalasa-peroxidasa
(KatG) que convierte la isoniazida en la forma activa acido isonicotinico, ademas de otras
especies reactivas que actian sobre M. tuberculosis como: superéxidos, peréxidos, 0xido
nitrico y radicales hidroxil. El acido isonicotinico interfiere en la produccién de la enzima
InhA (enoyl-acyl carrier protein reductase), importante en la sintesis de acidos micolicos
presentes en la pared celular. Mutaciones en el gen katG, entre los codones 138 a 328, y
principalmente en el codén 315, son las causas mayoritarias de resistencia de alto nivel
(Johnson, y otros, 2006). Mutaciones en la regiébn promotora del gen inhA causan
sobreexpresion de la enzima InhA causando resistencia de bajo nivel. Es importante
sefalar que mutaciones en inhA causan resistencia cruzada con etionamida, un farmaco
de segunda linea estructuralmente relacionado. Otras mutaciones en diferentes genes
podrian indicar un bajo porcentaje de resistencia a isoniazida, como mutaciones en el gen
ahpC que podria incrementar la produccién de hidroperdxido-reductasa protegiendo al
bacilo tuberculoso del peréxido, aunque no confiere resistencia a isoniazida ejerce un papel

destoxificador (Johnson, y otros, 2006).

La pirazinamida es, al igual que la isoniazida, es un pro-farmaco que actia en entornos
con pH acido. Interfiere con la sintesis de acidos grasos y es activado por la enzima
pirazinamidasa o PZasa, codificada por el gen pncA. La forma activa, que es el acido
pirazinoico, ingresa por difusion pasiva al citoplasma, donde se acumula disminuyendo el
nivel de pH hasta inactivar la sintesis de los acidos grasos indispensables para la bacteria.
El dnico gen que determina la resistencia a pirazinamida es el pncA, en el 72-97% de los
casos de resistencia. Las cepas sin mutaciones en pncA que muestran resistencia a
pirazinamida probablemente tienen mutaciones en un gen regulatorio de pncA no definido.
M. bovis presenta resistencia intrinseca por un SNP en la posicion nucleotidica 169 del

gen equivalente en M. tuberculosis.
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El etambutol es un antibidtico bacteriostatico que actia interfiriendo la sintesis a
arabinogalactano en la pared celular al inhibir la polimerizacion del arabinano, e inducir la
acumulaciéon de un compuesto intermedio de la biosintesis del arabinogalactano, el D-
arabinofuranosil-P-decaprenol. Uno de los genes que participan en la resistencia a
etambutol es embB, que codifica para la enzima arabinosil-transferasa. El gen embB se
encuentra dentro de un operdén junto a embA y embC, con el orden embCAB.
Aproximadamente el 68% de resistencia a etambutol se produce por una mutacion en el
codon 306 de embB (Zhang & Yew, 2009). La deteccidn fenotipica de resistencia, la cual
es dificil, falla en hasta un 91,4% lo que tiene un impacto negativo en los programas de
control de la tuberculosis, mostrando la necesidad de una deteccién genotipica de la
resistencia. Sin embargo un 30% de cepas resistentes no presentan mutaciones en el gen
embB por lo que es necesario mayor investigacion en los mecanismos de resistencia a

este farmaco (Johnson, y otros, 2006).

4.8 Pruebas de susceptibilidad

La aparicion de cepas de M. tuberculosis resistentes, circulantes en la poblacion general
ha hecho necesario la realizacion de pruebas de susceptibilidad a los farmacos de, primera
linea. De acuerdo a la normativa dada por el Instituto Nacional de Salud de Colombia, las
pruebas de susceptibilidad deben realizarse en los siguientes casos: pacientes que
presenten recaida o fracaso de tratamiento, por abandono de tratamiento mayor a un mes,
co-infeccion TB-VIH, contacto de paciente (caso indice) con TB resistente, tuberculosis
infantil y en poblacién de alto riesgo y vulnerable (personas privadas de la libertad,
habitante de calle, trabajadores de salud, personas inmunocomprometidas, fuerzas

armadas, educadores y poblacion indigena) (Instituto Nacional de Salud, 2014).

Existen diferentes metodologias para conocer la susceptibilidad a los farmacos
antituberculosos de acuerdo a su comportamiento fenotipico o caracteristicas moleculares,
ambas metodologias con sus ventajas y desventajas propias. Entre los métodos
fenotipicos se nombran el método de proporciones mdltiples, y el sistema automatizado
BACTEC MGIT™, mientras que entre los métodos genotipicos se nombran
GenoType®MTBDRplus y GeneXpert MTB/RIF®, basados en hibridacion reversa en tiras
de nitrocelulosa y PCR en tiempo real de genes especificos causales de resistencia,

respectivamente.
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4.8.1 Método de proporciones multiples

El método fue descrito inicialmente por Canetti y colaboradores en el afio 1963 y se basa
en el hecho que cada cepa salvaje de M. tuberculosis contiene algunos mutantes
resistentes a los farmacos antituberculosos, y la diferencia entre una cepa resistente y una
sensible es que la proporcion de bacterias resistentes entre el total de bacterias que
conforman el cultivo es mucho mas alta en una cepa resistente que en una sensible. Esta
informacion se obtiene al realizar siembras diluidas en medios que no contienen el farmaco
y medios que contienen el farmaco. Si las diluciones son elegidas correctamente las
colonias obtenidas podran ser contabilizadas y deducir la proporcidon de bacterias

resistentes en el total de bacterias viables (Canetti, y otros, 1963).

4.8.2 Método automatizado BACTEC MGIT™

El sistema BACTEC MGIT™ (Mycobacterial Growth Indicator Tube) fue introducido para
reemplazar el método semi-automatizado radiométrico BACTEC 460TB System que
utilizaba sustancias radioactivas (Garrigd, y otros, 2007). Inicialmente el método
radiométrico utilizaba medio 7H12 que contenia &cido palmitico unido a carbono
radioactivo, *C, con el antibiético a estudiar. La liberaciéon del carbono radioactivo es
medida por el sistema y permite establecer una curva de crecimiento o inhibicion (Roberts,
y otros, 1983). La manipulacion y peligrosidad de sustancias radioactivas incentivé a
bdsquedas de nuevas alternativas para la deteccion de micobacterias. En 1995 se introdujo
el medio MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube) que consiste en un medio
Middelbrook 7H9 modificado en un tubo con silicona que posee un sensor fluorescente de
oxigeno, el pentahidrato de rutenio cuya fluorescencia natural es extinguida por la
presencia de oxigeno. Mediante el sistema automatizado BACTEC MGIT™ (Becton
Dickinson) es posible monitorear la fluorescencia a medida que crece la micobacteria
(Ardito, Posteraro, Sanguinetti, Zanetti, & Fadda, 2001).

4.8.3 GenoType®MTBDRplus

A pesar que los métodos fenotipicos automatizados para las pruebas de susceptibilidad
redujeron los tiempos de resultados entre 7-10 dias, los métodos moleculares son mas
rapidos y pueden ser aplicados directamente de la muestra clinica. Las mutaciones en los

genes rpoB, katG, e inhA permiten inferir resistencia a rifampicina e isoniazida,
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respectivamente (Hillemann, Riusch-Gerdes, & Richter, 2007). Mutaciones en la “regién
core” de 81 pb del gen rpoB contabilizan mas del 95% de cepas resistentes a rifampicina,
mientras que la resistencia a isoniazida puede ser detectada, entre el 50%-95%, por
mutaciones en el codén 315 de katG vy, entre el 20%-35%, por mutaciones en la region
regulatoria del gen inhA (Hillemann, Rusch-Gerdes, & Richter, 2007). El ensayo se basa
en amplificacion mediante PCR de los genes a evaluar y una posterior hibridacion reversa
en tiras de nitrocelulosa que tiene inmovilizadas sondas complementarias a los genes
evaluados y las principales mutaciones. Ya sea la ausencia de hibridacion en las “sondas
salvajes” (wild type) o hibridacion en las sondas de mutacion, es indicativo de resistencia

al farmaco respectivo. Las mutaciones que el método detecta se indican en la figura 8.

Figura 8. Mutaciones en genes rpoB, katG e inhA y sus correspondientes bandas wild type
WT y mutacion MUT.

Ausenciade Codoén Desarrollo de banda
banda wild type | analizado de mutacion
rpoB WT1 505-509 F505L
T508A
S509T
rpoB WT2 510-513 L511P*
rpoB WT2/WT3 510-517 Q513L*
Q513P
del514-516
rpoB WT3/WT4 513-519 rpoB MUT1 D516V
D516Y
del515
rpoB WT4/WT5 516-522 del518*
N518I
rpoB WT5/WT6 518-525 S522L
S5220
rpoB WT7 526-529 rpoB MUT2A H526Y
rpoB MUT2B H526D
H526R
H526P*
H526Q*
H526N
H526L
H526S
H526C
rpoB WT8 530-533 rpoB MUT3 S531L
S531Q*
S531W
L533P
katG WT 315 katG MUT1 S315T1
katG MUT2 S315T2
inhA WT1 -15 inhA MUT 1 C15T
-16 inhA MUT 2 Al16G
inhA WT2 -8 inhA MUT 3A T8C
inhA MUT 3B T8A

Mutaciéon

* Mutacion detectada Gnicamente in silico. Figura adaptada del inserto del
Kit GenoType MTBDRplus version 2.0
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4.8.4 GeneXpert MTB/RIF®

El ensayo, basado en amplificacion de acidos nucleicos, Xpert MTB/RIF para la plataforma
GeneXpert fue lanzado en el afilo 2009 e integra los tres procesos requeridos para una
PCR en tiempo real de una manera automatizada: preparacion de la muestra, amplificacion
y deteccion. El método fue desarrollado por Cephid Inc., y la Fundacion para la Obtencion
de Medios de Diagndstico Innovadores (FIND, por sus siglas en inglés) junto con el apoyo
técnico de la Universidad de Medicina y Odontologia de Nueva Jersey vy el financiamiento
de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) de los Estados Unidos (World Health
Organization, 2011).

La metodologia se basa en la deteccidon de mutaciones en la “region core” del gen rpoB,
qgue codifica el sitio activo de la enzima. Se utiliza 5 diferentes sondas de hibridacion
fluorescentes, llamadas balizas moleculares (molecular beacons) que al hibridar con su
secuencia blanco fluoresceran indicando la presencia de resistencia a rifampicina (El-Hajj,
Marras, Tyagi, Kramer, & Alland, 2001). Entre las principales ventajas del método se
encuentra la posibilidad de realizarlo en cualquier laboratorio con un personal con
entrenamiento minimo, la realizacion de la prueba directamente de una muestra de esputo

y los resultados estan disponibles en 2 horas (Rachow, y otros, 2011).
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5 Metodologia

5.1 Tipo de estudio

Estudio descriptivo de corte transversal realizado de marzo a noviembre del afio 2016 en
las comunidades indigenas del Municipio de Puerto Narifio-Amazonas. El estudio forma
parte del macro proyecto “Fortalecimiento Intersectorial e Intercultural de la Estrategia “Alto
ala Tuberculosis” en Comunidades Indigenas con Asentamiento en el Trapecio Amazdnico
(Parte 1- Puerto Narifio)” ejecutado por la Universidad Nacional de Colombia mediante

convenio 063 con la Gobernaciéon del Amazonas.

5.2 Poblacion de estudio

La poblacion de estudio estuvo conformada por los habitantes de las comunidades
indigenas que se encuentran geo-referenciadas en el Municipio de Puerto Narifio,
Departamento de Amazonas. El municipio comprende los pueblos indigenas de las etnias
Ticuna, Cocama y Yagua (resguardo TICOYA) que se encuentran distribuidos en 22
comunidades asentadas sobre dos rios principales: Amazonas y Loretoyacu. Las
comunidades asentadas sobre el rio Amazonas son: Atacuari, 7 de Agosto, Boyahuazu,
Naranjales, Patrullero, 20 de Julio, Puerto Esperanza, Valencia y Palmeras; mientras que
las comunidades que tienen asentamiento sobre el rio Loretoyacu son: Tipisca, 12 de
Octubre, Puerto Rico, San Juan del Soco, Santa Teresita, Santarem, Tarapoto, Nuevo
Paraiso, Pozo Redondo, Villa Andrea, San Francisco, resguardo Ticoya y Cabecera
Municipal Puerto Narifio; ademas se incluyd la comunidad San Martin de Amacayacu, que

pertenece al reguardo TICOYA, contabilizando en total 23 comunidades indigenas.

En el marco del proyecto de investigacion titulado: “Fortalecimiento Intersectorial E
Intercultural De La Estrategia “Alto A La Tuberculosis” En Comunidades Indigenas Con
Asentamiento En El Trapecio Amazénico (Parte 1 - Puerto Narifio)”, la busqueda activa de
sintométicos respiratorios (SR) se realiz6 mediante consulta médica en la totalidad de la
poblacién previa firma del consentimiento informado. Se consider6 SR a todo individuo con
tos con o sin expectoracion de cualquier duracién. A todos los individuos catalogados como
SR se les tomé muestra seriada de esputo espontaneo o inducido. A todas las muestras

se les realiz6 baciloscopia y a todas las primeras muestras se les realizé también cultivo
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en los medios de cultivo LJ, STG y BACTEC MGIT™. Del total de la poblaciéon examinada
(n= 6.310), la cantidad total de personas identificadas con sintomatologia respiratoria
fueron 808 individuos (12,8%), entre tanto la poblacién indigena fue de 5.837 y de ellos
753 (12,9%) personas tuvieron sintomatologia respiratoria, 473 no indigenas, 55 SR (11,6
%).

5.3 Diagnostico de TB activa mediante cultivo

Se procesaron en total 1013 cultivos en medio Lowenstein Jensen y BACTEC MGIT™, de
los cuales 80 fueron positivos. 6 cultivos positivos identificados mediante la prueba
inmunocromatografica TBID (BD) no fue posible recuperarlos por la contaminacién

presente en los medios de cultivo.

En total se recuperaron 74/80 aislados clinicos en la poblacién total, de los cuales 4
pertenecen a pacientes no indigenas y 70 pertenecen a pacientes que se reconocen como
indigenas y son el objeto del presente estudio.

5.4 Recolecciéon de lainformacion

A partir de la encuesta médica aplicada se obtuvieron los datos clinicos y demogréficos
de cada paciente, los cuales se consignaron en una base de datos en Excel (Microsoft®)
y se encuentran en custodia del laboratorio de Micobacterias de la Facultad de Medicina

de la Universidad Nacional.

5.5 Disposiciones éticas

El estudio fue aprobado por el comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional de Colombia y por la Asociacion de Autoridades Indigenas ATICOYA. Los
individuos que aceptaron participar voluntariamente firmaron un consentimiento informado
previa explicacion del proyecto y aclaracién de dudas. La autorizacion de los menores de

edad fue dada por los padres o representantes.
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5.6 Extraccion de ADN

- Todos los aislamientos recuperados fueron sembrados en medio LJ para su posterior
extraccion de ADN mediante el kit comercial GenoLyse® (Hain Lifescience, Germany) de
acuerdo a instrucciones del fabricante.

. El raspado de cada aislado clinico fue resuspendido en 100 pl de buffer de lisis alcalino
y se incubo a 95°C durante 5 minutos en un termo-mezclador marca Eppendorf®

- Se afadi6 al lisado 100 pl de buffer de neutralizacion y se agité brevemente en vortex.
La soluciéon se centrifugd a maxima velocidad durante 5 minutos en microcentrifuga
refrigerada marca Thermo Scientific ST 16R.

- El sobrenadante fue colectado y almacenado a -20°C hasta su utilizacién en los diferentes

ensayos.

5.7 Spoligotyping
La genotipificacion por spoligotyping se realizé de acuerdo a la descripcion hecha por

Kamerbeek en 1997. Se utiliz6 una membrana comercial (Mapmygenome India Limited)

gue tiene inmovilizadas las 43 secuencias espaciadores.

Los productos de amplificacion se hibridaron en la membrana comercial que contiene las
secuencias de oligonucledtidos unidos covalentemente. Se utilizd un sistema miniblotter

para la hibridacion. El protocolo utilizado se encuentra descrito en el anexo 1.

La lectura se realiz6 manualmente de acuerdo a la ausencia o presencia de cada uno de
los espaciadores, se informé como 0 (ausencia de hibridacibn) o 1 (presencia de
hibridacion) y se consign6 en una base de datos de Excel (Microsoft®) para su posterior

analisis.

5.8 MIRU-VNTR de 24 loci

La amplificacién de los 24 loci MIRU-VNTR se basa en la metodologia propuesta por

Supply y colaboradores en el afio 2001. Los primers utilizados corresponden a las regiones
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flanqueantes de los 24 loci y se realiz6 PCR de forma individual para cada uno de los loci

a caracterizar utilizando primers especificos para cada loci.

El protocolo utilizado se encuentra detallado en el anexo 2. En el anexo 3 se encuentra la
tabla de correspondencia entre peso molecular y nimero de copias en cada loci para

determinar el nimero de copias en tandem presente en cada aislado clinico.

El nimero de copias en tandem de cada loci fue registrado en una base de datos en Excel
(Microsoft®) para su posterior andlisis.

5.9 Analisis de datos de genotipificacion

Los resultados de genoatipificacion fueron ingresados a bases de datos globales (SITVIT,
Instituto Pasteur de Guadeloupe: http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/; y MIRU-VNTRplus: http://www.miru-

vntrplus.org/MIRU/index.faces). El portal MIRU-VNTRplus se utilizé para la construccion

de dendrogramas mediante el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Average) de acuerdo a los resultados de spoligotyping y MIRU-VNTR y de esta
manera obtener el nimero de clusters formados. La base del Instituto Pasteur de
Guadeloupe se utilizé para la asignaciéon de genotipos y comparacién de estos con los

reportados en otras regiones a nivel global.

5.10 Susceptibilidad por el método de proporciones
multiples

El método, descrito por primera vez en 1963 por Canetti y colaboradores, determina la
proporcién de micobacterias susceptibles al farmaco evaluado de acuerdo a la relacion del
nuamero de colonias crecidas en medio LJ con antibiético versus el numero de colonias
crecidas en medio LJ sin antibiético (control de viabilidad de la bacteria). Por debajo del
1% de crecimiento, con relacién al medio sin antibidtico la cepa es clasificada como
susceptible mientras que por encima de este valor la resistencia es clinicamente

significativa. Es el método de referencia para la evaluacion de susceptibilidad.


http://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces
http://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces
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Se utilizé como concentraciones de antibidticos isoniazida 0,2 pg/ml y rifampicina 40 pg/mi
y medio Lowenstein-Jensen, ademas se trabajo con cultivos puros y con un tiempo de

crecimiento de 4 semanas de incubacion.

El procedimiento completo se encuentra indicado en el anexo 4.

5.11 Susceptibilidad por BACTEC™ MGIT™ SIRE

La prueba se basa en la deteccion del consumo de oxigeno del medio MGIT™
(Mycobacterial Growth Indicator Tube) por parte de la micobacteria, comparando su
crecimiento entre medios con y sin antibiéticos. El equipo analiza los resultados de
crecimiento e informa como susceptible, resistente o error, en cuyo caso es necesario

repetir la prueba. El procedimiento completo se encuentra descrito en el anexo 5.

La evaluacién de susceptibilidad se realizd Gnicamente para los antibiéticos rifampicina e

isoniazida.

5.12 Susceptibilidad por GenoType®MTBDR plus 2.0

Esta prueba se realiz6 mediante el kit comercial GenoType®MTBDR plus 2.0, de acuerdo
a las instrucciones del fabricante (Hain), identifica complejo M. tuberculosis asi como
resistencia a rifampicina e isoniazida, mediante la deteccion de las mutaciones mas
frecuentes que confieren resistencia en los genes rpoB y katG e inhA, respectivamente,
mediante una hibridacién reversa a sondas especificas inmovilizadas en las membranas

de las tiras.

La extraccion del ADN se realiz6 con el kit GenoLyse® de acuerdo a instrucciones del

fabricante. El procedimiento se encuentra detallado en el anexo 6.

5.13 Susceptibilidad por GeneXpert MTB/RIF®

Es una prueba de diagndstico rapido recomendado por la OMS, que se realizé de acuerdo
a las instrucciones del fabricante (Cepheid) y se basa en una PCR en tiempo real que

confirma micobacterias del complejo M. tuberculosis y susceptibilidad a rifampicina,
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asociada a mutaciones dentro de la regién que determina resistencia a rifampicina (RRDR)

en el gen rpoB.

El sistema es automatizado y todos los reactivos necesarios para la amplificacion por PCR

se encuentran en el cartucho de la prueba.

- A partir de un cultivo LJ se toma un raspado de las colonias y se coloca en un tubo falcon
con 1 ml de solucion salina. Se afiade 2 ml de reactivo de digestion de muestra en relacion
1:2.

- Se homogeniza en vortex y se inocula en el cartucho la totalidad de la solucién.

- Se ingresa el cartucho en el equipo y se registra la informacién de la muestra en el
software del equipo de acuerdo a instrucciones del fabricante.

- Posterior a dos horas se interpretan los resultados.

- Los resultados se basan en una sefial fluorescente producida por las sondas y los
algoritmos producidos por el software e informa como: MTB detectado, resistencia
rifampicina detectado/no detectado, MTB detectado, resistencia rifampicina indeterminado,
MTB no detectado, invalido, error, no resultado; teniendo que repetir la prueba en los tres

ultimos casos.
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6 Resultados

6.1 Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los
pacientes con tuberculosis activa

Se evaluaron mediante consulta médica a 6310 personas en las 23 comunidades
indigenas intervenidas. Del total de la poblacién que aceptd participar en el estudio y firmé
el consentimiento informado 473/6310 (7,5%) personas se reconocieron como no
indigenas y 5837/6310 (92.5%) fueron indigenas.

De la poblacion indigena, 4431/5837 (75,9%) individuos pertenecian a la etnia Ticuna,
830/5837 (14,2%) a la etnia Cocama, 465/5837 (8%) a la etnia Yagua y 111/5837 (1,9%)

a otras etnias minoritarias como Uitoto, Bora, Okaina, Yukuna, entre otros.

Se diagnosticaron en toda la poblacién 80 casos de tuberculosis activa, 76/80 (95%) en
poblacién indigena y 4/80 (5%) casos en poblacion no indigena. Se recuperaron 74
aislados pertenecientes al Complejo M. tuberculosis, 70 en poblacién indigena y 4 en
poblacion no indigena. Los siguientes resultados estan enfocados en los 74 aislados
clinicos recuperados, haciendo la diferenciacién entre indigenas y no indigenas. En la tabla
2 se observan las caracteristicas demogréficas de los pacientes, tanto indigenas como no
indigenas con tuberculosis activa. La mayor proporcion de pacientes correspondié al sexo
masculino y el pueblo indigena con mayor incidencia fue la etnia Ticuna, mientras que el

86,5% pertenecian al régimen subsidiado.
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Tabla 2. Caracterizacion demogréfica de los 74 pacientes con TB activa

Caracteristicas demogréficas

Variables Total
Frecuencia Porcentaje
Sexo Masculino 45 (2 no indigenas) 60,8%
Femenino 29 (2 no indigenas) 39,2%
Raza Indigena 70 94,6%
No indigena 4 5,4%
Pueblo indigena | Ticuna 37 50%
Cocama 14 18,9%
Yagua 19 25, 7%
SGSSS Régimen contributivo 3 (2 no indigenas) 4%
Régimen subsidiado 64 (1 no indigena) 86,5%
Régimen especial 1 (1 no indigena) 1,4%
No asegurado 4 5,4%
Extranjero 2 2, 7%

SGSSS. Sistema General de Seguridad Social en Salud

La edad promedio del diagndstico de tuberculosis en toda la poblacion fue de 30 afios (28,9
afos solo en pacientes indigenas), con un rango de 1 a 82 afios. El grupo etario con
mayores casos diagnosticados fue entre 5 a 9 afios con 11 pacientes (14,9%). Ademas se

observa que 33/74 (44,6%) de casos diagnosticados estuvieron en el rango de 0 a 19 afios.
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Figura 9. Edad de los pacientes diagnosticados con tuberculosis
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En cuanto a la geo-referenciacién de casos, el mayor nimero se presento en la cabecera

municipal de Puerto Narifio con 13 casos, siendo ademas el asentamiento poblacional que

presento 3/4 casos de tuberculosis en pacientes no indigenas. Las comunidades indigenas

con el mayor nimero de casos fueron San Francisco, Atacuari, Ticoya y Boyahuazu con

9, 7, 7y 6 casos, respectivamente.

Figura 10. Georreferenciacion de los pacientes diagnosticados con tuberculosis.
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6.2 Recuperacion de los aislados clinicos

Los aislados clinicos fueron recuperados en el medio de cultivo Léwenstein Jensen y
BACTEC MGIT™. Los 74 cultivos positivos para bacilos acido alcohol resistentes (BAAR)
fueron identificados mediante la prueba inmunocromatografica TBID (BD) como
pertenecientes al Complejo M. tuberculosis y confirmados mediante las pruebas
comerciales: GeneXpert (Cepheid) y GenoType®MTBDR plus 2.0 (Hain).

6.3 Genotipificacion mediante spoligotyping

La genotipificacion se realiz6 a los 74 aislados clinicos obtenidos de pacientes indigenas
y no indigenas con tuberculosis activa del Municipio de Puerto Narifio-Amazonas en el afio
2016. Por Spoligotyping se pudo confirmar que el 100% de aislados correspondi6 a la
especie M. tuberculosis.

De los 74 aislados estudiados, 73/74 (98,6%). pertenecian al linaje 4 o Euro-Americano y
1/70 (1,4%) presentd un patrén huérfano.

Mediante algoritmo UPGMA se determiné que 73/74 (98,6 %) aislados clinicos formaron 4
clusters conformados por 2-36 aislados clinicos, y 1/74 (1.35%) fue un patrén Gnico que
correspondié al patrén huérfano. EI mayor cluster fue el conformado por aislados LAM 6

Sit 95, el cual agrupé el 50% (37/74) de los aislados obtenidos

En la figura 11 se observa una pelicula de hibridacién de los aislados clinicos analizados.
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Figura 11. Pelicula de revelado de spoligotyping # 1
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Los analisis de genoatipificacion por spoligotyping indicaron la presencia de 5 patrones
diferentes; 69/70 (98,57%) aislados tuvieron SIT asignado en la base de datos SpolDB4 y
1/70 (1,42%) presentd un patron huérfano (Patron no encontrado en la base de datos
SpolDB4 (Figura 12).

Figura 12. Distribucion de los genotipos encontrados por spoligotyping.

Distribucion de genotipos encontrados por spoligotyping

1%

= Sub-linaje LAM Familia LAM6
(SIT 95)

m Sub-inaje LAM Familia LAM9
(SIT 42)

= Sub-inaje T Familia T2 (SIT
1355)

m Sub-linaje T Familia T2 (SIT
392)

u Patrén Huérfano




53

En la figura 13 se observa el dendrograma que comprende los 74 aislados recuperados y
genotipificados por el método Spoligotyping, en el que se pueden observar claramente los
4 clusters mencionados, mas el patrén huérfano identificado. La tasa de agrupamiento fue
de 98,6 %, lo que indica alta transmision reciente. El mayor cluster fue el conformado por
37 (50%) aislados, pertenecientes al Sub-linaje LAM, Familia LAM 6, SIT95; seguido por
el cluster 4 conformado por 20 (27%) aislados, Sub-linaje T, Familia T2, SIT 392; el cluster
1, estuvo conformado por 14 (18.9%) aislados, Sub-linaje T, Familia T2 SIT 1355 vy el
cluster 3 con 2 (2.7%) aislados Sub-linaje LAM, Familia LAM9 SIT 42; un solo aislado

present6 un patron Unico que correspondié a un patron huérfano.

Analizando los 4 aislados obtenidos de pacientes no indigenas se pudo evidenciar que 2
pertenecian al Sub-linaje T Familia T2 (SIT392) y provenian de individuos que vivian en la
cabecera municipal de Puerto Narifio, este mismo genotipo fue compartido por 18 aislados
obtenidos de indigenas; uno correspondié al sub-linaje LAM, Familia LAM 6 SIT95,
compartido por 36 indigenas y uno correspondié con el genotipo sub-linaje T, Familia T2

SIT1355, compartido por 13 indigenas (Figura 13).
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Figura 13. Dendrograma formado por los SITs obtenidos mediante spoligotyping.
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BT 641 TICUNA SANFRANCISCO 77 05 LAND  SNSSSSNSSSESRSAN L NN WL
84264z TICUNA SAN FRANCISCO 795 LAME  EEEEEEE——— -
T3] 743 TICUNA AMACAYACU 7705 LAME S | " -
764] 764 TICUNA SANFRANCISCO 77 05 LAMB T —————
73 TICUNA FUERTONARID 77 42 LAND WENNNSNNNSSESENSNSEN ||| SENSESSS || | SENSENE
[ o2 oo 80000 77 42 LAMO e SRS e 3
T TAGUA FUERTO NARID 77 301 11 SSSSSSRSSESESEEREEN )1 EE LR
717 vacuA 20DEMLIO 77 3 T2 Y L ————
122]122 vaGUA WDEMLO #7302 T2 L R e ]
(28] 124 vacua 2DDELLIO 2 am T T T ———
0] 130 COCAMA  20DEJLIO 27 31 T Y ———
T3] 142 vacUA ATACUAR 270300 T] S—————— ) ——
(133143 cocama  ATAcuaR 77302 T2 SSE—————— T
T44] 144 COCAMA  ATACUARI 77307 T1 e e————————) -
176] 176 vacuA FUBRTO NARID 37 992 T1  eeeesssssssssms 00 T ———
[198] 104 vacua TcovA 77302 T2 SSE—————— - 4
[195] 195 vacuA TICOTA 77307 T2 e ——————) -
6|66 COCAMA  NARAN.ALES 77 300 T) eee—————————1L L
B 3 vacua PUERTONARID 77 30 T2 SSNSSSESSSSSSSSN 7T M
[B] ® cocams  PUERTONARID 22 302 T2 SNNSESEEEEEEEENN L
2] 372 YAGUA TIRISCA 77300 T ee—————————) T -
% |[3T] 47 NOINDIGENA PUERTO HARID 27 281 T2 11T
[Eme10 micuna SNFRANCISSO 22 32 T2 T ———
% |[B] B3 NOINDIGENA PUERTONARID 77 302 T2  ‘eewwmmmm s 1 s
[ E— [@] o vacus Tcova T W T EEEEEEEEEENEEWEWENE NN N W
[%8]

[#] @ mcuna TicovA 2 m T T ———
r—-m COCAMA BOYAHUAZU 27 ———— ———

———om

Los numeros 1-4 son los clusters formados por los aislados clinicos. Se indica el pueblo indigena y comunidad
que pertenece cada paciente. *Aislados de pacientes no indigenas.

El genotipo LAM6 SIT95 se encontrd presente en 15/17 (88.2%) comunidades en las que
se diagnosticaron casos de TB, con predominio en la comunidad de San Francisco 6/37
(16.2%), Puerto Narifio cabecera municipal 4/37 (10,8%) y 12 de octubre 4/37 (10,8%);
el genotipo T2 SIT392 se encontrd presente en 7/17 (41.2%) comunidades con predominio
en Puerto Narifio cabecera municipal 6/20 (30%); el genotipo T2 SIT1355, se registro en
8/17 (47%) comunidades, con predominio en 7 de agosto 3/14 (21.4%); el patron huérfano
se encontr6 en la comunidad de Boyahuazu, comunidad localizada en el extremo sur de

Colombia frontera con Peru (Tabla 3).
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Tabla 3. Genotipos de M. tuberculosis circulantes por comunidad

Comunidades  Cultivos LAM6 LAM T2 T2 Huérfano @ Total
TB SIT95 9SIT SIT1355  SIT392
42

San Martin de 1 1 1
Amacayacu
Valencia
Puerto
Esperanza
20 de Julio
Patrulleros *
Naranjales *
7 de Agosto
Boyahuazu
Atacuari
Puerto Narifio*
Ticoya *
San Francisco
San Juan del
Soco
12 de Octubre
Puerto Rico
Santa Teresita
Tipisca 1 1
Total 37 2 14 20 1

* Corresponden a comunidades en las que no se pudieron recuperar uno o méas aislados de M. tuberculosis
(n=6)
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Se construyd un arbol de expansion minima (MST, Minimum Spanning Tree) que
comprendi6 todos los aislados. Cada linea indica un posible evento de transmision entre
los grupos o nodos conectados, basado en la cantidad de mutaciones en las regiones
analizadas, en caso del spoligotyping 43 regiones. Se utiliz6 como parametro un Unico
cambio maximo en el alelo (espaciador) dentro de un complejo clonal. Se evidenciaron 2
complejos clonales formados por los SITs 95 y 1355; y por 392 y el aislado con patrén
huérfano. El SIT 42 no forma parte de los complejos clonales pues posee dos cambios

alélicos con relacion al complejo 1.
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Figura 14. Arbol de expansion minima por creado a partir del Spoligotyping

Complex 1

Complex 2

Complejos clonales formados por la variacién minima de alelos. Se indica los cambios alélicos en las lineas de
conexién con cada nodo. El tamafio del nodo indica la cantidad de aislados clinicos presentes. Los nimeros
indican el SIT. El aislado con patrén huérfano se encuentra en el nodo sin nimero.

El poder de discriminacion de la genotipificacion por spoligotyping fue calculado mediante
el indice de discriminacion de Hunter-Gaston (HGDI), de acuerdo a la siguiente férmula:

S
1

Donde:
N: NUumero total de aislado clinicos estudiados
S: NUmero de clusters generados

n;: Namero de aislados clinicos por cluster

De acuerdo al célculo realizado el indice de discriminacién HGDI por Spoligotyping es de
0,636

6.4 Genotipificacion por MIRU-VNTR de 24 loci

La genoatipificacion se realiz6 a todos los 74 aislados clinicos obtenidos, junto con la cepa
de referencia H37Rv como control en cada amplificacién y cada electroforesis efectuada.
Los tamafios de amplicon para cada locus analizado fue comparado con la tabla de
correspondencia alélica (Anexo 3) para determinar el nimero de repeticiones en tandem

presente en cada uno de los 24 loci.

En las figuras 15-30 se observan geles de electroforesis y en el anexo 7 se indica el nimero

de repeticiones de cada aislado clinico en los 24 loci analizado. Se puede observar en las
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figuras 28, 29 y 30 la deteccion de una infeccion policlonal en 2 pacientes puesto que
presentan dos bandas en 3 diferentes loci (MIRUs 26, 43 y 49). La infeccion policlonal fue
confirmada por una nueva extraccion de ADN y nueva tipificacion de los loci mencionados.

Ambos pacientes pertenecen a la misma comunidad.

Figura 15. Locus MIRU 4

12 3 45 6 7 89 10 1112 13 14 1516 17 18 19 20 21

2000 pb —

400 pb —
300pb —

100pb —

Gel de electroforesis del locus 4 coloreado con SYBR safe. Carriles 1y 21: marcador de peso molecular (1000
pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (406 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 20: aislados clinicos.

Figura 16. Loci MIRU 47 y MIRU 2

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1819

Gel de electroforesis loci 47 y 2, coloreado con SYBR safe. Carriles 1 y 19: marcador de peso molecular (1000
pb Invitrogen); MIRU 47. Carril 2: cepa control H37Rv (363 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 9: aislados
clinicos; MIRU 2. Carril 10: cepa control H37Rv (508 pb); carril 11: control negativo; carriles 12 — 18: aislados
clinicos.
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Figura 17. Locus MIRU 10

1 2 34 56 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 1718 19 20 21 22 2324 25 26 27 28 2930 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

2000 pb —

650 pb — —650 pb
500 pb —

— 400 pb
200 pb —

— 100 pb

Gel de electroforesis del locus 10 coloreado con SYBR safe. Carriles 1 y 40: marcador de peso molecular (1000
pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (643 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 39: aislados clinicos.

Figura 18. Locus MIRU 20

2000 pb —

650 pb —

500 pb —

200 pb —

Gel de electroforesis del locus 20 coloreado con SYBR safe. Carriles 1y 21: marcador de peso molecular (1000
pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (591 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 20: aislados clinicos.
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Figura 19. Locus MIRU 24

123 456 78 910111213 141516 17 1819 20 21 22 23 2425

850 pb

500 pb

200 pb

Gel de electroforesis del locus 24 coloreado con SYBR safe. Carriles 1, 21 y 40: marcador de peso molecular
(1000 pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (447 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 39: aislados
clinicos.

Figura 20. Locus MIRU 39

12 3 45 6 78 9 10 11 12 1314 15 16 17 1819 20 21

2000 pb —
—1000pb

650 pb —
— 650 pb

500 pb —
— 300 pb

200 pb —

Gel de electroforesis del locus 39 coloreado con SYBR safe. Carriles 1y 21: marcador de peso molecular (1000
pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (646 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 20: aislados clinicos.
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Figura 21. Locus MIRU 40

1000 pb

500 pb — 500 pb
400 pb —

100 pb —

Gel de electroforesis del locus 40 coloreado con SYBR safe. Carriles 1, 19 y 35: marcador de peso molecular
(1000 pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (408 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 34: aislados
clinicos.

Figura 22. Locus MIRU 42

123 456 7 8 910111213 14 15 16 17 1819 20 21 22 2324 25 26 27 28 29 30 3132 33 34 35 36 37 38 39 40

2000pb —

650 pb — R ———

500pb —

100 pb —

Gel de electroforesis del locus 42 coloreado con SYBR safe. Carriles 1, 21 y 40: marcador de peso molecular
(1000 pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (639 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 39: aislados
clinicos.
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Figura 23. Locus MIRU 47

2 3 4 56 7 8 910 1112 131415 16 17 18 19 20

—

Gel de electroforesis del locus 47 coloreado con SYBR safe. Carriles 1y 20: marcador de peso molecular (1000
pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (363 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 19: aislados clinicos.

Figura 24. Locus MIRU 48

123 4 567 8 910 11 12 1314 15 16 17 18 19 20

-

2000 pb —

500 pb —
400 pb —

100 pb —

Gel de electroforesis del locus 48 coloreado con SYBR safe. Carriles 1 y 20: marcador de peso molecular (1000
pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (518 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 19: aislados clinicos.
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Figura 25. Locus MIRU 52

12 3 4 567 8 910 1112131415 16 17 18 19 20

— 2000 pb

«~ 1000 pb

650 pb —
500 pb —

400 pb — «~ 400 pb

200 pb —

Gel de electroforesis del locus 52 coloreado con SYBR safe. Carriles 1y 20: marcador de peso molecular (1000
pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (562 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 19: aislados clinicos.

Figura 26. Locus MIRU QUB-11b
1 23 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

2000 pb —

400 pb —

200 pb —

100 pb —

Gel de electroforesis del locus QUB-11b coloreado con SYBR safe. Carriles 1y 20: marcador de peso molecular
(1000 pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (412 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 19: aislados
clinicos.
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Figura 27. Locus MIRU QUB-26

123 4 567 89 101112131415 1617 181920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Gel de electroforesis del locus QUB-26 coloreado con SYBR safe. Carriles 1, 21 y 40: marcador de peso
molecular (1000 pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (708 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 39:
aislados clinicos.

Figura 28. Locus MIRU 26

123 4567 8 91011121314 1516 17 1819 20 21 22 2324 25 26 27 28 29 30 3132 33 34 35 36 37 38 39 40

2000 pb

650 pb -
500 pb —
400 pb -

Gel de electroforesis del locus 26 coloreado con SYBR safe. Carriles 1, 21 y 40: marcador de peso molecular
(1000 pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (438 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 39: aislados
clinicos. Se observa infeccion policlonal en carriles 22 y 23, dos bandas en cada carril de 540 pb y 591 pb
correspondiente a 5 y 6 repeticiones, respectivamente.
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Figura 29. Locus MIRU 43
12 3 45 67 8 9 10111213 14151617 1819 20 21 22 2324 25 26 27 28 29 30 31 32 3334 35 36 37 38 39 40

-

v

Gel de electroforesis del locus 43 coloreado con SYBR safe. Carriles 1, 21 y 40: marcador de peso molecular
(1000 pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (382 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 39: aislados
clinicos. Se observa infeccion policlonal en carriles 5 y 6, dos bandas en cada carril de 382 pb y 440 pb
correspondiente a 4 y 5 repeticiones, respectivamente.

Figura 30. Locus MIRU 49

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

2000 pb —

500 pb —
400 pb —

100 pb —

Gel de electroforesis del locus 49 coloreado con SYBR safe. Carriles 1y 17: marcador de peso molecular (1000
pb Invitrogen); carril 2: cepa control H37Rv (488 pb); carril 3: control negativo; carriles 4 — 16: aislados clinicos.
Se observa infeccion policlonal en carriles 4 y 5, dos bandas en cada carril de 434 pb y 488 pb correspondiente
a 2 y 3 repeticiones, respectivamente.

La generacion del dendrograma por algoritmo UPGMA permitié determinar el nUmero de
aislados clinicos agrupados en clusters y con patrén Gnico. Se obtuvieron 14 genotipos
diferentes clasificados de la siguiente manera: 8/74 (10,8%) aislados con patrén Gnico y

66/74 (89,2%) aislados formaron 6 clusters conformados por 2 a 28 aislados; 2 pacientes



65

de la misma comunidad tuvieron una infeccion policlonal y formaron dos clusters exclusivos
(ay b). El mayor cluster (C2) estuvo conformado por 28/74 aislados (37.8%). La figura 31

muestra el dendrograma generado en la aplicacién web MIRUVNTRplus.

Figura 31. Dendrograma formado por los patrones MIRUs obtenidos.

UPGH - Tree, M IRU-YNTR(24]: Categorital

[[08] 105 Ticuna Ticova 670851 1355 T2 13422434222412616332271212
[E8] 159 vacua ATACUARD BOBS 135T2 1 342283422241261533227212
[EE0] 160 cocama  ATACUARI G085 138572 1 342283422241281633227272
[381] 151 cocama 7TDEAGOSTO 670851 1355 T2 134224342224126163232271212 1
[352] 252 vacua BOYAHUAZU BOBS 1356 T2 1 342183412241261533227212
* 326 NOINDIGENA TICOVA B0B5 135 T2 1 342208342224126153322722
48] 344 TICUNA PUERTO ESPERANZA 670851 1366 T2 1342243422241 26163323273232
72172 vAcUA 70EAGOSTO 60878 135572 1 342131834122412615323227212
1] 381 TICUNA TIFISA W1 iB6TZ 1342283422241 281333227212
%-Tﬂm TICUNA FUERTONARID B82S0 1385 T2 1 1 4 22 4 3422241261 63322722
(01 1 vacua FUERTONARID 261 382 T2 134224342224 12816332232712
23] 122 YAGUA OELLIO B61 M T2 1342283412241 261633223212
28] 124 vAGUA NOELLIO B3 T2 1342283422241 261633223212
(0] 120 cocawa  MDEMLIO 12 T2 1342243422241 2681633223212
T4Z] 142 vAoUA ATACUARI P13 T2 1342243412241 281633223212
(193] 1z cocama  ATACUARI B W T2 1342283422241 261633223212
T 144 COCAMA  ATACUARI 132 0T2 1342243422241 261633223212
70170 COCAMA  TDEAGOSTO #5195 LAME 13423183 43122412681633223212
[176] 176 vacua PUERTO NARIDD 261 w2 T2 13422434222412616332231212
193] 193 YAGUA Ticova P41 95 LAME 134 2243422241261633223212
(19¢] 19 vacus Ticova R0 9 T2 1342243422241261633223212
[195] 195 vacua Ticova 81 W T2 13422434222412616232231212
200 200 TICUNA FUERTONARID 261 1386 T2 13 4 2243422241261633223272
03] 2 TICUNA FUERTONARD 261 95 LAME 13 4 2243422241261 63322322 2
208|719 COCAMA  BOYAHUAZU 251 13422834122412816332232712
[258] 59 Ticuna BOTAHUAZU 261 95 LAME 1 34222423422241261623223212
COCAMA  NARANALES 41 M T2 1342283422241268163322322
COCAMA  NARANALES P51 95 LAME 1342283431224 12681633223212
COCAMA  VALENGIA P51 95 LAMG 1342224342224 1261633223212
YAGUA FUERTONARID %81 32 T2 13 8 2243422241261 6332232712
YAGUA TIFISA B W TZ 1342283422241 26163322322
TICUNA FUERTO RICO P51 95 LAMG 134222342224126163322321
TICUNA FUERTO RICO 261 95 LAMG 13 42243432241261633223272
TICUNA scco B 05 LAME 134 224342224126163322322
TICUNA FUERTONARID 261 95 LAMG 13 42243422241261633223272
TICUNA GNFRANGISCO P61 32 T2 134224342224 12616332232712
TICUNA SNFRANCISCO RS 95 LAMB 13 4224834222412616332237272
YAGUA TicovA P91 32 T2 1342243422241 26163322322
YAGUA NOELIO @1 2 T2 1142283422241 261633223212
NOINDIGENA PUERTONARI® 751 392 T2 114224 3422241261633223212 3
NOINDIGENA FUERTOMARI® 241 382 T2 11 4 224 3422241261633223212
TICUNA TicovA W1 32 T2 1142243422241 261633223212
YAGUA ATACUARI R61 95 LAME 1362218341224 12681632322321
cocaus _ atacusm 29 o5 Lwe 13522835422241251833322322| @
TAGUA ATACUAR 137895 LAMG 13 4 22834 222412615632223212 b
COCAMA  ATACUARI 1967895 LAMB 13 4 2143432241281 5323223212
TICONA TOEAGOSTO 134651 1955 12 1 342283422241 2615233223212
NOINDIGENA PUERTONARID 1366105 LAMG 1 3 4 224 342224 126153322322
YAGUA BOYAHUAZU 1966195 LAME 13422 8342224126186533223212
TicUNA FUERTONARID  13M6-51 05 LAMG 13 4224342224126153232232712
YAGUA BOYAHUAZU 19466195 LAME 134 2283422241261533223212
YAGUA BOYAHUAZU 19MEE1 05 LAME 134 2283422241281 633223212
COCAMA  NARANALES 1966195 LAME 1342283421224 12615332232712
TICUNA HARAN BLES 19466195 LAMG 134 23183412241261533223212
COCAMA  PUERTOMARID 13861302 T2 13 4 228 342224126153322322
TicuNA FUERTOESPERANZA 13M6-61 95 LAMG 13 4 224 342224126163322322
TIcUNA 12DEOCTUBRE 13165195 LWMG 13 4224342224128 15332232712
— TICUNA 12DEOCTUBRE  13M5-51 95 LAWE 13 4 2243422241261 533223212
TICUNA 12DECCTUBRE  13M651 %5 Lwe 134 224342224126183322322]| £
TICUNA FUERTO RICO 13MEE1 95 LAME 13 422834222412615633223272
. COCAMA  1IDEOCTUBFE 1365195 LAMG 13 42243422 2412615332232¢2
TICUNA SANTATERESTA  13M5-51 85 LAMG 13 4 224 342224126163322322
TICUNA soce0 1MEE1 85 LAMGE 103 4 2243422241261 533223212
TICUNA GNFRANGISCO 134651 1385 T2 13 42243422241261533223212
TicuNA SANFRANCISCO  13M551 95 LAMG 13 4224 34222412615332237272
TICUNA SANFRANCISCO  13346:51 85 LAMG 13 4 224 34222412618633223272
(B8] o0+ TicUNA SANFRANCISCO  13MB-51 1385 T2 13 4 22434222412618633223212
(B3] 641 TicUNA SANFRANCISCO  13M6-51 095 LAME 1 3 4 2243 422241261533223212
[ 542 TicuNA GANFRANCISCO  13M5:51 05 LAMG 1 3 4 224 3422241261633223272
(73] 43 micuna AMACATACU 1MG5195 LAME 13 4 2283422241261 633223212
[788] 764 Ticuna SUNFRENCISCO  13M5-5105 LAME 1.3 47243 42224126185333223272
T3] 36 TICUNA FUERTOESPERANZA 261 95 LAMG 13 4 204 342224126153322322
et [monom TIFSA 61 95 LAME 13 42083422241268163322322
02| 2 TICUNA VALENCIA B51 95 LAMB 1342128331224 1281633226212
{,7> TIcuNA Celeey) 50051 42 LAMS 13 420433222412615332261212
] 13 TicUNA PUERTONARID 281 42 LAW9 11 4 204332224126133322622

Los nimeros 1-4 y letras a 'y b son los clusters formados por los aislados clinicos. Clusters a 'y b formados por
pacientes con infeccion policlonal. Se indica el pueblo indigena y comunidad a los que pertenece cada paciente.
*Aislados de pacientes no indigenas.

La generacién de un arbol de expansion minima indicé un solo complejo clonal, basado en
las mutaciones presentes en los 24 loci analizados. Se utiliz6 como pardmetro un Gnico

cambio méximo en el alelo (nUmero de repeticion en tandem) dentro de un complejo clonal.
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Las lineas que unen los nodos del complejo clonal indican un posible evento de transmision

entre los nodos conectados.

Figura 32. Arbol de expansion minima basado en MIRU-VNTR

Complejo clonal formado por la variacion minima de alelos. Se indica los cambios alélicos en las lineas que
conectan cada nodo. El tamafio del nodo indica la cantidad relativa de aislados clinicos que lo conforman. Los
nameros indican la identificacion del aislado cuando el nodo lo conforma un solo aislado.

Adicionalmente se determiné la frecuencia alélica de los 24 loci MIRUs. En la tabla 4 se
muestran el porcentaje de frecuencia de cada loci. Se puede observar que 17/24 loci (71%)
no fueron polimérficos puesto que presentan un solo alelo. 2/24 loci (8%) fueron los mas
polimérficos: MIRUs 26 y QUB-26 con tres alelos diferentes y 5/24 loci (21%) presentaron
2 alelos diferentes: MIRUs 42, 43, 40, 1955 y 49.
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Tabla 4. Porcentaje de frecuencia alélica de los 24 loci analizados

Porcentaje de frecuencia por numero de copias

MIRU-VNTR O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 N° total

de alelos
2 100% 1
42 6% 94% 2
43 97% | 3% 2
4 100% 1
40 6% 94% 2
10 100% 1
16 100% 1
1955 4% | 96% 2
20 100% 1
QUB-11b 100% 1
ETRA 100% 1
46 100% 1
47 100% 1
48 100% 1
23 100% 1
24 100% 1
26 3% 50% @ 47% 3
27 100% 1
49 4% | 96% 2
31 100% 1
52 100% 1
QUB-26 83% 4% | 13% 3
53 100% 1
39 100% 1

El poder de discriminacion de la genotipificacion por MIRU-VNTR 24 loci, asi como de cada
locus analizado por MIRU-VNTR, fue calculado, al igual que spoligotyping, mediante el

indice de discriminacion de Hunter-Gaston (HGDI), de acuerdo a la siguiente formula:
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S
1
D = 1—m;nj(nj—1)

Donde:
N: NUumero total de aislado clinicos estudiados
S: Numero de clusters generados

n;: Numero de aislados clinicos por cluster

El indice de discriminacion HGDI por la genotipificacion por MIRU-VNTR 24 loci es de
0,727. La tabla 5 muestra el poder de discriminacion de cada loci. Se observa que 17 loci
(70,8%) tuvieron poder de discriminaciéon nulo (HGDI=0), y los loci MIRU mas
discriminatorios fueron MIRU 26 y QUB-26 con un indice de discriminacién HGDI de 0,534
y 0,292, respectivamente.

Tabla 5. Diversidad alélica por HGDI de los 24 loci MIRU-VNTR analizados.
MIRU-VNTR HGDI

2 0
42 0,107
43 0,055
4 0
40 0,107
10 0
16 0
1955 0,081
20 0
QUB-11b 0
ETRA 0

46 0
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47 0
48 0
23 0
24 0
26 0,534
27 0
49 0,081
31 0
52 0
QUB-26 0,292
53 0
39 0

6.5 Genotipificacion por spoligotyping y MIRU-VNTR 24
loci.

La combinacién de los resultados de las dos metodologias empleadas permitié tener un
mayor poder discriminatorio entre los clusters formados por los métodos genotipicos
individuales. Mediante algoritmo UPGMA se determiné la presencia de 19 genotipos
diferentes, se formaron 8 clusters que agruparon 63/74 (85,1%) aislados y 11/74 (14,9%)
aislados presentaron un patrén Unico. 2 pacientes que presentaron infeccion policlonal

formaron dos clusters exclusivos (a y b).

En la figura 33 se observa el dendrograma generado y la formacion de los clusters
mencionados. Comparativamente, el cluster 1 formado mediante spoligotyping por el SIT
1355 (T2) con 14 aislados clinicos se dividié en 2 clusters con 7 (1 paciente no indigena)
y 3 aislados, respectivamente, y 4 aislados se clasificaron como patrones unicos; el cluster

2 formado por el SIT 95 (LAM6) conformado por 37 aislados (1 paciente no indigena) se
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dividié en 4 clusters, 2 de los clusters correspondieron a los pacientes con infeccion
policlonal, y 3 patrones huérfanos; el clister 3 formado por 2 aislados clinicos
correspondientes al SIT 42 (LAM9) fueron separados como patrones Unicos; y el clister 4
formado por el SIT 392 (T2) con 20 aislados fue dividido en 2 clusters con 15 y 4 aislados
clinicos (2 pacientes no indigenas), respectivamente, y 1 aislados clinico fue separado

como patrén anico.

En resumen los clusters formados fueron los siguientes: clister 1 con 7 aislados, uno
proveniente de un paciente no indigena; cluster 2 formado por 3 aislados; cluster 3
compuesto por 21 aislados, uno de los cuales era de un individuo no indigena; cluster 4
formado por 11 aislados; cluster 5 formado por 15 aislados clinicos; cluster 6 formado por
4 aislados, 2 de ellos pertenecen a pacientes no indigenas; clister a formado por 2
aislados; cluster b compuesto por 2 aislados; y por ultimo se detectaron 11 patrones Unicos.
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Figura 33. Dendrograma formado por la combinacién de las metodologias spoligotyping y
MIRU-VNTR de 24 loci.
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Los numeros 1-6 y las letras a y b son los clusters formados por los aislados. Clusters a y b formados por
pacientes con infeccion policlonal. Se indica el pueblo indigena y comunidad a la que pertenece cada paciente.
*Aislados de pacientes no indigenas.

El poder de discriminacion de la combinacién de los métodos genotipicos MIRU-VNTR 24
loci y Spoligotyping se calculd utilizando la formula de HGDI

s
1
DI=1-1o— >y — 1
HG NN =1) ¢ 1n](nj )
J=

Donde:
N: NUumero total de aislado clinicos estudiados
S: Numero de clusters generados

n;: Namero de aislados clinicos por cluster
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El indice de discriminacion HGDI por la combinacién de los métodos genotipicos MIRU-
VNTR 24 loci y Spoligotyping es de 0,840

En la siguiente tabla se puede apreciar la comparacion del indice de discriminacion de las
metodologias empleadas, tanto separadas como combinadas. Se puede observar que el
indice de discriminacion aumenta cuando se combinan las dos metodologias de

genotipificacion.

Tabla 6. Comparacion del poder discriminatorio de cada método genotipico utilizado.

Método de Clusters Aislados clinicos Patrones HGDI
genotipificacion =~ formados agrupados anicos
Spoligotyping 4 73 1 0,636
MIRU-VNTR 6 66 8 0,727
MIRU-VNTR y 8 63 11 0,840

Spoligotyping

6.6 Interpretacion de resultados de genotipificacion

A partir de los datos demogréficos obtenidos de los formatos de consultas médicas se

analizaron cada uno de los clusters formados por la combinacion MIRU-VNTR vy
spoligotyping.

Cluster 1

Formado por 7 aislados clinicos: Sub-linaje T, familia T2, SIT 1355 y MIT 201.

Dos pacientes residen en Atacuari, sin relacion especifica; dos pacientes residen en Ticoya
y conviven en el mismo hogar (madre-hija), uno de ellos no indigena; los 3 pacientes
restantes residen en las comunidades de 7 de Agosto, Boyahuazu y Puerto Esperanza.
Cluster 2

Formado por 3 aislados clinicos: Sub-linaje T, familia T2, SIT 1355y MIT 201.

Dos pacientes pertenecen a la misma comunidad, San Francisco, sin relacion especifica.

El tercer paciente pertenece a la comunidad 7 de Agosto.
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Claster 3

Formado por 21 aislados clinicos: Sub-linaje LAM, familia LAM6, SIT 95y MIT 201.

5 pacientes pertenecen a la comunidad San Francisco, 3 de los cuales son hermanos que
conviven en el mismo hogar; 12 de Octubre con 4 pacientes; Boyahuazu 3 pacientes;
Naranjales 2 pacientes; cabecera municipal Puerto Narifio 2 pacientes, uno de ellos no
indigena. Los 5 ultimos pacientes residian en diferentes comunidades: San Martin de
Amacayacu, Puerto Esperanza, Puerto Rico, Santa Teresita y San Juan de Soco.

Cluster 4

Formado por 11 aislados clinicos: Sub-linaje LAM, familia LAM6, SIT 95y MIT 328.

Dos pacientes residian en Puerto Narifio cabecera municipal y otros dos en Puerto Rico.
Los 7 pacientes restantes viven en diferentes comunidades: 7 de Agosto, Boyahuazu,
Naranjales, San Francisco, San Juan del Soco, Ticoya y Valencia.

Cluster 5

Formado por 15 aislados clinicos: Sub-linaje T, familia T2, SIT 392 y MIT 328.

3 pacientes residen en la cabecera municipal Puerto Narifio, 2 de los cuales tienen relacion
directa (padre e hija que viven en la misma casa). En el resguardo indigena Ticoya se
encontraron tres pacientes que conviven en el mismo hogar. En las comunidades 20 de
Julio y Atacuari residen 3 pacientes sin relacion especifica, respectivamente. Finalmente 3
pacientes restantes residen en las comunidades Naranjales, San Francisco y Tipisca.
Claster 6

Formado por 4 aislados clinicos: Sub-linaje T, familia T2, SIT 392 y MIT 328.

Dos corresponden a dos individuos no indigenas de cabecera municipal de Puerto Narifio
sin relacion especifica y los otros 2 pacientes residen en las comunidades 20 de Julio y
Ticoya.

Cluster a

Formado por 2 aislados clinicos: Sub-linaje LAM, familia LAM6, SIT 95y MIT 201

Los dos pacientes presentan infeccion policlonal, y forman 2 clusters exclusivos junto con
cluster b. Sin una relacion especifica, los pacientes residen en la comunidad Atacuari.
Cluster b

Formado por 2 aislados clinicos: Sub-linaje LAM, familia LAM6, SIT 95y MIT 328

Los dos pacientes presentan infeccion policlonal, y forman 2 clusters exclusivos junto con

cluster b. Sin una relacion especifica, los pacientes residen en la comunidad Atacuari.
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En la tabla 7 se observa un resumen de la distribucion de los aislados clinicos en las

diferentes comunidades indigenas.

Tabla 7. Distribucién de los aislados clinicos por clusters en las comunidades indigenas

Comunidades @ C1

Puerto Narifio

Ticoya 1(1)
Atacuari 2
Boyahuazu 1

7 de Agosto 1
Puerto 1
Esperanza

Tipisca

20 de Julio

12 de Octubre
Naranjales
Puerto Rico
Sta. Teresita

San Juan del
Soco

San Francisco
Valencia

San Martin de
Amacayacu

Total 7

Cc2

3

C3 C4 C5 Co

11) 2 3
1 3 1
3
3 1
1
1
1
3 1
4
2 1 1
1 2
1
1 1
5 1 1
1
1

21 11 15 4

)

Ca

2*

1+

Cb

2*

1+

Patron | Huér-
Gnico fano

4

10 1

Total

13
7
7+

w ke w b~ W w

©
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En paréntesis () se indica numero de pacientes no indigenas; * infeccion policlonal: + Infeccion policlonal, se

toma como un solo paciente.

Por otro lado, de los 23 asentamientos indigenas intervenidos (22 comunidades y

cabecera municipal) 16/23 (69,6%) asentamientos tuvieron al menos un caso de

tuberculosis (Santa Teresita y San Martin de Amacayacu) y un maximo de 13 casos

(Puerto Narifio), tres de los cuales pertenecen a pacientes no indigenas. La cabecera

municipal Puerto Narifio fue la zona geografica que presenté mayor diversidad genética,

de acuerdo a los métodos empleados, con 8/19 (42,1%) genotipos diferentes y con la
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mayor cantidad de patrones unicos, 4/10 (40%); mientras que la comunidad de Boyahuazu
fue la Gnica que se encontrd un patrén huérfano. En la figura 34 se observa la distribucion

de los clusters en cada comunidad que presentd casos de tuberculosis durante el estudio.

Figura 34. Distribucion de Clusters por Comunidad.
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De acuerdo a la figura 34, se puede destacar que en la comunidad 12 de Octubre se
present6 un solo genotipo en sus cuatro pacientes, en la comunidad San Francisco 5/9
(55,5%) pacientes comparten un mismo genotipo; y en las comunidades de Valencia, San
Juan del Socco, Puerto Esperanza y 7 de Agosto cada paciente con TB tienen un genotipo
diferente, lo que sugiere reactivacion de una infeccion pasada, mientras que en las
comunidades que presentaron la circulacion de un idéntico genotipo de M. tuberculosis

indican que la transmision de la TB probablemente fue reciente.

En el anexo 8 se puede observar la georreferenciacion de los clusters formados en las
comunidades indigenas que presentaron casos de tuberculosis. En las comunidades
limitrofes con Perd no fueron posibles obtener las imagenes satelitales, por lo que se

representan esqueméticamente.

La base de datos SpolDB4, que se encuentra disponible en linea en la aplicacién SITVIT
WEB (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/tools.jsp), contiene un total
de 1939 SITs representativos de 39.295 aislados clinicos originarios de 122 paises y

permitié analizar los SITs encontrados en el presente estudio:
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El SIT 1355 (T2) que representd el 18,57% de los aislados clinicos recuperados en este
estudio fue reportado previamente en Italia (n=10), Estados Unidos (n=6), Argentina (n=1)

y Pera (n=1).

El SIT 392 (T2) que represento el 25,71% de los aislados de estudio, se habia reportado
Gnicamente en Brasil (n=4) y Argentina (n=1).

El SIT 95 (LAM6) que represent6 el 51,43% de los aislados clinicos obtenidos, habia sido
descrito en Sudamérica, principalmente en Brasil (n=15), ademéas en Paraguay (n=2) y
Guayana Francesa (n=3). Otros paises que reportaron fueron Estados Unidos (n=8), Reino
Unido (n=1) y Sudafrica (n=1).

Finalmente el SIT 42 (LAM9) que represento el 2,85% de los aislados clinicos obtenidos,
es uno de los SITs mas reportados a nivel global en la base SpolDB4 (http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/tools.jsp). A nivel mundial se reportaron 1955 cepas
con este genotipo, 390 (19,9%) de las cepas reportadas fueron aisladas en Estados
Unidos, seguido por Brasil con 234 (12%) cepas reportadas. En Sudamérica, los paises
gue reportaron el genotipo fueron Venezuela, Argentina, Paraguay y Pera reportaron 95,
63, 40y 7 cepas, respectivamente. En Colombia, Cerezo y colaboradores (Cerezo, y otros,
2012), Puerto y colaboradores (Puerto, y otros, 2015) y Realpe y colaboradores (Realpe,
y otros, 2014) reportaron SIT 42 en 42/152 (27,6%); 183/741 (24,7%) y 124/414 (29,9%)
aislados clinicos, respectivamente, aunque estos no se ven reflejados en la base de datos
SpolDB4.

6.7 Evaluacion de la susceptibilidad por métodos
fenotipicos y genotipicos.
Por las metodologias fenotipicas aplicadas, se determiné que 73/74 (98.6%) aislados
clinicos fueron susceptibles a rifampicina e isoniazida, mientras que un aislado clinico
(1,4%) fue resistente a ambos medicamentos. Mediante la metodologia genotipica
GenoType® MTBDRplus versién 2.0, todos los aislados estudiados correspondieron al
Complejo M. tuberculosis, 73/74 (98.6%) aislados clinicos no presentaron ninguna

mutacion en los genes evaluados (rpoB, katG e inhA) sugiriendo susceptibilidad a
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rifampicina e isoniazida, y un solo aislado clinico (1,35%) presenté mutaciones en los
genes rpoB y katG, el gen rpoB mostré una mutacion en el codén 531 (Ser531Leu) y el
gen katG presenté una mutacion en el codén 315 (Ser315Thrl), sugiriendo resistencia a
los farmacos rifampicina e isoniazida, respectivamente. Por GeneXpert MTB/RIF® se
determiné igualmente que todos los aislados estudiados correspondieron al Complejo M.
tuberculosis, 73/74 (98.6%) aislados clinicos no presentan ninguna mutacion en la region
core del gen rpoB y son susceptibles a rifampicina, mientras que 1/70 (1,4%) aislado clinico
presenté mutacién en la regién core del gen rpoB, indicando resistencia a rifampicina. La
figura 35 muestra las tiras de nitrocelulosa del kit GenoType® MTBDRplus utilizadas y la
tabla 8 muestra los resultados de las pruebas de susceptibilidad tanto por métodos
fenotipicos como genotipicos.

Figura 35. Tiras de nitrocelulosa de GenoType® MTBDRplus
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GenoType® MTBDRplus. Nimeros 1 — 6 muestras clinicas. Se destaca la presencia de las mutaciones que
confieren resistencia a rifampicina e isoniazida



Tabla 8. Resultados de las pruebas de susceptibilidad realizadas.

Método Pan- Monoresistente Monoresistente
susceptible (Rifampicina) (Isoniazida)
Proporciones 73 0 0
multiples

BACTEC™ 73 0 0
MGIT™ SIRE

GenoType® 73 0 0

MTBDRplus 2.0
Xpert 73 1* N.A.
MTB/RIF®

Multi-drogo-
resistente

1

N.A.

78

Total

74

74

74

74

El mismo paciente mostrd resistencia a rifampicina e isoniazida. * El ensayo Xpert MTB/RIF® no detecta

resistencia a isoniazida. N.A.: No Aplica.
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7 Discusion

El presente estudio permiti6 demostrar la situacién de la tuberculosis en poblacién
indigena, del municipio de Puerto Narifio (Amazonas). Se diagnosticaron en total 80 casos
de tuberculosis (74 casos nuevos y 6 recaidas) para una prevalencia de 1.267
€aso0s/100.000 habitantes. Teniendo en cuenta sOlamente la poblacién indigena, la
prevalencia fue de 1.302 casos/100.000 habitantes (70 casos nuevos y 6 recaidas), esto
es 48 veces mas que la encontrada en poblacién general en Colombia en el afio 2015.
Aunque existen pocos estudios que determinan prevalencia en poblacion indigena, se ha
encontrado que el pueblo Yanomami (Brasil), tiene una prevalencia de 6.400
cas0s/100.000 habitantes, 94,1 veces mayor que la encontrada en poblacién general del
estado de Amazonas (Sousa, y otros, 1997). Otro estudio realizado en el afio 2.001, en la
comunidad indigena Chine (Cotopaxi-Ecuador), encontr6 una prevalencia de 6.700
caso0s/100.000 habitantes (Romero-Sandoval, Flores-Carrera, Sanchez-Pérez, Sanchez-
Pérez, & Mateo, 2007).

En poblacion privada de la libertad, otro grupo vulnerable, se han encontrado prevalencias
también superiores con relacion a la poblacion general. Por ejemplo en el Establecimiento
Penitenciario y Carcelario “La Esperanza”, Municipio de Guaduas (Cundinamarca) se
determind la prevalencia de TB activa en 1.026,6 casos/100.000 habitantes en el afio 2015
(Guerra, 2016), y un estudio realizado en una prision en Rio de Janeiro, Brasil, en el afio
2002, encontré una prevalencia de 4.562 casos/100.000 habitantes (Sanchez, y otros,
2005).

La incidencia en el periodo de estudio (marzo — noviembre 2016) fue de 1.199,2
€aso0s/100.000 habitantes, y al compararla con los estudios realizados en otras
poblaciones indigenas se encuentra, de la misma manera, incidencias superiores a la
poblacién general. Por ejemplo en el pueblo indigena Warao, que habita en el delta del rio
Orinoco-Venezuela, se determiné una incidencia de 468 casos/100.000 habitantes (Maes,
Kremer, van Soolingen, Takiff, & de Waard, 2008); e incluso llegando a incidencias de
2.500 caso0s/100.000 habitantes entre el pueblo indigena Surui, en Brasil (Coimbra Jr &
Basta, 2007). Esta situacion no solo se da en Latinoamérica sino en la gran mayoria de
comunidades indigenas a nivel global. Como ejemplo de lo mencionado en Canada el

pueblo Inuit tuvo una incidencia de 155,8 casos/100.000 habitantes, casi 150 veces mas
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gue la poblacién general, de la misma manera el pueblo Inuit en Groenlandia la incidencia
tuvo su pico mas alto en 2001 con 185 caso0s/100.000 habitantes y finalmente el grupo
étnico E-Lun Chun en China tuvo una incidencia de 6500 casos/100.000 habitantes para
el afo 1985 (Tollefson, y otros, 2013). Esta alta carga de tuberculosis indica fallas en la
deteccién de casos en esta poblacidon vulnerable debido al escaso acceso de estas
comunidades a los servicios de salud estatales y la necesidad de mejorar los programas
nacionales de tuberculosis entre la poblacion indigena ajustadas a sus creencias y
tradiciones propias de cada pueblo.

Se recuperaron 74 aislados clinicos de personas con tuberculosis, 70 de los cuales fueron
obtenidos de personas que se reconocian como indigenas. La mayor proporcion de
enfermos fueron hombres (61%) lo cual concuerda con lo reportado por el INS para el afio
2015 que el 63,3% de las TB en Colombia se presentd en el sexo masculino (Instituto
Nacional de Salud SIVIGILA, 2015) y con reportes globales como el informe de tuberculosis
de la OMS que indica que el 56% de casos nuevos para el afio 2015 se presentd en
hombres (World Health Organization, 2016). Sin embargo, vale la pena resaltar el nUmero
alto de casos en nifios indigenas menores de 15 afios, 31/70 (44,3%). La tuberculosis
infantil puede ser considerada un evento centinela sugestivo de transmision reciente de un
adulto enfermo y podria indicar la falta de control y tratamiento de casos primarios. Aunque
se ha aceptado que la transmision se da por contactos propios del hogar, es decir por
miembros de la familia 0 amigos muy cercanos, en comunidades con altas incidencias de
tuberculosis la transmision puede ocurrir principalmente fuera del hogar, aunque dentro de
la comunidad (Schaaf, y otros, 2003). El diagndéstico suele ser un desafio, especialmente
por la dificultad de obtener las muestras de esputo con la calidad necesaria para el
diagnostico. Aun asi, se ha encontrado alta proporcién de casos de TB infantil en poblacién
indigena del pueblo Surui, en la Amazonia brasilefia, descrito en un estudio que realizé un
andlisis descriptivo de los registros disponibles del Programa de Control de Tuberculosis
del municipio de Cacoal, Rondénia en el decenio 1991-2002 encontrando una incidencia
de tuberculosis de 2.518,9 casos/100.000 habitantes, y el 45% de casos fue notificado en
menores de 15 afios (Basta, Coimbra Junior, Escobar, & Ventura Santos, 2004), lo que
concuerda con el presente estudio. La importancia del diagnéstico de este grupo etareo
radica en que la TB puede diseminarse a cualquier érgano, en los lactantes hay un mayor

riesgo de TB meningea en especial si no han recibido la vacuna BCG, mientras que los
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nifios de mayor edad tienden a desarrollar tuberculosis pulmonar, encefalica, renal y osteo-

articular (Arenas-Suarez, y otros, 2010).

Por spoligotyping, se identificaron 2 sub-linajes que de acuerdo a su frecuencia fueron LAM
y T con 54,2% y 44,3% respectivamente. Los estudios filogeograficos realizados en
Colombia muestran un predominio de los sub-linajes LAM y Haarlem, y en tercer lugar el
sub-linaje T; Realpe y colaboradores mostraron que el 82,8% de cepas circulantes
pertenecen a los linajes LAM y Haarlem, esto basado en el estudio de 414 aislados clinicos
recolectados en tres ciudades (Medellin, Cali y Popayan) de 2005 a 2008 (Realpe, y otros,
2014). De la misma manera, Cerezo y colaboradores determinaron la estructura
poblacional de 152 aislados clinicos de M. tuberculosis obtenidos en Bogota entre 1995 y
2007, encontrando un predominio de los sub-linajes LAM y Haarlem con 49,3% y 25%,
respectivamente (Cerezo, y otros, 2012). El presente estudio en la poblacion indigena de
Puerto Narifio coincide parcialmente con lo reportado previamente, con predominio del
sub-linaje LAM, sin embargo el sub-linaje T tiene gran representacion y el sub-linaje
Haarlem no se encuentra circulando en la poblacién de estudio. Una posible explicacién
de este comportamiento puede deberse a la baja diversidad genémica encontrada, pues
se obtuvieron tan solo 5 patrones espoligotipo diferentes, incluyendo 1 patrén huérfano;
mientras que el estudio de Realpe y colaboradores determiné 84 patrones espoligotipos,
incluyendo 20 patrones huérfanos; y el estudio de Cerezo y colaboradores evidencié 43
patrones espoligotipo, vale la pena destacar que esos estudios fueron realizados en
poblacién general y no en poblaciones cerradas como lo son las poblaciones indigenas,
gue en Puerto Narifio por ser zona fronteriza tienen mas contacto con la poblaciéon Peruana
y Brasilera que con la poblacién colombiana. Los estudios realizados en Brasil muestran
similitudes de los sublinajes. Basta y colaboradores en 2006 muestran que las cepas de
M. tuberculosis circulantes en el pueblo Surui, pertenecen todas al genotipo LAM (Basta,
Oelemann, Oelemann, de Souza, & Coimbra Jr, 2006), mientras que el estudio realizado
en Minas Gerais, Brasil en 2004 muestra que el 55,3% de aislados clinicos pertenecen al
sub-linaje LAM, 10,5% pertenecen al sub-linaje T y el 7% al sub-linaje Haarlem, aunque es
importante destacar que en dicho estudio se consider6 a la poblacién general y no solo a

indigenas (Spindola de Miranda, y otros, 2011).

En este estudio encontramos que dentro del sub-linaje LAM destaca la familia LAM6-SIT95

con el 51,4% del total de aislados clinicos obtenidos. En la revisidon de literatura no se
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encontré reporte alguno de este genotipo en Colombia, sin embargo en la poblacién de
estudio es el clon circulante mas frecuente. No obstante, este genotipo si ha sido reportado
en Perl por Taype y colaboradores en el afio 2012, en 5/323 (1,55%) aislados clinicos de
pacientes con TB pulmonar recolectados en centros médicos de Lima entre 2004 y 2006
(Taype, y otros, 2012). Otro estudio que analiz6 794 aislados clinicos provenientes de 4
estudios previos en Lima-Peru entre 1999 y 2005 demostrd la presencia de la familia
LAM6-SIT95, en un 0,25% (Sheen, y otros, 2013). El mismo comportamiento se observo
en estudios realizados en Brasil donde se ha encontrado la familia LAM6-SIT95 en baja
proporcién. Spindola de Miranda y colaboradores, estudiaron 114 aislados clinicos
obtenidos en la Unidad de Salud de Minas Gerais en el afio 2004, encontraron un
porcentaje de 1,8% de aislados clinicos pertenecientes a LAM6-SIT95 (Spindola de
Miranda, y otros, 2011).

En Colombia el genotipo LAM9-SIT42 es el de mayor circulacion, como se ha evidenciado
en estudios previos realizados en el pais por Realpe y colaboradores, Puerto y col, Cerezo
y col, que reportaron este genotipo en 29,9%, 24.7% y 27.6% respectivamente (Realpe, y
otros, 2014), (Puerto, y otros, 2015), (Cerezo, y otros, 2012). Ademas en el estudio
realizado por Puerto, D. que caracterizé exclusivamente aislados clinicos de M.
tuberculosis en poblacién indigena del pais (periodo 2009-2014) se encontré 33/234
(14,1%) genotipos LAM9-SIT42, aunque ninguno de ellos pertenecientes a pacientes del
departamento de Amazonas (Puerto D., 2016). En el presente estudio este genotipo tuvo
baja representacion, con solo un 3% de los aislados obtenidos, lo que podria ser explicado
por el poco contacto que tienen los indigenas de Puerto Narifio con la poblacién general
colombiana, al habitar una regién geografica muy alejada de las grandes ciudades

colombianas.

La familia T2 encontrada, perteneciente al sub-linaje T, present6 dos diferentes SITs: 392
y 1355. No se tiene registro de reporte del SIT 392 en los diferentes estudios realizados
en Colombia y el SIT 1355 se encontré, en un estudio descriptivo retrospectivo realizado
por Puerto, D. que caracteriz6 molecularmente 234 aislados clinicos obtenidos de
poblacién indigena en Colombia durante el periodo 2009-2014, detectando un caso (0,4%)
en un indigena Ticuna, también de Amazonas (Puerto D., 2016). Sin embargo, si se tienen
reportes de ambos genotipos (SIT 392 y 1355) en estudios realizados en Brasil y Peru; en

Pert Taype y colaboradores y Sheen y colaboradores, determinaron la presencia de la
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familia T2-SIT 1355 en un 4,33% y 3,02%, respectivamente. (Taype, y otros, 2012) (Sheen,
y otros, 2013): en Brasil, Dalla Costa y colaboradores, en un estudio de 237 aislados
clinicos de diferentes pacientes entre el afio 2004 y 2006 en Porto Alegre, Brasil, encontré
un aislado clinico (0,42%) perteneciente a la familia T2-SIT 392 aunque no se especifica
si el aislado clinico correspondié a un paciente perteneciente a poblacién indigena (Dalla
Costa, y otros, 2013). De acuerdo a la base de datos SpolDB4, el espoligotipo T2-SIT 1355
se ha reportado en ltalia (55,56%), Estados Unidos (33,33%), y en Latinoamérica solo en
Argentina y Peru (5,56% cada uno). La base de datos SpolDB4 indica el reporte de 5 cepas
SIT 392, 4 de las cuales se encontraron en Brasil (80%) y una en Argentina (20%).

Es importante destacar que el estudio realizado por Puerto, D es el primero que aborda
poblacién indigena en Colombia (Puerto D., 2016) durante los afios 2009-2014. EI SIT con
mayor representacion en dicho estudio (14,1%), LAM9-SIT 42, tiene baja representacion
en este estudio (3%): mientras que T2-SIT 1355 tiene baja representacion en el estudio de
Puerto, D (0,4%), sin embargo en el presente estudio 14/74 (18,9%) aislados clinicos
pertenecian al genotipo T2-SIT 1355 indicando la posibilidad de que dicho genotipo se

encuentre circulando en poblacién de la Amazonia Colombiana

La tipificacion por MIRU-VNTR de 24 loci, permiti6 la identificacién de infeccién policlonal
en 2 pacientes que cohabitaban en la misma comunidad (Atacuari), indicando la
importancia del uso de esta metodologia para deteccién de infecciones causadas por dos
0 mas genotipos diferentes de M. tuberculosis. En varios estudios se ha demostrado la
utilidad clinica de la técnica MIRU-VNTR, no solo para la tipificacién molecular sino también
para ajustar tratamientos clinicos debido a la heterogeneidad que puede presentar la
poblacién micobacteriana dentro del huésped (Shamputa, y otros, 2006) (Braden, y otros,
2001).

Aungue se determind un mayor namero de genotipos por MIRU (14), que incluyeron 8
patrones Unicos, se observa una baja diversidad gendémica, debida a que estas
comunidades son cerradas. La combinacion de las técnicas de tipificacion empleadas
elevod el nimero de genotipos a 19 incluyendo 11 patrones Unicos. El indice discriminatorio
Hunter-Gaston para la combinacion de las metodologias empleadas fue de 0,855. Esta
baja diversidad sugiere que probablemente los clones de M. tuberculosis circulantes en las

comunidades indigenas en Puerto Narifio se han mantenido a lo largo del tiempo debido
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al deficiente control de la enfermedad, por lo que se han diseminado debido a la interaccion
de sus pobladores, puesto que la organizacién social se basa en el matrimonio entre
alianzas exogamicas (tribus) dentro del pueblo Ticuna. (Molina Echeverri & Herrera Noboa,
s.f.). Los analisis de agrupamiento determinaron que 59 aislados formaron 8 clusters, y de
ellos 40/59 (67.79%) pertenecian a individuos que convivian bajo el mismo techo, o en la

misma comunidad, indicando posibles cadenas activas de transmision.

Un solo aislado (1,4%) proveniente de un menor presento resistencia a los farmacos de
primera linea rifampicina e isoniazida, definiéndose como tuberculosis multi-drogo-
resistente (TB-MDR). Un factor importante en el manejo de la actual epidemia de TB-MDR
es latransmision directa de cepas MDR lo que ocasiona gran cantidad de pacientes nuevos
con TB-MDR. La presencia de aislados clinicos MDR se convierte es un desafio para el
control de la tuberculosis y se requiere un rapido diagndéstico e iniciacion de tratamiento
adecuado para evitar la propagacion de estas cepas (Dominguez, y otros, 2016). En el
caso presentado en el estudio el paciente nunca habia recibido diagndstico o tratamiento
previo para tuberculosis, hallazgo diferente a otros estudios que muestran mayor hamero
de casos MDR en pacientes previamente tratados (Culqui, y otros, 2010), sin embargo, la
comparacion no es posible debida al bajo nimero de aislados MDR detectados en el
presente estudio. Ademas las mutaciones encontradas en el aislado clinico MDR, son las
mas frecuentes descritas en el pais, de acuerdo al estudio realizado por Llerena y Medina
gue utilizé el kit comercial GenoType® MTBDRplus 2.0 a partir de 837 muestras (670
aislados clinicos y 167 muestras de esputo). En 60 muestras que presentaron resistencia
a rifampicina la mutacion mas frecuente (36,6%) fue Ser531Leu, mientras que en 98
muestras con resistencia a isoniazida la mutacion Ser315Therl fue la mas frecuente
(91,9%) (Llerena & Medina, 2017).



85

8 Conclusiones y recomendaciones

8.1 Conclusiones

Se encontrd una alta prevalencia de tuberculosis activa en la poblacion de estudio,
48,6 veces mayor que la encontrada en la poblacion general de Colombia que para
el afio 2015 fue de 26,8 casos/100.000 habitantes.

El grupo etario con mayor nimero de casos diagnosticados estuvo entre los 5 — 9
afios (17,1%) y la mitad de casos se encontrd en individuos menores de 19 afios,

indicando gran cantidad de casos en poblacion infantil.
Todos los casos fueron causados por Mycobacterium tuberculosis

Aunqgue en este estudio se determind la presencia de dos sub-linajes encontrados
en estudios previos colombianos (LAM y T), no se encontr6 el sub-linaje Haarlem,

de gran prevalencia en Colombia.

La alta proporcion de casos agrupados 40/59 (69,8%), puede indicar una cadena
de transmision activa, pues los pacientes conviven en las mismas casas Yy/o
comunidades. Sin embargo en los casos restantes (19/59) tampoco se descarta
una posible transmisién activa puesto que los habitantes de todas las comunidades

tienen alta convivencia entre ellos.

Se confirmé 10 casos de transmisién activa reciente en 4 hogares en las

comunidades de San Francisco (n=3), Ticoya (n=2 y n=3) y Puerto Narifio (n=2).

La combinacion de las técnicas de genotipificacién molecular permitié determinar 2
casos de infeccién mixta. Los individuos que poseen la infeccién mixta comparten

un mismo clister y conviven en la misma comunidad.

Se determind la presencia de 1 caso de TB-MDR confirmado por métodos
fenotipicos y genotipicos. Las mutaciones que confieren resistencia a isoniazida y
rifampicina se encuentran en los genes katG (Ser315Thr) y rpoB (Ser531Leu),

respectivamente.

Este estudio intervino a toda la poblacion del Municipio de Puerto Narifio.
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8.2 Recomendaciones

Se muestra la necesidad de implementar una busqueda activa de sintomaticos
respiratorios en poblacién indigena, pues sin esta busqueda muchos casos de TB

activa son ignorados.

En este tipo de poblacion debe re-evaluarse la definicibn de sintomético
respiratorio, ya que este estudio evidencio casos de TB activa en individuos con o

sin expectoracion de cualquier tiempo de duracion

Se debe garantizar la realizacién de cultivos, normado en la circular 058 de 2013,
para poblacién vulnerable puesto que el cultivo posee mayor sensibilidad
diagnéstica que la baciloscopia. Ademas el cultivo permite la realizacion de pruebas
moleculares como genotipificacion, importante para esclarecer cadenas de

transmisién activa o reinfecciones exdégenas en poblacion vulnerable.

Los programas nacionales de tuberculosis deben contemplar la atencion diferencial
a poblaciones especificas, como poblaciéon indigena ya que sus dinamicas y

cosmovisién varian respecto a la poblacién general.

La gran cantidad de casos hallados en poblacion infantil muestra la necesidad de

mejorar los estudios de contactos, incluyendo contactos escolares.

Considerar la toma de esputo inducido como una posibilidad para el diagnéstico de
tuberculosis activa en menores y adultos que no expectoren, ya que en el presente

estudio tuvo buen rendimiento.

Continuar con investigaciones operativas en poblaciones especificas, ya que en el
pais existe, en general, un desconocimiento de la enfermedad tuberculosa asi

como de la dindmica de transmision en estas poblaciones vulnerables
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A. Anexo 1. Genotipificacion molecular por
Spoligotyping

e Se obtuvo ADN de cada muestra mediante extraccion por GenolLyse® (Hain
Lifescience, Germany)

e Se realizé la amplificacion mediante PCR. Para la amplificacion del locus DR se utilizo
el kit Platinum™ Taq DNA Polymerase (Invitrogen), los primers utilizados estan dirigidos
al locus DR y fueron suministrados por la misma casa comercial fabricante de la
membrana (Mapmygenome India Limited). Las siguientes tablas muestran la mezcla
pre-PCR y los ciclos térmicos utilizados para la PCR del locus DR, respectivamente. La
amplificacién por PCR se realiz6 en un termociclador Bio-Rad C1000.

Tabla 9. Mix pre-PCR para amplificacién del locus DR

Reactivo Concentracion final ~ Volumen (1X)

Agua MQ 14,2 pl

Buffer 10 X 2,5 ul

Primer DRa 20 pmol 2 pl

Primer DRb 20 pmol 2 pl

dNTPs 2,5 mM 2 pl

Cloruro de magnesio  1,5mM 0,75 ul

Tag Polimerasa 0,04 Ulul 0,05 ul

ADN aislado clinico 1,5l

TOTAL 25 pl
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Tabla 10. Ciclos térmicos para PCR del locus DR.

Temperatura y tiempo Numero de ciclos
96°C por 3 minutos 1X
96°C por 1 minuto
55°C por 1 minuto 30 X
72°C por 30 segundos

72°C por 5 minutos 1 X (Extension final)

e Para la hibridacién de los productos de amplificacion se agregd 150 uL de buffer
2XSSPE/0.1% SDS a cada producto de PCR, se elevé la temperatura a 99°C por 10
minutos en el termociclador C100 (Bio-Rad) e inmediatamente se enfrié en hielo.

e Durante el lapso de 10 minutos del paso anterior se realizé el lavado de la membrana
con 250 ml de buffer 2xSSPE/0.1%SDS durante 5 minutos a 60°C y posteriormente la
membrana se ubic6 sobre una camara miniblotter con su respectiva cubierta, de forma
gue se separen independientemente 45 canales que contienen los 43 oligonucledtidos
inmovilizados.

e Con la ayuda de una bomba de vacio se aspir6 todos los canales del miniblotter para
eliminar los residuos de buffer que estan presentes en la membrana.

e Se sembré aproximadamente 150 pul del producto de PCR en cada canal formado en la
membrana, evitando la formacion de burbujas. Como control negativo se empleé buffer
2xSSPE/0.1% SDS, que se sembr6 en los canales 1 y 45, y como control positivo se
utilizé DNA de la cepa de referencia H37Rv, que se colocé en el segundo canal. La
camara miniblotter se coloc6 en un horno de hibridacion durante una hora a 60°C en
una superficie completamente horizontal.

e Por aspiracién con una bomba de vacio, se retir6 la solucién de cada canal y se retird
la membrana del miniblotter con la ayuda de pinzas, evitando manipular la membrana
con las manos.

e La membrana se lavé con 250 ml de buffer 2xSSPE/0.5% SDS por 10 minutos a 60°C

dos veces en un horno con agitacion.
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2.5 uL de conjugado streptavidin-peroxidase (500U/ml) se afiadid a 10 mL de buffer
2XSSPE/0.5% SDS y esta mezcla se incubd con la membrana durante 45 minutos a
42°C.

La membrana se lavé 2 veces con 250 mL de buffer 2xSSPE/0.5% SDS por 10 minutos

a 42°C y posteriormente 2 veces con 250 mL de 2xSSPE durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

La deteccion por quimioluminiscencia se realizé utilizando el kit ECL Pierce™ Fast

Western Blot (Thermo Fisher Scientific) incubando 10 ml del substrato con la membrana
por 40 segundos.

Se expuso la membrana a una pelicula sensitiva CL-XPosure™ (Thermo Fisher
Scientific) por 5 minutos y se revel6 mediante el equipo de revelado.

La membrana puede ser regenerada por la disociacion de los productos de PCR
hibridados. Se lava la membrana dos veces con SDS 1% a 80°C durante 30 minutos
cada una. Posteriormente se lava la membrana en EDTA 20mM pH 8 durante 15
minutos a temperatura ambiente y se guarda la membrana en un recipiente con EDTA
20mM pH8 a 4°C para evitar la deshidratacién de la membrana. La membrana puede
ser reutilizada aproximadamente 5 veces.

La lectura de la membrana se realiza observando y registrando la presencia o ausencia

de hibridacién con un cddigo binario 1 o 0, respectivamente

Unas consideraciones importantes en el ensayo:

o Los primers deben ser almacenados en pequefias alicuotas. Los continuos cambios
de temperatura afecta el primer biotinilado y puede causar patrones de
spoligotyping débiles.

o Los buffers SDS deben ser frescos, preferiblemente no tener una fecha de
preparacion mayor a una semana.

o Puede ser necesario modificar los tiempos de exposicion y revelado si se utiliza
diferente reactivo ECL o peliculas sensitivas. Revisar las recomendaciones del

fabricante.
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B. Anexo 2: Genotipificacion por MIRU-VNTR de 24 loci

e Se realizé la extraccion de ADN de cada muestra utilizando el kit GenoLyse® (Hain
Lifescience, Germany).
e La mezcla pre-PCR se realiz6 utilizando el kit HotStartTag™ DNA polymerase (Qiagen,

Germany) para un volumen final de 10 ul con la siguiente compaosicién:

Tabla 11. Mix pre-PCR para amplificacién de los 24 loci MIRUs
MIRU 26, 40, 4 53 10,16, 20, 24,27, QUB-11b, 2,23,
47,52 31, 46, 42, 43, 1955, 39
48, 49 ETR-A QUB-26

Concentracion 3mM 3mM | 3mM 2mM 1,5 Mm 1.5Mm 2,5mM
MgCl.

H20 4,3 3,0 2,0 4,7 4,9 3,6 4,5
Buffer 10X 1 1 1 1 1 1 1

Q5X 2 2 2 2 2 2 2

MgCI2 25mM 0,6 0,6 0,6 0,2 0 0 0,4
dNTPs 5mM 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4 0,4
Primers 0,2 15 2,5 0,2 0,2 15 0,2
Taq 0,04 0,04 004 0,04 0,04 0,04 0,04
Total mix 8,5 8,5 8,5 8,5 8,5 8,5 8,5
ADN 15 1,5 15 15 1,5 15 1,5
Vol. Total 10 10 10 10 10 10 10

La amplificacién por PCR de cada uno de los 24 loci a caracterizar se realiz6 en un

termociclador Bio-Rad C1000 con los siguientes ciclos térmicos:
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Tabla 12. Ciclos térmicos para PCR de los 24 loci MIRUs

Temperatura y tiempo Numero de ciclos
95°C por 15 minutos 1X
94°C por 1 minuto
59°C por 1 minuto 30 X
72°C por 1,5 minutos

72°C por 10 minutos 1 X (Extension final)

e Los productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 2%
utilizando UltraPure™ Low Melting Point Agarose (Invitrogen) durante 180 minutos a
120 V.

e Lavisualizacion se realiz6 mediante el equipo fotodocumentador de geles ChemiGenius
Syngene y el software GeneSnap®. La determinacion del peso molecular se realiz6 con
el software GeneTools ® version 6.07.

e Una vez determinado el peso molecular de cada amplicon se utiliz6 la tabla de
conversién peso molecular - nUmero de copias presentes (anexo 3) para cada loci
evaluado.

e Se realizd el registro en una base de datos de Microsoft® Excel para los analisis

posteriores.
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C. Anexo 3. Correspondencia entre peso molecular y
namero

Tabla 13. Correspondencia entre peso molecular y copias de loci
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S0 | 0L | 9L | 6L | 608 | ML | JBL | 6L | 60 | 8% | 19 | S6 | 9BL | #96 | 96 | w6 | 6 | S8 | LS | 6S0L | 6% | %06 | 6L | 9B | 8
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Se muestra resaltado en color azul las repeticiones que corresponden a la cepa control M. tuberculosis H37Rv.
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D. Anexo 4. Prueba de susceptibilidad por método de
proporciones multiples

e Preparacion de los medios de cultivo

O

Se realizé la preparacion de las soluciones stock de cada uno de los antibiéticos,
utilizando agua destilada para la preparacién de isoniazida, mientras que para
rifampicina se utiliza metanol, utilizando en ambos casos la minima cantidad posible
para la disolucion de los antibiéticos. Para completar el volumen final se utilizé agua
destilada. La concentracion stock a preparar es 20000 ug/mL para la rifampicina y
10000 ug/mL para la isoniazida. Las soluciones stock pueden almacenarse durante
6 meses a -20°C y un afio a -70°C

Las soluciones stock, una vez preparadas se esterilizan por filtracién y se preparan
alicuotas de 1 mL. en frascos estériles perfectamente rotulados con el nombre del
antibiotico, concentracion y fecha de preparacion.

Posteriormente se prepara el medio L.J. en tubos, estériles tanto con antibiéticos
como sin antibiéticos. Ambos medios de cultivo (con y sin antibidtico) deben
prepararse simultdneamente en el mismo lote. La concentracion del antibiético en
el medio de cultivo es: isoniazida 0,2 pg/mly rifampicina 40 pg/ml.

Los medios preparados perfectamente rotulados se incuban durante 48 horas para
descartar contaminacion durante la preparaciéon de dichos medios y posteriormente

se almacenan a 4 °C durante un maximo de 2 meses.

e |noculacion e incubacién

O

Mediante una espatula de madera estéril se recolecta aproximadamente 20
colonias de un cultivo puro de aproximadamente un mes de incubacién y se
deposita en un frasco de vidrio tapa rosca que contiene perlas de vidrio (diametro
aproximado 3 mm.) y agua destilada estéril.

Mezclar en vortex por un tiempo aproximado de un minuto

Con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril se deposita la suspension en otro tubo
de vidrio estéril y mediante la adicion de agua destilada se prepara una suspension
con una turbidez igual al patron McFarland # 3.

A partir de esta suspension se realizan 6 diluciones base 10 con agua destilada
estéril, obteniéndose de esta manera diluciones 10! hasta 10°

Se transfiere 0,2 ml de la dilucién 10~ a dos tubos control (medio sin antibiético) y

a un tubo con cada antibiético.
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Se realiza el mismo proceso con la dilucién 10°

Se distribuye el inoculo por toda la superficie del medio de cultivo girando el tubo
suavemente.

Los medios de cultivo son ubicados en una bandeja de incubacién en posicién
horizontal y se incuban a 37°C con las tapas sueltas por 48 horas o hasta que se
evapore el liquido.

Una vez evaporado se ajustan las tapas y se realiza la lectura a los 28 y 42 dias.

e Interpretacion y resultados

O

Es importante revisar los cultivos los primeros 2-3 dias para comprobar la ausencia
de contaminacion

Después de las 3 semanas se examina los tubos inoculados. Si los tubos control
no presentan crecimiento, se descarta el ensayo y se repite la prueba de
sensibilidad.

Se realiza el recuento del nimero de colonias en los tubos control 102y 105 Se
determina el nimero de colonias en dichas diluciones multiplicando por el factor de
dilucién y se calcula el promedio de colonias (existen dos tubos control para cada
dilucién)

Es necesario que se puedan contar el nUmero de colonias en uno de los tubos
control. Para esto el nimero de colonias debe estar en el rango de 50-200 colonias.
La diluciéon que contenga este rango de colonias se utilizara para la lectura de
crecimiento en los medios con antibidtico.

El porcentaje de resistencia se calcula de acuerdo a la siguiente formula:

Numero de colonias, medio con antibiotico 100

Nuamero de colonias, medio control

Si existe crecimiento en el tubo control y no se observa crecimiento en los medios
con antibidticos, se puede interpretar como sensible para el antibiético ensayado.
Se considera resistente al antibiético ensayado cuando el porcentaje de resistencia
calculado es mayor al 1% en la concentracién estudiada.

Es Importante tomar en cuenta el desarrollo de microcolonias, las cuales se

deberan contabilizar.
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E. Anexo 5: Prueba de susceptibilidad por BACTEC™
MGIT™ SIRE

e Todos los aislados clinicos a evaluar se repican en medio LJ durante 4 semanas.

e A partir de este medio se realizan una dilucién de acuerdo al patrén McFarland # 1y a
partir de esta dilucion se realizan diluciones 1:5y 1:100.

e Se utilizan 3 tubos MGIT™ |os cuales se ordenan de la siguiente manera: CC (control
de crecimiento), | (isoniazida) y R (rifampicina)

e Se adicionan 800 pl de suplemento SIRE a todos los tubos, adicionalmente se afiade
100 pl de cada farmaco a su respectivo tubo.

e Se afiade 500 pl de la dilucién 1:5 a cada tubo marcado como S-I-R-E, y de la dilucion
1:100 se afiade 500 pl en el tubo control de crecimiento CC.

e Se ingresan los tubo en el equipo BACTEC™ MGIT™ 320 y se registra la informacion
en el software del equipo, EpiCenter™ de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

e Se realiza el mismo procedimiento para una cepa de control H37Rv.

e El equipo determinara el crecimiento de acuerdo al consumo de oxigeno del medio de
cultivo e informa como susceptible o resistente, y si existio alguna falla en el

procesamiento informa como error, en cuyo caso es hecesario repetir la prueba.
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F. Anexo 6: Prueba de susceptibilidad por
GenoType®MTBDR plus 2.0

e Se realiza la extraccion de ADN de cada muestra con el kit GenoLyse® (Hain
Lifescience, Germany).

e Se realiza una pre-mezcla de PCR con las soluciones de amplificacién denominadas
AM-A y AM-B, incluidos en el kit comercial, para un volumen final de 50 pl. AM-A
contiene la polimerasa y AM.B contiene los iniciadores biotinilados. Estas mezclas
incluyen todos los reactivos necesarios para la PCR. La composicion fue la siguiente:
10 pl de solucion AM-A, 35 pl de solucion AM-B y 5 pl de ADN del aislado clinico.

e La amplificacion por PCR se realiz6 en un equipo Bio-Rad C1000, con los siguientes

ciclos térmicos:

Tabla 14. Ciclos térmicos para PCR de los genes a evaluar por GenoType®

Temperatura y tiempo Numero de ciclos
95°C por 15 minutos 1X

95°C por 30 segundos
10 X
65°C por 2 minutos

95°C por 25 segundos
50°C por 40 segundos 20 X
70°C por 40 segundos

70°C por 8 minutos 1 X (Extension final)

e La hibridacién de los productos de PCR se realiz6 con el equipo TwinCubator® Hain
LifeScience, de acuerdo a instrucciones del fabricante.

e En una bandeja de 48 pocillos, se coloca en cada pocillo 20 pl de soluciéon de
desnaturalizacién DEN y 20 pl del producto de amplificacidn y se incuba a temperatura
ambiente por 5 minutos.

e Se afiade a cada pocillo 1 ml de buffer de hibridacion HYB, la cual esta precalentada a
45°C, se homogeniza y se afiade la tira de nitrocelulosa. La tira de nitrocelulosa debe

estar previamente marcada e identificada con la ayuda de un lapiz.
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e Se incubd durante 30 minutos a 45°C en el equipo TwinCubator®.

e Se aspird la solucion y se afiadié 1 ml de solucion de lavado astringente STR incubando
por 15 minutos a 45°C en el equipo TwinCubator®.

e Se eliminé completamente la solucion astringente y se lavd a temperatura ambiente con
1 ml de solucién de aclarado RIN durante 1 minuto y se descarté la solucion.

e Se afladié la solucion conjugado y se incubd durante 30 minutos a temperatura
ambiente en el equipo TwinCubator® y se descarto la solucion.

e Posterior a dos lavados con solucion de aclarado RIN por un minuto y un lavado con
agua destilada por un minuto se afiade 1 ml de sustrato diluido y se incuba durante 8
minutos protegiendo las tiras de la luz.

e Se detuvo la reaccion aclarando dos veces con agua destilada y las tiras de
nitrocelulosa fueron retiradas de la bandeja y secadas para su lectura.

e La interpretacion de los resultados se realiz6 observando la presencia de los controles
de la tira (Control de conjugado CC, control de amplificacion AC y control de locus en
cada uno de los tres loci investigados: rpoB, katG e inhA), la presencia de hibridacién
en TUB y la presencia o ausencia de hibridacién en las sondas wild type o sondas de

mutacion, como se visualiza en la siguiente figura:

Control de Coniugado (CC)
Control de Amplificacion [AC)
M. tuberculosis complex [TU B)

rpoB Locus Control (rpoBJ

rpoB sonda wild type 1 IrpoE WT1

rpoB sonda wild type 2 [rpoBWT2

rpoB sonda wild type 3 [rpoBWT3

rpoB sonda wild type 4 [rpoBWT4

rpoB sonda wild type 5 [rpoBWT5S

rpoB sonda wild type 6 [rpoBWT6

rpoB sonda wild type 7 [rpoBWT7

rpoB sonda wild type 8 [rpoBWT8]

rpoB sonda de mutacién 1 (rpoB MUT1]
rpoB sonda de mutacion 2A [rpoB MUT2A]
rpoB sonda de mutacién 2B [rpoB MUT2B)
rpoB sonda de mutacién 3 [rpoB MUT3)

katG Locus Control (katGJ

katG sonda wild type [katG WT)

katG sonda de mutacion 1 [katG MUT1)
katG sonda de mutacién 2 (katG MUT2)

inhA Locus Control {inhA]

inhA sonda wild type 1 {mhA WT1

inhA sonda wild type 2 [inhAWT2

inhA sonda de mutacion 1 [inhA MUT1
inhA sonda de mutacién 2 [inhA MUT2
inhA sonda de mutacion 3A [inhA MUT3A]
inhA sonda de mutacion 3B [inhA MUT3B)
marcador coloreado

Figura tomada del inserto del Kit GenoType MTBDRplus versién 2.0

e Para la validacion del ensayo, en el caso de miembros del complejo M. tuberculosis,
deben estar presente las 5 bandas control (CC, AC, rpoB, katG e inhA), banda TUB
(zona especifica gen ARNr 23S miembros del complejo M. tuberculosis) e hibridacién

en las bandas wild type WT y/o bandas MUT de acuerdo a la ausencia o presencia de
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mutaciones en los genes analizados. Una cepa sensible a rifampicina e isoniazida, de
acuerdo a los genes analizados, debe tener todas las bandas WT de las sondas rpoB,
katG e inhA lo que indica que no poseen mutaciones en los genes analizados. Cualquier
cambio de este patron de bandas ocasionado por la presencia de mutaciones en las
regiones analizadas nos permite inferir sobre resistencia a rifampicina (rpoB) e
isoniazida (katG e inhA).



108

de los 24 loc
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Tabla 15. Repeticiones MIRU-VNTR en aislados clinicos

G. Anexo 7
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Se destaca los loci que tuvieron variacion de repeticiones con respecto la mayoria de aislados clinicos.
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H. Anexo 8: Georreferenciacion de los casos de
tuberculosis por genotipo (clusters)

Casco urbano - Puerto Narifio

Nomenclatura

O Patrones huérfanos: 4 aislados clinicos
O cluster 3: 2 aislado clinico

O cluster 4: 2 aislados clinicos

O Cluster 5: 3 aislados clinicos

@ Cluster 6: 2 aislados clinicos



Comunidades Rio Amazonas

Atacuari

Rio Atacuari
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Rio Atacuari

\n/

Rio Atacuari

Nomenclatura

@ Cluster 1: 2 aislados clinicos

O Cluster 5: 3 aislados clinicos

® Clustera (infeccion mixta): 2 aislados clinicos

@ Cluster b (infeccién mixta): 2 aislados clinicos

\//
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7 de Agosto

Nomenclatura

@ Cluster 1: 1 aislado clinico
O Cluster 2: 1 aislado clinico
@ Cluster 4: 1 aislado clinico

O Patron huérfanos: 1 aislado clinico
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Nomenclatura

@ Cluster 1: 1 aislado clinico
O Cluster 3: 3 aislados clinicos
@ Cluster 4: 1 aislado clinico

O Patrén huérfanos: 1 aislado clinico
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Naranjales

Barrio Santa Clara, Naranjales

Nomenclatura
O Cluster 3: 2 aislados clinicos
© Cluster 4: 1 aislado clinico

(O Cluster 5: 1 aislado clinico
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20 de Julio

Nomenclatura
O Cluster 5: 3 aislados clinicos
@ Cluster 6: 1 aislado clinico

Puerto Esperanza

Nomenclatura
@ Cluster 1: 1 aislado clinico
© Cluster 3: 1 aislado clinico

O Patrén huérfano: 1 aislado clinico
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Valencia

Nomenclatura
© Cluster 4: 1 aislado clinico
O Patrén huérfano: 1 aislado clinico

San Martin de Amacayacu

Google Earth

Nomenclatura
O Claster 3: 1 aislado clinico
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Comunidades rio Loretoyacu

San José de Tipisca
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Q

Rio Loretoyacu

Nomenclatura
O Claster 5: 1 aislado clinico

@ Patron huérfano: 2 aislados clinicos
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12 de Octubre

Nomenclatura

O Claster 3: 4 aislados clinicos

Puerto Rico

Nomenclatura
O Cluster 3: 1 aislado clinico
@ Cluster 4: 2 aislados clinicos
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San Juan del Soco

Nomenclatura
O Cluster 3: 1 aislado clinico
@ Cluster 4: 1 aislado clinico

O Patron huérfano: 1 aislado clinico

Santa Teresita

Nomenclatura

O Claster 3: 1 aislado clinico



San Francisco
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Nomenclatura

O Cluster 2: 2 aislados clinicos
O Cluster 3: 5 aislados clinicos
@ Cluster 4: 1 aislado clinico
O Cluster 5: 1 aislado clinico
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Ticoya

Internado

Nomenclatura

@ Claster 1: 2 aislados clinico
O Cluster 4: 1 aislado clinico
O Cluster 5: 3 aislados clinicos

@ cCiluster 6: 1 aislado clinico



