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RESUMEN

La tuberculosis es uno de los principales problemas de salud publica en México,
siendo Baja California el estado con la mayor tasa de prevalencia (57
cases/100,000) en todo el pais. En los ultimos afios se han utilizado
marcadores moleculares para identificar la especie infectante, determinar la
diversidad y el origen genético del complejo Mycobacterium tuberculosis. El
objetivo de esta investigacion fue determinar las caracteristicas genéticas de
aislados microbioldgicos del complejo M. tuberculosis de muestras clinicas de
pacientes diagnosticados con tuberculosis en Baja California, en el periodo de
Octubre 2009 a Abril del 2011. En total se colectaron 323 aislados clinicos, sin
embargo, solo se obtuvo informacion epidemiolégica de 210 pacientes. El
promedio de edad de los pacientes fue de 36 afos (x13.7), siendo el sexo
masculino el predominante (67%). El 2% de las muestras clinicas fueron
identificadas como M. bovis y el resto como M. tuberculosis. En total se
identificaron 11 linajes, siendo el linaje de América Latinay Mediterrdneo (LAM,
22.5%) el predominante, seguido del linaje S (15.0%) y Haarlem (14.6%). El
14.6% de los aislados, fueron clasificados como Unicos o huérfanos, lo que
sugiere que son genotipos endémicos de la region. El linaje LAM fue el que
agrupo el mayor numero de casos nuevos y mayor numero de pacientes con
alcoholismo. La tasa de transmision en total indicé que el 55.3% de los casos
con TB se contagiaron recientemente, mientras que el resto fue por
reactivacion. Sin embargo, los linajes con la mayor tasa de transmision fue
Cameroon (78.9%) y Ghana (75.0%). El 12.5% de los genotipos identificados y
el 71.4% de los linajes fueron iguales a los reportados en San Diego, California.
La variedad de linajes y la identificacién de cepas Unicas sugieren una alta
diversidad genética entre los aislados de M. tuberculosis y M. bovis en la region
de Baja California.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is one of the main problems of public health in Mexico, and
Baja California the state with the highest prevalence rate in all of Mexico. In
recent years have used molecular markers to identify the infecting species,
determine the diversity and the genetic origin of the M. tuberculosis complex.
The objective of this research was to determine the genetic characteristics of
microbiological isolates of the M. tuberculosis complex of clinical samples of
patients diagnosed with tuberculosis in Baja California in the period from
October 2009 to April 2011. In total we collected 323 clinical isolates of patients
diagnosed with TB in Baja California. However, only epidemiological information
was obtained from 210 patients. The average age of the patients was 36 years (
+13.7), being the male predominant (67 %). The 2% of the clinical samples
were identified as M. bovis and the rest as M. tuberculosis. In total 11 lineages
were identified, being the lineage LAM the predominant (22.5 %), followed by
the lineage S (15.0 %) and Haarlem (14.6%). We identified 14.6 % of isolates
as unique or orphans, suggesting that genotypes are endemic in the region.
LAM lineage showed the largest number of new cases and a greater number of
patients with alcoholism. The rate of transmission in total indicated that 55.3 %
of the cases were infected with TB recently, while the rest was for reactivation.
However, the lineages with the highest rate of transmission was Cameroon
(78.9%) and Ghana (75.0%). The 12.5% of the genotypes and 71.4% of the
lineages identified were equal to those reported in San Diego, California. The
variety of lineages and the identification of strains suggest a high genetic
diversity among isolates of M. tuberculosis and M. bovis in the region of Baja
California.



AGRADECIMIENTOS

A mis padres por su apoyo incondicional y por ser los promotores que me

impulsan a seguir superdndome, tanto personal como profesionalmente.

A la Dra. Raquel Mufiz Salazar, mi directora de tesis, por darme la
oportunidad de ser parte de su equipo de trabajo y por su apoyo académico

durante la realizacion de la tesis.

A mis sinodales la Dra. Patricia Radilla y el Dr. Luis Enriquez por todo su

apoyo y guiarme en el andlisis de datos.

Agradezco al Dr. Rafael Laniado Laborin por facilitarnos las muestras y a
las personas que contribuyeron en la toma de muestras, Francisco Casillas y

Aurora Arreola.

A mis compaferos del Laboratorio de Epidemiologia y Ecologia
Molecular, Norma Martinez, Jorge Luna, Sandra Moreno y Eduardo Sandoval
por su apoyo en el procesamiento de muestras, por las sugerencias y consejos
gue contribuyeron en el desarrollo de la tesis, pero sobre todo gracias por hacer

mas placentero el trabajo de laboratorio.

A Nelva Victoria por su apoyo en la estandarizacion de la metodologia,
por sus cuestionamientos y consejos irdnicos que casi siempre eran acertados,

pero sobre todo agradezco su amistad.



A Gonzalo Robles por su apoyo, paciencia y por los momentos de

convivencia que hicieron mi tiempo mas agradable.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca de maestria

otorgada numero 305203.



Esta investigacion fue realizada con financiamiento de los proyectos:

Estudio genético de cepas farmacorresistentes de Mycobacterium tuberculosis
en Baja California.
142 Convocatoria Interna UABC (2010-2011) Programa No. 4276.

Epidemiologia molecular de Mycobacterium tuberculosis en la frontera
Noroeste México-Estados Unidos.
CONACyT-Ciencia Béasica 2011, No. 166624.

Vi



INDICE

0L, INTRODUGCCION ...ttt ittt ettt ee st eeeeere e 1
02. ANTECEDENTES ... oot e e s 6
03, HIPOTESIS ...ttt ettt sttt 26
04. OBJIETIVOS ... et e e e e e e aaaas 27
4.1 ODJELIVO GENEIAL.....cceeeiiiiiiee e 27
4.2 ODbjetivos €SPECITICOS .....ccoii i 27
05. METODOLOGIA ...ttt 28
5.1 Disefio y tamafo d€ MUESTIIA .......uuiiiiii e eeeeeeeees 28
5.2 Poblacion de estudio y obtencion de muestras .........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeinnn, 28
5.3 Estudio epidemiolOQICO ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 37
5.5 Estudio microbioldgico (aisSlamientos)..........cccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 29
5.6 ANAIISIS MOIECUIAN ...ttt e e e e e e e e e e e as 30
5.6.1 EXracCion de ADNI.........cuuuiiiiiiiiiiiiiieieeeee e e e e e e e e e e s eeeeeaaeaaaaeeeeas 30
5.6.2 Identificacidn molecular de eSPecCie ..........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 31
5.6.3 Genotipado con MIRU-VNTR ...t 32
5.6.4 ANAIISIS A& gENOLIPOS ....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e e eeaeas 34
06. RESULTADOS ...ttt ettt e ettt e e e e s et e e e e e e s asntaneeeeaean 39
6.1 ANALISIS MOIECUIAT ......uviiiiiiiiiiiiiiceeee e e e e e e 39
6.1.1 Identificacion molecular de especie infectante ...........ccccccevveeeeeeeiiiiiiinns 39
6.1.2 Andlisis de genotipo (MIRU-VNTR) .......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e e 40
G 0 1Y T ] 1] oo 1 PRSP URPPPPTTTRTPRPRP 41
6.1.5 Complejos ClONAIES ........cooeiiiiiie e 49

6.1.6 Comparacion entre genotipos de Baja California y San Diego, EE.UU....52

6.1.7 MIRU-VNTR PIUS VS SITVIT ..oviiiiiiiiie et 57
6.2 EStudio epidemiolOQICO ......uuvviiiiiiiieiee e 63
6.2.2 Variables sociodemografiCas ............ooooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 63
6.2.2.1 EAA Y SEXO ...t it a e e eeeeaeee 63
6.2.2.2 Lugar de nacimiento y de resSidencia ...........ooevvuuuuiiniiiiiinnieee e 64

vii



6.2.2.3 Ocupacion y escolaridad.............cooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 68

6.2.3 Variables CHNMICAS ......uuuiiiiiiiiiiiiiieeee e a e e e e e e 70
V2GR =7 T | (0 1=Tod o] o - P PPPPPRRPP R 70
6.2.3.2 Tipos de caso de ingreso y egreso de tratamiento..............ccceevveeeeennnne 70
6.2.3.3 Esquema y tiempo de tratamiento ...........oooviiiiiiiiiiiiiiiiii e 73
6.2.3.4 Enfermedades aSoCiadas ..........ccoovveiiiieiiiiiiiiiiiiii e 77
6.2.3.4.1 Enfermedad asociada Vs tipo de €greS0...........uuuuueiiiiiieeeeeeeeieeeeeeiiens 78
6.2.3.5 Localizacion de la tuberculoSis ..........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 79
6.3.1 Relacién de los linajes identificados con variables clinicas....................... 79
6.3.2.2 Relacién entre linajes y variables sociodemograficas ...............cccc..... 80
O7. DISCUSION ....oouiiiiicieieteiete ettt sttt 86
8. CONCLUSIONES ..ottt e e e e e e e e eees 111
9. RECOMENDACIONES ...t 114
10. REFERENCIAS . ...t e e eaans 115
L1, ANEXOS o 133

viii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Condiciones de temperatura de las reacciones de PCR para cada uno
de los 12 loci de MIRU-VNTR amplificados. ...........uuveeeiiiiiinnieeeeieeeicceeeiiiins 33

Tabla 2. Numero de alelos y diversidad alélica determinados en este estudio y
comparacion Con OtroS ESTUdIOS. ......uuuuuriiiiiiiiiiiiiieee e e e e e e 40

Tabla 3. Genotipos idénticos (cluster) en las muestras clinicas de las

micobacterias analizadas. .............ciiiiiiiiiiii s 43
Tabla 4. Genotipos Unicos de M. tuberculosis y M. bovis. ...........cccccciviiiiinene. 45
Tabla 5. Genotipos Unicos y agrupados identificados por lingje. ...........cccccu..... 48

Tabla 6. Caracterizaciéon de aislados de M. tuberculosis y M. bovis dentro de
cOMPIEjOS ClONAIES (CC)..vriiiiiiiiiiiiie e eeeeeeees 50
Tabla 7. Comparaciéon de genotipos y linajes de aislados de M. tuberculosis
agrupados en cluster de Baja California'y San Diego. .........ccccceeeeevvevvnnnnnnn. 53
Tabla 8. Aislados de M. tuberculosis con genotipos unicos identificados en Baja
California y San Diego. *Linajes determinados con 12 loci de MIRU-VNTR.
** |inajes determinados con 12 loci de MIRU-VNTR y espoligotipado. Los
valores en negritas, son aquellos genotipos en los que hubo diferencia en la
aSIgNACION 0 lINAJE. ....coiieeeiiieiii e e e e e e e e e eeeeeeees 55
Tabla 9. Genotipos a los que se les asignd MIT s y linajes generados en la base
de datos SITVIT comparados con los linajes reportados en la base de datos
MIRU-VNTR PIUS. ..ottt e e e e e e aeans 58

Tabla 10. Tipo de ingreso al tratamiento de acuerdo al sexo. ........c.ccccceeeevennnnn. 71



Tabla 11. Tipo de egreso al tratamiento de acuerdo al Sex0.........cccccceeeeeevennnnn. 72
Tabla 12. Esquema de tratamiento de los 210 pacientes. ..........cccceevvvvvvvnnnnnnnn. 73
Tabla 13. Relacion entre esquema de tratamiento y tipo de egreso. ................ 74
Tabla 14. Tiempo de tratamiento reportado en meses de los 210 pacientes

L2510 o [ =T [0 1S RO URPPPPPPPTPPPRPPR 75
Tabla 15. Tipo de egreso de los 153 pacientes que recibieron tratamiento por

SEIS MESES 0 MAS MESES. coiiiiiieeeeeei e e e e ettt r e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e s aaannnes 76
Tabla 16. Enfermedades asociadas que se reportaron en el momento de

ingresar al tratamiento de tubercCuloSIsS..........oooooeiiiiiiiiiiiiiic e 77
Tabla 17. Relacion entre linajes y variables clinicas (N = 176). .........ccccvvvvveeeee. 81
Tabla 18. Clusteres identificados dentro de los linajes y variables

S0Ciodemograficas POr CIUSLEN. .........coov it 83



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Electroforesis de la PCR multiplex del operon mce-3 para la

identificacion de M. bovis (168 pb) y M. tuberculosis (337 pb). ................. 39
Figura 2. Linajes distribuidos en Baja California, San Diego y México............... 42
Figura 3. Edad en afos de 210 pacientes analizados ...............cccceeiiiiiiineeeeennnn. 64

Figura 4. Lugar de nacimiento de los pacientes a los que se les tomd muestra
clinica comparado con los datos de INEGI ..............ccceviiiiieiiiieeiiieeiceeeeeia, 67
Figura 5. Ocupacion de los pacientes estudiados (n = 210 pacientes). ............ 68
Figura 6. Escolaridad de los pacientes a los que se les tomd muestra clinica (n
Z 210 @ISIATOS) ..o a e eaearee 69
Figura 7. Enfermedades asociadas con respecto al tipo de egreso a tratamiento
0 tUDEICUIOSIS ... e e e e e e e eeeeeeeees 78
Figura 8. Distribucién de linajes con respecto al tipo de ingreso, egreso y
esquema de tratamientO..........cuuuiii i 82
Figura 9. Distribucién de linajes con respecto al lugar de residencia en Baja

(OF-11] (o] ¢ 1T T UT T PP UT PR 85

Xi



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1. Encuesta realizada para el estudio epidemioldgico de tuberculosis 133

Anexo 2. Secuencias de los cebadores de los 12 loci MIRU.........covvvvvvnvennnen, 135
Anexo 3. indice discriminatorio de HUNter-Gaston .......cc.veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennn 136
ANCXO 4. GlOSANIO. . e 137

Xii



1. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa producida por
bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis, que puede afectar cualquier
tejido del organismo, tanto a seres humanos como a otros mamiferos (Lozano,
2002). La TB es la segunda causa de muerte por enfermedades infecciosas a
nivel mundial después del VIH/SIDA, las Ultimas estimaciones indican que cerca
de nueve millones de personas se encuentran infectadas y casi dos millones de

muertes se generan al afio en todo el mundo (OMS, 2012).

En México, la TB es un problema de salud publica que afecta
principalmente a la poblaciébn econémicamente activa, tanto a hombres y
mujeres, sin distincion de edades, pero se manifiesta principalmente en jovenes
y en edades medias de entre 15 a 44 afos de edad. Se considera que una
persona infectada que no recibe tratamiento puede infectar de 10 a 15 personas
por afio (Secretaria de Salud, 2001). Baja California es el estado que presenta
la mayor tasa de incidencia de TB en México (42.7 por 100 mil hab.), la cual es
tres veces mayor que la tasa promedio nacional (14.2 por 100 mil hab.)

(Secretaria de Salud, 2012).



Los marcadores moleculares, en particular los denominados MIRU-VNTR
(Mazars, et al., 2001 ,Supply, et al., 2000) o numero variable de unidades
interespaciadas de repeticion en tandem micobacterianas, se ha utilizado en los
ultimos afios para estudiar la dinamica de la transmisién de TB, asi como las
fuentes de infeccién y diseminacién. Los MIRU-VNTRs son marcadores
confiables, reproducibles y con un poder de discriminacion entre las cepas muy
alto (Allix-Béguec, et al., 2008a,Cowan, et al., 2002,Dickman, et al., 2010). Otro
marcador molecular ampliamente utilizado es el espoligotipado, basado en la
tipificacion (presencia o ausencia) de 43 oligonucledétidos espaciadores dentro
de un locus especifico del cromosoma denominado regidn de “repeticiones
directas” (DR) (Kamerbeek, et al., 1997). Sin embargo, este Ultimo tienen una
bajo poder de resolucion cuando se utiliza solo, pero su poder se incrementa al

combinarlo con MIRU-VNTR (Demay, et al., 2012).

Estudios moleculares en los que se han empleado los marcadores antes
mencionados indican que el complejo de M. tuberculosis presenta una clara
estructura poblacional, con una amplia variedad de linajes, grandes diferencias
en su distribucion geografica y también en sus caracteristicas patobiologicas
(p.e. desarrollo y dispersion de la farmacorresistencia. Los 10 principales
linajes identificados por espoligotipado son: Africanum, Beijing, Bovis, CAS,
EAIl, Haarlem, LAM, S, T, and X (Demay, et al., 2012). Sin embargo,

recientemente se reporté una nueva clasificacion con base en 12 loci de MIRU-



VNTRs donde se establece que existen 7 principales linajes y 41 sublinajes

(Hill, et al., 2012).

En México, las investigaciones para identificar los linajes predominantes
y determinar la diversidad genética del complejo de M. tuberculosis solo se han
realizado en el centro y sur del pais, en los estados de Guerrero, Ciudad de
México, Monterrey, San Luis Potosi y Veracruz (Lopez, et al., 2013,Martinez, et
al., 2013,Nava, et al., 2011,Pérez, 2013), utilizando espologotipos y MIRU-
VNTR. Los resultados de estas investigaciones reportan una gran variedad de
linajes, donde LAM, Haarlem, T, X y EAI son los predominantes. Por otro lado,
en San Diego, California, utilizando también espoligotipado y MIRU-VNTR, se
han identificado 13 linajes siendo EAI, LAM y Haarlem los linajes predominantes
(Rodwell, et al., 2012). Todas estas investigaciones son de gran relevancia para
el actual estudio, debido a que Baja California, es un estado fronterizo con un
alto flujo migratorio, tanto del sur de a la frontera Norte de México y viceversa

(Instituto Nacional de Migracién, 2013).

Hasta el 2011, se tiene reportado que el 62% de los migrantes que
provienen del sur de México llegan a residir a Baja California, principalmente a
Tijuana y Mexicali, mientras que el 38% logra cruzar a EE.UU. Entre Baja
California-California se registra aproximadamente 80 millones de cruces al afio,
lo que se traduce a 219,178 cruces por dia. Diversos estudian en paises como

Inglaterra, Suecia, Noruega, Espafa, Australia, Arabia y E.E.U.U. han



determinado que la inmigracion de personas provenientes de paises con alta
incidencia de TB es un factor que contribuye a la propagacién de la TB y el
incremento de la diversidad genética de cepas de M. tuberculosis (Borrell, et al.,
2010,Garfein, et al., 2010,Gilbert, et al., 2009,Massey, et al., 2013,Pareek, et
al., 2011,Svensson, et al., 2011,Varghese, et al., 2013). Debido a lo anterior, se
espera que en el estado de Baja California se registre una alta diversidad de
linajes, los cuales correspondan a los que se han registrado en la regiéon de San
Diego, California y de los estados del centro y sur del pais, de donde provienen

la mayor cantidad de migrantes.

Otro aspecto importante relacionado con la problematica de la TB en el
mundo, es el incremento en el nimero de casos de TB por M. bovis en
humanos, bacteria que es la causa principal de la TB en bovinos. La infeccién
por M. bovis es principalmente a través de la ingestion de leche sin pasteurizar
o derivados de ésta (NOM-EM-017-ZO0-2005, 2005,Secretaria de Agricultura,
2005). En México, el 28% de la leche se comercializa sin pasteurizar para la
preparacion de quesos y derivados (NOM-EM-017-Z0O0-2005, 2005,Secretaria
de Agricultura, 2005). Otra via de infeccién es la respiratoria, por exposicion a
microaerosoles cargados con bacilos, por lo que trabajadores de establos,
rastros y veterinarios son considerados poblaciones de alto riesgo (Biet, et al.,
2005,de Kantor, et al., 2010,Thoen, et al., 2006 ). En paises desarrollados, la
incidencia de TB por M. bovis en los humanos se ha reportado del 10 al 15%.

Asi también, se ha observado un aumento significativo en la incidencia de TB



causada por M. bovis en comunidades fronterizas de EE.UU. y México
(Dankner, et al., 2000,de Kantor, et al., 2010,De la Rua, 2006, Hlavsa, et al.,
2008,Lari, et al., 2006,Mignard, et al., 2006,0labisi, et al., 2008,Padilla, et al.,
2011,Rodwell, et al., 2008,Wilkins, et al., 2008). La identificacién molecular de la
especie de Mycobacterium en los aislados microbioldgicos clinicos es de gran
importancia, debido a que permite aplicar el tratamiento farmacoldgico
adecuado al paciente. La infeccion por M. tuberculosis es indistinguible de la
causada por M. bovis, por lo que se deben de recurrir al cultivo, a las pruebas
bioquimicas y a las técnicas moleculares para lograr el diagnéstico diferencial
(Martinez, et al., 2011,Wayne, et al., 2000). Esto es importante debido a que en
el tratamiento parar M. bovis debe omitirse el uso de la pirazinamida,
medicamento ante el que este organismo presenta resistencia de forma natural

(Toledo, et al., 1999).

El presente estudio describe las caracteristicas moleculares de las
micobacterias aisladas de muestras clinicas de pacientes diagnosticados con
TB en Baja California entre 2009 y 2011. La informacion generada aporta
nuevo conocimiento en la problematica de la TB, tanto a nivel regional, nacional
e internacional. Dicha informacién puede ser utilizada por los tomadores de
decisiones para establecer politicas y estrategias para la deteccion, tratamiento

y seguimiento oportuno de la TB de manera eficiente.



2. ANTECEDENTES

Etiologia

La TB es ocasionada por un grupo de micobacterias del orden
Actinomicetales de la familia Mycobacteriaceae. El complejo Mycobacterium
tuberculosis esta compuesto por las especies M. tuberculosis, M. africanum, M.
bovis, M. bovis BCG y M. microti, asi como de las recientemente reconocidas
M. canettii y M. caprae (Secretaria de Salud, 2007). El género Mycobacterium
comprende microorganismos estrictamente aerobios, bacilares, inmdviles, no
capsulados y de lento crecimiento, siendo su principal reservorio los mamiferos

(Kumate, et al., 2008).

La TB puede afectar a cualquier érgano o tejido, pero se le clasifica
clinicamente en TB pulmonar (TB-P) y TB extrapulmonar, esta ultima incluye a
la TB ganglionar, pleural, urogenital, osteoarticular, meningea y miliar; siendo
las dos ultimas las de mayor gravedad. La TB-P es la forma mas frecuente de
infeccion y representa el 80-85% de los casos a nivel mundial y en México y

(Lozano, 2002,Secretaria de Salud, 2007).

La TB se transmite principalmente por via aérea, a través de la inhalacion

de las micobacterias expulsadas al toser, hablar o estornudar de personas



infectadas. Por otra parte, la via de transmisién menos frecuente es por la
ingestion de leche contaminada con micobacterias, o por contacto con animales

infectados (Lozano, 2002,Secretaria de Salud, 2007).

Patogenia

El contagio con TB inicia con la inhalacion de los bacilos, los cuales se
depositan en los alvéolos y son fagocitados por los macréfagos,
desencadenando una respuesta inmunoldgica liberada por los antigenos de la
membrana y del citoplasma de las micobacterias. Los macréfagos reconocen 'y
procesan dichos antigenos, mostrando esta informacion a los linfocitos T para
que liberen linfocinas que ayudan a la transformacion morfolégica de los
macrofagos en células especializadas llamadas células epiteliales y gigantes de
Langhans, mismas que rodean a los bacilos dando lugar al granuloma
tuberculoso. Después de un tiempo el granuloma se reblandece en su centro y
deja un ndcleo de necrosis caseosa, lo que finaliza el crecimiento bacteriano y
después de un tiempo este termina por calcificarse. Esta respuesta del
organismo es asintomatica y no deja secuelas detectables, pero si queda
memoria inmunoldégica desarrollada por los linfocitos B (Lozano, 2002). Sila
lesion pulmonar continua creciendo, el centro caseoso del granuloma puede
licuarse y vaciarse hacia el bronquio formando una caverna, asi como

diseminarse a 6rganos y tejidos (Kumate, et al., 2008). Las manifestaciones



clinicas que pueden presentarse son: tos seca, dolor toracico, fiebre, pérdida
del apetito y de peso, debilidad, sudoracién nocturna y anemia (Kumate, et al.,

2008).

Enfermedades asociadas

Binomio TB-VIH

La coinfeccion TB-VIH, es un problema significativo de salud publica a
nivel mundial, ya que las personas coinfectadas con TB-VIH tienen de 21 a 34
veces mas probabilidades de desarrollar TB activa que las personas sin VIH
(OMS, 2012). En el afio 2011, se estimaron 1.1 millones de nuevos casos de
coinfeccién TB-VIH en el mundo, de los cuales 430,000 personas murieron de
VIH asociada a TB, equivalente a una de cada tres personas con VIH muere a
causa de la TB (OMS, 2012). En México, hasta el 2012 se tienen registrados
14,062 casos con el binomio TB-VIH, siendo Jalisco el estado que presenta el
mayor niumero de casos (1,958, 13.9%), seguido del Distrito Federal (1,699,
12.1%), Veracruz (1,468, 10.4%) y Baja California con 1,273 (9.1%) (Secretaria
de Salud, 2013). La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) informd
que la infeccién por VIH, al conducir a la declinacién de linfocitos CD4,
importantes para iniciar y mantener la respuesta inmune, afecta la presentacion

clinica y evolucion de la TB, ya que promueve la progresion a enfermedad de



personas infectadas con TB, aumenta la mortalidad y la tasa de recurrencia por

TB incrementando la demanda al sistema de salud (OPS, 2010).

Binomio TB-Diabetes Mellitus

Cerca del 10% de los casos de TB a nivel mundial estan relacionados
con la Diabetes Mellitus (DM). En México, hasta el 2011 se reporté que el
20.9% (4,319) de los casos prevalentes con TB presentaban la coninfeccion TB-
DM (Secretaria de Salud, 2012). El estado de Veracruz es el que presenta el
mayor nimero de casos con el binomio TB-DM (567, 14.3%), seguido de
Guerrero (341,8.6%), Tamaulipas (339, 8.6%), Nuevo Ledn (287,7.2%), Oaxaca
(213, 5.4%) y Baja California (184, 4,6%) (Secretaria de Salud, 2012). La
coinfeccién TB-DM tiene importantes implicaciones en la salud, ya que las
personas con diabetes tienen 2-3 veces mas riesgo de presentar TB activa y
tienen un mayor riesgo de muerte durante el tratamiento de la TB y de recaida

después del tratamiento (OMS, 2011).

Epidemiologia

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), se estima
gue la prevalencia a nivel mundial de TB es de 12 millones de casos,

equivalente a 170 casos por cada 100 mil habitantes, 8.7 millones de casos



incidentes (125 casos por cada 100 mil hab.) y 1.4 millon de personas
fallecieron (14 personas por cada 100 mil hab.) (OMS, 2012). Los cinco paises
gue presentaron el mayor nimero de casos nuevos fueron India (2.2 millones),
China (1 millén), Sur Africa (0.5 millones), Indonesia (0.45 millones) y Pakistan
(0.41 millones). India y China son los paises que presentaron la mayor
prevalencia de 3.1 millones y 1.4 millones de casos, respectivamente, seguido
de Indonesia (0.7 millones), pakistani (0.6 millones) y Sur Africa (0.4 millones).
Respecto a la mortalidad, India presenté el mayor nimero de muertes con 0.3
millones de casos, seguido de Indonesia (65,000), Pakistan (59,000), China
(47,000) y Sur Africa (25,000) (OMS, 2012). En EE.UU. hasta el 2012, se
reportaron un total de 9,951 nuevos casos de TB, lo que representa una
incidencia de 3.2 casos por cada 100,000 habitantes. De estos casos, el 63%
(6,274) corresponden a personas nacidas en el extranjero; de estos ultimos, el
20.8% (1,308) de los casos eran pacientes mexicanos distribuidos
principalmente en los estados de California (37.5%, 490) y Texas (24.8%, 325)

(CDC, 2012).

Baja California es el estado que presenta la mayor tasa de incidencia
(42.7 por 100 mil hab.) y mortalidad (5.99 por 100 mil hab.) de TB en todo
México, para ambos casos, la tasa es tres veces mas que la tasa nacional (14.2
y 1.6 por 100 mil hab., respectivamente) (Secretaria de Salud, 2012). Los

estados de Guerrero, Tamaulipas, Sonora, Nayarit, Sinaloa, Baja California Sur,
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Veracruz y Tabasco son estados que también presentan altas tasas de

incidencia y mortalidad.

En México, hasta el 2011 se han registrado 18,986 casos nuevos de TB
en todas sus formas, en donde el 81.4% de los casos son de TB-P, de los
cuales el 10.8% son menores de 20 afios, 1.5% TB meningea, 5.6% ganglionar
y 11.4% otras formas. El 20.9% de los casos nuevos en todas sus formas estan
asociados a DM, 12.1% a desnutricion, 4.7% alcoholismo y el 7.4% a VIH/SIDA.
El género masculino es el mas afectado por esta infeccién en una razén 1.5:1, a

una edad entre 15 a 54 afios (Secretaria de Salud, 2012).

Migracion

Baja California es uno de los estados considerados como zona de
atraccion de migrantes indigenas, principalmente de Chiapas, Oaxaca,
Veracruz y Guerrero (Rubio, et al., 2000). De acuerdo al INEGI (INEGI, 2011),
Baja California presenta una poblacion total de 3,155,070 habitantes, de los
cuales el 53.4% (1,685,113) nacieron en la entidad y el 41.2% (1,299,733)
nacieron en otra entidad, principalmente de los estados de Sinaloa (7.6%),
Jalisco (4.5%), Sonora (3.9%), Distrito Federal (2.8%), Veracruz (2%),Chiapas
(1.7%) y Guerrero (1.6%), mientras que el 3.6% (114,009) nacieron en EE.UU.

Hasta el 2012 se tiene registrado que 11.9 millones de mexicanos residen en
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EE.UU., siendo California el estado que alberga el mayor nimero de migrantes

mexicanos con 4.4 millones, seguido de Texas con 2.6 millones.

Diagndstico

El método de diagndstico para TB aplicado en México es la baciloscopia
por tincion de Ziehl-Nielsen (OPS, 2008a). Esta técnica tiene la ventaja de ser
simple, rapida y econémica; no obstante, solo es eficiente en pacientes que
presentan como minimo 5 mil a 10 mil bacilos por mililitro de muestra clinica
(OPS, 2008a). El cultivo microbioldgico es el estdndar de oro como diagnéstico
de TB, siendo mas sensible que la baciloscopia, ya que puede mostrar un
minimo de 10 a 100 bacilos presentes en una muestra, y ademas, permite
detectar los casos antes de que lleguen a ser infecciosos. Sin embargo, tiene la
desventaja de tardar entre seis a ocho semanas para su confirmacion, lo que
retrasa el inicio del tratamiento y ayuda a la propagacion de la enfermedad

(OPS, 2008b).

En los dltimos afios se han utilizado marcadores moleculares para el
diagndstico e identificacion de especie de Mycobacterium spp., siendo mas
especificas, sensibles y rapidas que los métodos tradicionales. El gen mtp-40
especifico para M. tuberculosis y el fragmento de ADN de 500 pb especifico

para M. bovis, fueron utilizados para identificar entre estos dos patégenos (Del
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portillo, et al., 1991,Rodriguez, et al., 1995). Sin embargo, la especificidad de
estos métodos fue invalidada debido a que el gen mtp-40 estéa presente en
algunas cepas de M. bovis y el fragmento de ADN de 500 pb se localiza en
algunas cepas de M. tuberculosis (Shah, et al., 2002,Weil, et al., 1996).
Recientemente, se determin6 que M. bovis carece de un fragmento de 12.7 kb,
el cual si se encuentra en M. tuberculosis. Este bloque de delecién, involucra a
la mayor parte del operon mce-3, lo cual puede estar relacionado con la
virulencia en estas dos especies (Bakshi, et al., 2005,Zumarraga, et al., 1999).
Esta seccidn, ha sido utilizada exitosamente como marcador molecular para

identificar y diferenciar rdpidamente ambas especies.

Caracterizacién molecular

RFLP-1S6110

Los primeros estudios para identificar los genotipos en M. tuberculosis se
realizaron mediante la técnica del polimorfismo en la longitud de los fragmentos
de restriccion del elemento de insercion 1IS6110 (RFLP-1S6110) (Cave, et al.,
1991). Dicho elemento se caracteriza por estar presente en multiples copias y
en distintas regiones del genoma del complejo Mycobacterium. Sin embargo,
se requiere grandes cantidades de ADN, es dificil de comparar entre

laboratorios (Van embden, et al., 1993) y tiene la desventaja de tener un bajo
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poder de discriminacion entre cepas con bajas copias de I1IS6110 (Cowan, et al.,

2002,Kremer, et al., 1999,Lee, et al., 2002).

Espoligotipado

La tipificacidon por oligonucleétidos espaciadores (Espoligotipado o
Spoligotyping) (Kamerbeek, et al., 1997,Molhuizen, et al., 1998) se basa en
detectar la presencia o ausencia de 43 espaciadores que flanquean una region
del elemento de insercion 1S6110 llamada de repeticion directa (DR). Tiene la
ventaja de ser un método de bajo costo, los resultados se pueden representar
como datos digitales y pueden correlacionarse con otros marcadores genéticos,
ademas es altamente reproducible y tiene un buen nivel de sensibilidad para
diferenciar entre cepas. Sin embargo, tiene bajo poder de discriminacién para
diferenciar dentro de las grandes familias, tales como la familia Beijing (Driscoll,

2009).

MIRU-VNTR

Los marcadores MIRU-VNTR (Mazars, et al., 2001 ,Supply, et al., 2000)
representan una estrategia de genotipado 100% reproducible, sensible y
especifica, con un alto poder de discriminacion entre las cepas del complejo M.

tuberculosis, aun tratdndose de cepas del genotipo de Beijing (Allix-Béguec, et
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al., 2008a,Cowan, et al., 2002,Mazars, et al., 2001 ,Oelemann, et al.,
2007,Supply, et al., 2001,Supply, et al., 2000). Se encuentran dispersos en 41
regiones del cromosoma de M. tuberculosis H37Rv, de los cuales 12, 15y 24
son altamente polimérficos (Supply, et al., 2006). Se caracterizan por tener un
tamafio 51 a 77 pb de longitud, son polimérficos en el nimero de repeticiones
en tandem y a nivel de secuencia entre las unidades de repeticién. Los genes
gue flanquean los MIRU estan involucrados en diversas vias metabdlicas que
incluyen lipidos, acidos nucleicos, biosintesis o degradacion de proteinas,
produccion de energia y la transduccion de sefiales (Supply, et al., 2000). El
método de MIRU-VNTR es el mas utilizado en la actualidad para la
caracterizacion genética en aislados del complejo M. tuberculosis; incluso para
aguellas cepas con un namero reducido de copias del elemento 1S6110. Tiene
la gran ventaja de ser un procedimiento automatizado y para el que se cuenta
con bases de datos de acceso publico que permiten el analisis y la comparacion
de resultados en forma rapida y precisa (Allix-Béguec, et al., 2004,Mazars, et
al., 2001 ,Supply, et al., 2001). Diversas investigaciones han utilizado los MIRU-
VNTR para estudios genéticos y epidemiolégicos, asi como para analizar
cambios evolutivos en las poblaciones de patdgenos y para darle seguimiento a
los brotes infecciosos de M. tuberculosis (Allix-Béguec, et al., 2004,Supply, et
al., 2001). Asimismo, se han empleado para detectar infecciones de TB por
multiples cepas, para identificar contaminacion cruzada en laboratorios,
determinar el origen y dispersion de las cepas (Allix-Béguec, et al.,

2004,Dickman, et al., 2010,Wirth, et al., 2008).
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Bases de Datos

Con el objetivo de comparar resultados entre laboratorios se han creado
bases de datos internacionales, como MIRU-VNTR plus® (http://www.miru-
vntrplus.org/MIRU/index.faces) y SITVIT2® (http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE), esta ultima es administrada por el
Instituto Pasteur de Guadalupe e incluye 7,105 patrones de espoligotipado que
corresponden a 58,180 aislados clinicos provenientes de 153 paises. Se
describen 2,740 espoligotipos internacionales (SIT), que incluyen 58,816
aislados agrupados y 4,365 aislados huérfanos, es decir genotipos que solo han
sido reportados una vez en el mundo. Por otro lado, contiene 2,379 patrones
de 12 MIRU-VNTR de 8,161 aislados clinicos provenientes de 87 paises, los
cuales se encuentran agrupados en 847 tipos internacionales de MIRU (MIT)

gue incluyen 6,626 aislados agrupados y 1,533 huérfanos (Demay, et al., 2012).

La distribucion mundial de los SIT y MIT se determiné considerando ocho
regiones. Europa y América del Norte que representan el 65.5% de los aislados
analizados. Africa, Asia de extremo Oriente, Oriente Medio, Asia central y
América Sur representa del 6.5% a 8.3%, mientras que América Central y
Oceania estan insuficientemente representadas, con 3.6% y 1.1% (Brudey, et
al., 2006). Los espoligotipos huérfanos representan el 34.5% en Europa, 30%

en América (14.9% del Norte y 13.5% del Sur), 23% en Asia 'y 11.7% en Africa.
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De los patrones de MIRU huérfanos el 54.1% se encuentran en Europa, 22.9%
en América (17% del Norte), 15.3% en Asia y <4% en Africa y Oceania (Demay,

et al., 2012).

La base de datos MIRU-VNTR plus® incluye 186 aislados que
representan a los linajes predominantes del complejo M. tuberculosis. Permite
analizar y comparar genotipos basados en 12 MIRU-VNTR asi como sets de 15
y 24 loci, espoligotipos, SNP’s, 1S6110 entre otros, de forma individual o
combinados. Las herramientas para la exploracion de los datos incluye
basqueda de similitud, creacion de arboles filogenéticos y de minima expansion,
y mapeo de informacion geografica (Allix-Béguec, et al., 2008b,Weniger, et al.,

2010).

Distribucion mundial de los principales linajes

Se ha reportado una alta diversidad de linajes por espoligotipado y
MIRU-VNTR, siendo los linajes LAM, Beijing, EAI, Haarlem, S, X, Dehli/CAS y
Bovis los reportados por ambos marcadores; los linajes T, AFRI y MANU son
determinados exclusivamente por espoligotipado, mientras que los linajes
Ghana, Cameroon, NEW-1, Uganda I, Uganda Il, TUR y URAL son

determinados por MIRU-VNTR.
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En América del Norte se han reportado todos los linajes, mientras que en
Europa los linajes predominantes son T y Haarlem. Africa, América Central,
Europa y América del Sur, coinciden en la presencia de Haarlem, LAMy T
como los principales linajes. En Asia los linajes predominantes son Beijing, EAI
y CAS (Demay, et al., 2012). El linaje Latinoamericano y del mediterraneo
(LAM) representa cerca del 50% de los casos con TB en América del Sur
(Demay, et al., 2012), mientras que en Venezuela (65%), en el Mediterraneo y
en la region del Caribe es el linaje predominante (Brudey, et al., 2006). El
linaje T se ha determinado en todos los paises, pero es predominante en
Europa y Asia Occidental con 35% de los casos de TB, en América del Norte y
del Sur representa el 20% y 27% de los casos, respectivamente (Demay, et al.,
2012). Ellinaje Haarlem es el segundo linaje mas representativo de Europa,
identificado en 24% de los casos con TB. En América del Norte y del Sur
representa alrededor del 20% y 16% de los casos, respectivamente (Demay, et
al., 2012). Ellinaje S es mas frecuente en el Norte de Africa en 8% de los
casos, mientras que en Sur de Africa y Sur de Europa representa el 6% de los
casos, respectivamente (Demay, et al., 2012). Ellinaje X es altamente
prevalente en América del Norte y América Central (22% y 12%) (Brudey, et al.,
2006); particularmente en Estados Unidos y el Caribe (8.2%). En Africa del Sur

representa el 17% de los casos (Demay, et al., 2012).

El linaje Beijing es predominante en el Centro, Este y Sureste de Asia

representando el 50% de los casos con TB. En América del Norte representa
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alrededor del 20% de los casos (Demay, et al., 2012). El linaje del Este de
Africa y la India (EAI) es prevalente en el Norte de Europa, Sur y Sureste de
Asia, identificado en 25%, 37% y 33% de los casos, respectivamente (Demay,
et al., 2012); particularmente es predominante en Filipinas, Malasia, Myanmar,
Vietnam y Tailandia (Brudey, et al., 2006). El linaje CAS se localiza en el Medio
Oriente y Asia Central, especificamente en el Sur de Asia, causante del 21% de
los casos con TB y preferentemente reportado en la India en el 75% de los
casos. También ha sido reportado en regiones como Pakistan e Iran, Africa,
América y Oceania (Brudey, et al., 2006).El linaje MANU es uno de los linajes

recientemente descritos y es originario de la India (Brudey, et al., 2006).

Los linajes Cameroon y Uganda |, I, han sido reportados en América del
Norte (Canada, EE.UU.), Africa y en Uganda (Christianson, et al.,
2010,Nabyonga, et al., 2011,Rodwell, et al., 2012). El linaje de Ghana es
predominante en Africa, pero se ha identificado tanto en Europa como en
América (Wirth, et al., 2008). Los linajes NEW-1, TUR y URAL, también han
sido reportados en Canada y Estados Unidos asi como en Alemania

(Christianson, et al., 2010,Nabyonga, et al., 2011,Rodwell, et al., 2012).

Epidemiologia molecular

La epidemiologia molecular se ha desarrollado a partir de la integracion

de la biologia molecular en la investigacion epidemioldgica. Dicha ciencia tiene
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como objetivo el estudio de los factores de riesgos genéticos y ambientales de
nivel molecular en la etiologia, la distribucion y la prevencién de las
enfermedades. Puede abarcar estudios descriptivos y analiticos para evaluar
las interacciones huésped-ambiente en la enfermedad; investigaciones sobre
estrategias de control de las enfermedades de origen bacteriano a través del
diagndstico molecular y localizacién de individuos susceptibles mediante
programas genéticos de deteccidn aplicados a la prevenciéon de enfermedades
(OPS, 1994). Las técnicas moleculares como el espoligotipado y MIRU-VNTR
permiten identificar el linaje y genotipo de las cepas de M. tuberculosis. Por otra
parte permiten identificar infecciones de TB por reactivacion o infeccion
exdgena; aspecto importante para el control y prevencion de la enfermedad

(Cardoso, et al., 2011).

Diversas investigaciones han identificado los linajes y la diversidad
genética para determinar el origen de las cepas circulantes. Por ejemplo,
Nabyonga et. al. (2011), analizaron 113 aislados de M. tuberculosis en
Kampala, Uganda por medio de 15 MIRU-VNTR. Se identificaron 94 genotipos
agrupados en diez linajes, siendo Uganda | y Uganda Il los predominantes. El
26% (29) de los aislados fueron unicos de la region, al no estar reportados en la
base de datos de referencia (MIRU-VNTR plus). Se reporté una tasa de
transmision recientes de 17% y un indice de discriminacion de 0.996

(Nabyonga, et al., 2011).
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En Republica de Georgia, se analizé con el set de 24 MIRU-VNTR y
espoligotipado la propagacion de la TB multirresistente asociada al linaje
Beijing. Entre los 182 aislados de M. tuberculosis analizados el linaje
predominante fue Beijing, seguido de LAM, Ural y Haarlem. Un total de 62
genotipos fueron Unicos de la region denominados “Georgia-H37RV-like". Todos
los linajes presentaron resistencia tanto a isoniacida, como a estreptomicina.
Para los linajes Beijing, Ural y "Georgia-H37RV-like" se reporto resistencia a
rifampicina. Solo los linajes Ural y Beijing resultaron multirresistencia, siendo
este dltimo el presentd el mayor numero de aislados. En total se obtuvieron 22

genotipos en cluster y 97 unicos (Niemann, et al., 2010b).

En un estudio realizado en Corea del Sur, se determiné la diversidad
genética con 24 MIRU-VNTR y espoligotipado de 208 aislados donde el 97.1%
fueron genotipos del linaje Beijing, de estos, el 30.3% (63) presentaban
multirresistencia (MDR) y el 9.6% (20) TB extremadamente resistente (XDR),
corroborando la asociacion del linaje Beijing y la farmacorresistencia. El
analisis con MIRU-VNTR, generd 25 genotipos en cluster con una tasa de
agrupamientos de 22.3% y 35 genotipos unicos. El 60% (12) fueron aislados

XDR y 34.9% (22) MDR (Chola, et al., 2010).
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En San Diego, California se determind la diversidad genética en 832
aislados de M. tuberculosis utilizando espoligotipado y MIRU-VNTR, se
identificaron 446 genotipos y una tasa de transmision de 46%. En total se
identificaron 13 linajes, siendo EAI, LAM y Haarlem los predominantes (Rodwell,
et al., 2012). Otro estudio en Canada, evalu6 650 aislados clinicos con TB, el
poder de discriminacion de los diferentes set de locus MIRU-VNTR (12, 15y
24), donde el set de 12 locus identificd 150 genotipos Unicos con un indice de
discriminacion de 0.895 y una tasa de agrupamiento de 75.7%, con el set de 15
locus se identificaron 232 genotipos Unicos, un indice de discriminacion de
0.917 y una tasa de agrupamiento de 64.3%, a diferencia de 247 genotipos
Unicos identificados con el set de 24 locus, un indice de discriminacion de 0.920
y una tasa de agrupamiento de 62%. Respecto a los linajes identificados, el set
de 12 loci reportd el mayor niumero de linajes multiples 282 vs 1 con el set de 24
loci mientras que con ambos sets el linaje S fue el predominante. Por lo tanto,
se considerd que la metodologia de 15 locus es un método altamente
discriminatorio de primera linea para el genotipado de M. tuberculosis y se debe
considerar como un reemplazo para el set de 12 locus (Christianson, et al.,

2010).

Un estudio realizado en tres sitios del Caribe ( Guadalupe, Martinica y la
Guayana Francesa) por un periodo de dos afos, se identificaron

molecularmente 176 casos positivos de TB. Utilizando la técnica de
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espoligotipado se detectaron 76 genotipos, 30 en cluster y 46 Unicos, mientras
gue por MIRU-VNTR se reportaron 97 genotipos, 24 en cluster y 73 Unicos.
Combinando ambos marcadores un total de 116 genotipos fueron identificados,
20 en cluster y 96 Unicos. Los linajes LAM, Haarlem y T representaron el 73.3%

de los aislados (Millet, et al., 2011).

Paises como Honduras, Venezuela y Paraguay también han determinado
la diversidad genética utilizando espoligotipado y MIRU-VNTR, donde LAM es el
principal linaje identificado, seguido de Haarlem, Ty X. El linaje Beijing fue
reportado en los tres paises con una distribucion menor o igual al 0.5% (Abadia,

et al., 2009,Candia, et al., 2007,Rosales, et al., 2010)

En México, diversas investigaciones realizadas en los estados de
Monterrey, Guerrero, Ciudad de México, San Luis Potosi y Veracruz, han
utilizado espologotipos y MIRU-VNTR para determinar la diversidad genética de
M. tuberculosis, identificando gran variedad de linajes, donde LAM, Haarlem, T,
X'y EAI son los predominantes (L6pez, et al., 2013,Martinez, et al.,

2013,Molina, et al., 2010,Nava, et al., 2011,Pérez, 2013).

Mycobacterium bovis

La especie M. bovis es el agente causal de la TB bovina que afecta con
mas frecuencia al ganado vacuno y a otros animales como los bufalos, alces y

venados. Sin embargo es considerada una fuente potencial de casos de TB en
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humano afectando los pulmones, ganglios linfaticos y otras partes del cuerpo
(Milian, et al., 2010). La infeccion por M. bovis es clinica, radiolégica y
microscépicamente indistinguible de la TB causada por M. tuberculosis
(Martinez, et al., 2011,Wayne, et al., 2000), lo que ocasiona un problema en la
salud del paciente con TB, ya que M. bovis es resistente natural a pirazinamida
un farmaco de primera linea aplicado en el tratamiento primario contra la TB
(Toledo, et al., 1999), sin embargo se ha reportado que una subespecie de M.

bovis llamada caprae si es susceptible a la pirazinamida (Aranaz, et al., 2003).

En paises desarrollados, la incidencia de TB por M. bovis en los
humanos se ha reportado del 10 al 15%. Asi también, se ha observado un
aumento significativo en la incidencia de TB causada por M. bovis en
comunidades fronterizas de EE.UU. y México (Dankner, et al., 2000,de Kantor,
et al., 2010,De la Rua, 2006, Hlavsa, et al., 2008,Lari, et al., 2006,Mignard, et
al., 2006,0labisi, et al., 2008,Padilla, et al., 2011,Rodwell, et al., 2008,Wilkins, et
al., 2008). Un estudio retrospectivo realizado en San Diego, California mostro
un incremento en los casos registrados de TB por M. bovis, de 5% en 1994 al
11% en 2005. De estos >96% de los casos eran personas hispanas, de los
cuales el 60% era de origen mexicano. (Rodwell, et al., 2008). En el periodo
2005 — 2008, en la misma localidad, el nUmero de casos detectados como M.
bovis fue del 10.4% y el resto como M. tuberculosis (Rodwell et. al. 2012). Un

aspecto importante de resaltar es que en el estudio realizado por Rodwell et. al.
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(2008), se determind que las personas infectadas con M. bovis tenian 2.55
veces mas probabilidad de morir durante el tratamiento, en comparacion con las

gue se encontraban infectadas con M. tuberculosis.
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3. HIPOTESIS

El alto indice de migracién poblacional y la alta incidencia de tuberculosis en
Baja California influyen en la transmision de la enfermedad. Por lo que se
espera que exista una alta diversidad genética en los aislados clinicos del

complejo M. tuberculosis en la region.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar las caracteristicas genéticas de aislados microbiolégicos de
Mycobacterium bovis y M. tuberculosis de muestras clinicas de pacientes
diagnosticados con tuberculosis en Baja California en el periodo de Octubre

2009 a Abril del 2011.

4.2 Objetivos especificos

1. Identificar molecularmente los aislados clinicos como M. tuberculosis o M.
bovis.

2. ldentificar y caracterizar molecularmente los linajes a los que pertenecen los
aislados clinicos de M. tuberculosis y M. bovis utilizando 12 loci de
minisatélites MIRU-VNTR.

3. Analizar la distribucién de los linajes de M. tuberculosis y M. bovis en la
poblacién de estudio.

4. Determinar la relacion entre las caracteristicas genéticas de M. tuberculosis
y M. bovis con las caracteristicas epidemiolégicas en la poblacion de

estudio.

27



5. METODOLOGIA

5.1 Disefio y tamafio de muestra

Estudio cuantitativo, descriptivo, analitico, transversal, cuya finalidad es conocer
la diversidad genética molecular de las micobacterias causantes de TB en la
poblacién que acude a clinicas de la Secretaria de Salud del Estado de Baja
California. El muestreo se realiz6 a conveniencia, el tamafio de muestra fue de
acuerdo al numero de personas diagnosticadas con TB en las clinicas de la
Secretaria de Salud de Baja California durante el periodo de Octubre 2009 a

Abril del 2011.

5.2 Poblacion de estudio y obtencion de muestras

Se colectaron durante 18 meses (Octubre 2009 a Abril del 2011), 309
muestras de aislados microbiologicos de muestras clinicas, correspondiente al
mismo numero de pacientes diagnosticados con TB en clinicas de la Secretaria
de Salud en Baja California. Las muestras clinicas fueron referidas al
Laboratorio Estatal de Tuberculosis de Baja California, del Hospital General de
Tijuana (LETBC), en donde se realizé el andlisis baciloscopico y el cultivo
microbiolégico. Posteriormente, se tomo6 una muestra de cada uno de los
aislados clinicos y se trasladaron al Laboratorio de Epidemiologia y Ecologia
Molecular (LEEM) de la Escuela de Ciencias de la Salud, UABC Ensenada para
su analisis molecular. De todos los aislados clinicos colectados, se realizo una

busqueda del expediente clinico del paciente correspondiente en la Plataforma
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Unica de Tuberculosis de la Secretaria de Salud (Anexo 1), con el objetivo de
obtener los datos sociodemograficos y clinicos existentes. Ademas, se obtuvo
un oficio de colaboracién por parte de la Secretaria de Salud, asi como la
aprobacion del Comité de Bioética del Hospital General de Tijuana para la
realizacion del proyecto. Se mantuvo la confidencialidad y proteccién de la
informacion obtenida en todos y cada uno de los casos, en cumplimiento del
articulo décimo séptimo de los lineamientos generales de proteccion de datos
personales, publicados en el Diario Oficial de la Federacion el 30 de Septiembre

del afio 2005.

5.3 Estudio microbiolégico (aislamientos clinicos)

Las muestras positivas de la baciloscopia se cultivaron por duplicado en
cultivo Lowenstein-Jensen (LJ), incluyendo la cepa de referencia de M.
tuberculosis H37Rv como control positivo, este estudio se realizd en el LETBC.
Las muestras fueron descontaminadas previamente con el método de Petroff
(Koneman, et al., 1997). Se tomé de 0.5 — 1.0 mL de esputo adicionando NaOH
para lograr una concentracién del 1%, posteriormente se centrifugé a 3,000 x g
por 15 min. El sedimento fue reconstituido hasta llegar a 2.5 mL con buffer de
fosfato pH 6.8, posteriormente se inoculd por duplicado en el medio LJ. Uno de
los dos tubos se cubrié con papel aluminio, lo que permitié reconocer las

colonias pigmentadas que crecen en la oscuridad. Se incubaron a 37 °Cy se
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realizaron observaciones una vez por semana durante ocho semanas, tomando
nota del tiempo en que se desarrollaron en el medio LJ. Cuando se presento
crecimiento bacteriano, se tomé de 200 - 500 mg de masa bacilar, y se colocé
en tubos de 1.5 mL herméticamente cerrados y fueron transportados bajo
condiciones de seguridad y en red de frio al LEEM, el cual cuenta con las

instalaciones de Bioseguridad Nivel Il (BSL3).

5.4 Anélisis Molecular

Se desarroll6 en tres partes: 1) Extraccién de DNA, 2) Identificacién
molecular para diferenciar entre M. tuberculosis y M. bovis, 3) Determinacion de

genotipos, linajes y complejos clonales utilizando 12 loci de MIRUSs.

5.4.1 Extraccién de ADN

Se llevé a cabo directamente de los aislados clinicos colectados bajo
condiciones de BSL3. La extraccion se realiz6 utilizando 500 mg de la masa
bacilar homogenizados con 100 uL solucién de lisis (10 mM Tris-HCI [pH 8.3], 2
mM MgCl,, 50 mM KCI). Se incubd 15 min a 95 °C, después se centrifugé por
10 min a 6,000 rpm y se transfirié el sobrenadante a un tubo de 1.5 mL limpio y
etiquetado (Yugueros, et al., 1999). Por ultimo, el DNA extraido fue

almacenado a -20 °C hasta su posterior andlisis. La calidad y cantidad del DNA
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se evaluo por electroforesis en geles de agarosa al 1.4% a 100 mV por 30 min
tefidos con Gelstar (Cambrex®). Se utiliz6 una regla molecular como
referencia para evaluar el tamafio y la concentracion del DNA obtenido (Mass

Ruler low range DNA Ladder, Fermentas, USA).

5.4.2 Identificacién molecular de especie

Con el objetivo de identificar la especie de micobacteria, las muestras de
DNA fueron analizadas mediante la amplificacién de una region del operon
mce-3 (mammalian cell- entry, por sus siglas en inglés). La identificacion
molecular consistié en la amplificacion de un fragmento de 337 pb que
corresponde a la especie de M. tuberculosis y un fragmento de 168 pb
correspondiente a M. bovis (Bakshi, et al., 2005). La amplificacion se realiz
mediante una PCR multiplex (mPCR), utilizando tres cebadores, un cebador
cadena arriba (forward) para ambas especies y dos cadena abajo (reverse)
especificos para cada especie. Las condiciones de la reaccion se realizaron de
acuerdo a las especificaciones del autor (Bakshi, et al., 2005) con algunas
modificaciones. EIl volumen final de la reaccion fue 10 uL, constituida de 5 a 20
ng de DNA, 0.4X de Buffer (Apex), 0.8 mM dNTP’s, 1.5 mM MgCl, (Apex) 0.40
MM de cada cebador, 1X de BSA (BioLab), 0.05 U Taqg DNA polimerasa
(SIGMA®). El perfil de temperatura fue de un ciclo de 94 °C por 5 min, seguido

de 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 52.3 °C por 1.5 miny 72 °C por 1 min y un ciclo
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final de 72 °C por 10 min. En todas las reacciones se incluyé la cepa H37Rv de
M. tuberculosis, M. bovis AN5 y M. bovis BCG como controles positivos y como
control negativo agua nanopura grado molecular. La calidad y cantidad de los
productos amplificados se evalu6 en geles de agarosa al 2% a 100 mV por 30
min, tefiidos con Gelstar (Cambrex®). Para la identificacion del tamafio del
fragmento amplificado se utilizé una regla molecular (Mass Ruler low

range DNA Ladder (Fermentas, USA).

5.4.3 Genotipado con MIRU-VNTR

Con el objetivo de caracterizar e identificar genéticamente los aislados
clinicos, se utilizé un set de 12 loci de MIRU-VNTR (MIRU 02, 04, 10, 16, 20,
23, 24, 26, 27, 31, 39, 40) diseiiados por Supply et al. (2005,2001). Los
cebadores de inicio fueron marcados con un fluorocromo especifico (Anexo 2)
y se amplificaron mediante reacciones de PCR siguiendo los protocolos
reportados por Supply et. al. (Supply, 2005,2001) con algunas modificaciones.
El volumen total de la reaccion consistié de 15 pL, con 5 a 20 ng de DNA, 1X
Buffer (Biorad), 0.12 mM dNTPs, 2.5 mM MgClI, (BioRad), 0.4 uM de cada
cebador, 0.05 U Taq DNA polimerasa (SIGMA®). El perfil de temperatura para
cada uno de los MIRUs utilizados se describe en la Tabla 1. En todas las
reacciones se incluyo la cepa H37Rv de M. tuberculosis y M. bovis AN5 como

controles positivos y como control negativo agua nanopura grado molecular.

32



Tabla 1. Condiciones de temperatura de las reacciones de PCR para cada uno de los 12
loci de MIRU-VNTR amplificados.

MIRU 10, 20, 23, 24, 26, 27, 31, 39, 40

Temperatura Tiempo Ciclo
95 °C 3 min 1x
96 °C 50 s
55 °C* 50 s 33x
72 °C 1 min
72 °C 10 min 1x
10 °C o

*En los MIRU 02 y 04 la temperatura de alineacién cambia a 58 °C.

MIRU 16

Temperatura Tiempo Ciclo
95 °C 3 min 1X
96 °C 30s
48°C 30s 33X
72 °C 1 min
72 °C 10 min 1X
10 °C o

La concentracién de los fragmentos amplificados fue evaluada mediante
eletroforesis en gel de agarosa al 2% a 100 V por 30 min, tefiidos con Gelstar
(Cambrex®) y visualizados con luz UV con un marcador de peso molecular para
cuantificacion (MassRuler™ Low Range DNA Ladder, ready-to-use, 80-1031 bp,

Fermentas). Los fragmentos amplificados se prepararon a una concentracién de
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2 ng/uL y se enviaron al laboratorio comercial SegXcel Inc.
(http://www.segxcel.com), en la ciudad de San Diego, California, EE.UU. donde
fueron genotipadas mediante un secuenciador automatico de DNA ABI PRISM®

3130 Genetic Analyzer.

5.4.4 Andlisis de genotipos

El analisis de genotipos se realizd con el objetivo de determinar las
caracteristicas genéticas de los aislados de M. tuberculosis y M. bovis
colectadas. Los cromatogramas obtenidos para cada locus MIRU-VNTR fueron
analizados con el programa GeneMarker Software 1.71 (Softgenetics®) para
asignar el tamafio de alelos. El tamafio de los alelos de los 12 loci MIRU-VNTR
fueron convertidos a un cédigo numérico (Allix-Béguec, et al., 2004,Supply, et
al., 2001,Supply, et al., 2000) disponible en la Guia Técnica “Multilocus Variable
Number Tandem Repeat Genotyping of Mycobacterium tuberculosis Technical

Guide” (Supply, 2005,Supply, et al., 2006).
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El c6digo numérico de cada uno de los genotipos fue analizado en dos
diferentes bases de datos con el objetivo de asignar los linajes

correspondientes:

1) MIRU-VNTR plus
http://www.miruvntrplus.org/MIRU/index.faces

2) SITVIT WEB
http://www.pasteurguadeloupe.fr:8081/SITVIT ONLINE/description.jsp

MIRU-VNTR plus

La asignacion de los linajes se realizé utilizando la herramienta “similitud de
busqueda” que compara los genotipos con una coleccién de 186 genotipos del
complejo M. tuberculosis, que representan los principales linajes a nivel
mundial. Se construy6 un dendograma con el algoritmo UPGMA con la distancia
genética categorica para determinar las similitudes entre los aislados e
identificar “genotipos Unicos” y “genotipos idénticos” (cluster). Los genotipos
unicos, son aquellos que solo estan representados por un solo aislado y los
clusters se definen como dos o mas aislados de diferentes pacientes que
presentan el mismo genotipo Los aislados que no coinciden con algun otro
reportado en la base de datos de MIRU-VNTR plus son considerados como

genotipos No Definidos (Rodwell, et al., 2012).
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Los cluster son el resultado de transmision reciente, adquirido de
persona a persona; mientras que los genotipos Unicos son originados por
reactivacion de infecciones de TB latentes adquiridos en diferente tiempo y
espacio (Small, et al., 1994). La tasa de trasmision fue calculada como: nimero
de aislados en cluster menos el nUmero de cluster entre el nimero total de
aislados; toma valores de 0 a 1 6 de 0 a 100%, donde el valor de O representa
casos de TB por reactivacién y el valor de 1 representa casos por transmision

reciente (Nabyonga, et al., 2011, Tazi, et al., 2007).

La relacion genética entre los genotipos fue analizada con un arbol de
minima expansion, generado en la base de datos MIRU-VNTR plus. Los
genotipos fueron agrupados en complejos clonales, los cuales se definen como
un grupo de aislados genéticamente relacionadas con no mas de un locus
MIRU-VNTR de diferencia entre ellos (Allix-Béguec, et al., 2008a,Rodwell, et

al., 2012,Weniger, et al., 2010).

SITVIT WEB

Cada genotipo fue comparado con 2379 MIT s (nUmeros internacionales
de MIRU). Un MIT es asignado cuando un genotipo es idéntico a los reportados
en la base de datos SITVIT, los genotipos que no coinciden son reportados

como huérfanos (Unicos).
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5.4.5 Poder de discriminacién entre loci.

El poder de discriminacion de cada uno de los 12 loci de MIRU-VNTR,
fue calculado con el indice Discriminatorio de Hunter-Gaston (HGDI) (Hunter, et
al., 1988), el cual determina la capacidad de un método de tipificacion de
distinguir cepas no relacionadas genéticamente entre si (Anexo 3).

Los loci que presentaron un valor de HGDI > 0.6 fueron clasificados como
altamente discriminante; los que presentaron valores entre > 0.3 a< 0.6
moderados y < 0.3 se clasificaron con bajo poder de discriminacion (Sola, et

al., 2003).

5.5 Estudio epidemioldgico

La informacion sociodemogréfica y clinica de los pacientes permitio
construir una matriz de 24 variables, la cual fue analizada con el programa
Statistic 8.0 para determinar asociaciones entre las variables clinicas
(baciloscopia, tipo de ingreso y egreso al tratamiento de TB, esquema y tiempo
de tratamiento, enfermedades asociadas y localizacion de la TB); variables
sociodemogréficas (edad y sexo, lugar de nacimiento y residencia, ocupacion y

escolaridad) y variables moleculares (linaje, genotipos) (Anexo 2).

El andlisis de baciloscopia se realiz6 en el LETBC utilizando la técnica de

tincién de Ziehl-Neelsen (Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiolégicos,
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2003,Koch, et al., 1965) y los resultados fueron enviados al LEEM. Este analisis

fue de rutina para todas las muestras clinicas referidas al LETBC.

5.6 Analisis epidemiolégico molecular

Andlisis genético entre Baja California, San Diego y México

Se realiz6é un analisis comparativo entre los genotipos reportados en este
estudio, 5 estados de México (Monterrey, Guerrero, San Luis Potosi, Cd.
México y Veracruz) y San Diego, California, los cuales utilizaron 12 y 15 MIRU-
VNTR y/o espoligotipado (Rodwell, et al., 2012), con la finalidad de identificar la

presencia de genotipos idénticos en ambas regiones.

Analisis entre caracteristicas moleculares y epidemiolégicas.

Se analiz6 la asociacion entre los linajes y genotipos y las caracteristicas
clinicas y sociodemograficas mediante un analisis de regresion logistica (P <

0.05).
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6. RESULTADOS

En total se colectaron 323 aislados clinicos correspondientes al mismo
namero de pacientes, sin embargo, solo se logré extraer DNA de 309
aislados. Con respecto al genotipo, solo 213 muestras de DNA amplificaron los
12 loci MIRU-VNTR, y de estas, solo 176 muestras contaban con la informacion

epidemioldgica correspondiente.

6.1 Analisis molecular
6.1.1 Identificacion molecular de especie infectante

Se identificaron molecularmente 309 aislados, de los cuales el 2% (6) fueron M.

bovis y el 98% (303) fueron M. tuberculosis (Fig. 1).
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Figura 1. Electroforesis de la PCR multiplex del operon mce-3 para la identificacion de M.
bovis (168 pb) y M. tuberculosis (337 pb).

E = escalera, C+T= control positivo de M. tuberculosis, C01, C02, C03 aislados clinicos
identificados como M. tuberculosis; C+B=control positivo de M. bovis C04, C05 C06 aislados
clinicos identificados como M. bovis, C- = control negativo (agua nanopura).
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6.1.2 Andlisis de genotipo (MIRU-VNTR)

Diversidad genética

El nimero total de alelos detectados por locus varié de 2 en MIRU-24 a

6 en MIRU-26 y MIRU-40. La diversidad alélica varié de 0.08 en el MIRU 24 a

0.73 en el MIRU 40 (Tabla 2).

Tabla 2. Namero de alelos y diversidad alélica determinados en este estudio y
comparacién con otros estudios.

Este estudio Demay et al., Alonso et al., Sharma et al.
2012 2008 2008
Locus Numero
(MIRU-VNTR) a|2|eos HGDI HGDI HGDI HGDI
40 6 0.73 0.55 0.73 0.81
10 5 0.63 0.51 0.68 0.84
26 6 0.52 0.48 0.46 0.89
16 6 0.51 0.42 0.45 0.84
23 4 0.47 0.26 0.65 -
31 4 0.43 0.43 0.36 -
4 4 0.36 0.24 0.21 0.58
2 3 0.27 0.13 0.23 -
27 5 0.26 0.14 0.13 -
39 4 0.24 0.16 0.09 0.76
20 3 0.16 0.14 0.16 -
24 2 0.08 0.03 0.06 -
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6.1.3 Lingje

MIRU-VNTR plus

Los 213 aislados genotipados se distribuyeron en 11 linajes, siendo el
linaje de América Latina-Mediterraneo (LAM) el predominante (22.5%). Se
reportd el linaje Beijing en 5.6% de los aislados. El linaje X fue el menos
frecuente, identificandolo en solo un aislado (0.5%). El 14.6% de los aislados
no coincidié con ninguno de los genotipos reportados en la base de datos de
referencia MIRU-VNTRplus, por lo que se les clasifico como linaje no definido.
Estudios realizados en el centro y norte del pais en los estados de Guerrero,
Monterrey, Veracruz y Cd. de México, el linaje predominante es T, seguido de
EAly LAM (L6pez, et al., 2010,Martinez, et al., 2013,Molina, et al., 2010,Nava,
et al., 2011,Pérez, 2013), mientras que en San Diego California el linaje méas
frecuente fue EAI (30.9%), seguido de LAM (16.9%) y Haarlem (15.1%)

(Rodwell, et al., 2012) (Fig.2).

6.1.4 Genotipos

Se identificaron 95 genotipos, 29 genotipos en clisteres (69%) (Tabla 3) y 66
genotipos unicos (31%) (Tabla 4). Cada cluster se encuentra formado por un

minimo de dos a un méaximo de 20 aislados.
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Figura 2. Linajes distribuidos en Baja California, San Diego y México.
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Tabla 3. Genotipos idénticos (cluster) en las muestras clinicas de las micobacterias analizadas.

Numerq de Genotipo Linaje Aislados
Genotipo
1 124326163325 LAM C73, C227, C320
2 224226133321 LAM C274, C283, C292
3 224226143321 LAM C12, C182
C101, C110, C117, C157, C168, C170, C175, C181, C191, C209,
4 224226153321 LAM C248. C252. C256. C258. C266, C284, C312. C317
5 224316163227 LAM C265, C298
6 233325153324 S C211, C319
7 234325153324 S C34, C306
C38, C47, C48, C67, C72, C102, C114, C167, C174, C178, C206,
8 333325153222 S C218. C222, C226, C242, C246, C261, C277, C282, C310
9 224425153322 Haarlem | C279, C295
10 225323153325 Haarlem | C244, C251, C264, C276, C321
11 225325133324 Haarlem | C200, C224, C301
12 225325153322 Haarlem  |C116, C189
12 P25305153303 Haarlem | C83. C120, C169, C179, C180, C183, C185, C187, C240, C247, C269,
C305, C308
14 223325153323 Cameroon | C46,C91,C93,C115,C119,C250,C296,C299,C300
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15

16

17

18

19

20

21

22

23

25

26

27

28

29

24

225315153323

223325153223

223325154322

223325154324

223425153322

223325173533

223325173534

223325164333

254326223422

213425154322

223225153323

223425154322

224315143323

233423153323

232224253322

Cameroon
Uganda |
Uganda |
Uganda |
Uganda |

Beijing

Beijing

Ghana
EAI

No definido

No definido

No definido

No definido

No definido

Bovis

C87, C100, C103, C111, C186, C196, C214, C223
C33, C86, C208

C263, C278

C45, C163, C164

C190, C194, C237, C293

C197, C198, C280, C314, C315, C316

C22, C297

C57, C69, C122, C123, C160, C171, C184, C201, C285, C309

C177, C235, C241

C259, C304

C195, C199, C245, C281
C24, C207, C217, C313
C155, C322

C76, C233, C249, C257, C288

C94,C106,C118
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Tabla 4. Genotipos Unicos de M. tuberculosis y M. bovis.

Namero de . L .
genotipo Genotipo Linaje Aislado
30 224226153322 LAM C32
31 224236153321 LAM C62
32 224226163321 LAM c71
33 223226153221 LAM C95
34 124326143225 LAM C104
35 224225143321 LAM C176
36 124126153224 LAM C213
37 224325153224 LAM C219
38 124316143323 LAM c221
39 223226154321 LAM C230
40 124316143322 LAM Cc231
41 224326132323 LAM C234
42 224325153214 LAM C238
43 224326143323 LAM C260
44 223226163221 LAM C262
45 124126153222 LAM C267
46 123326143224 LAM Cc272
a7 223226163321 LAM C275
48 224226153313 LAM C286
49 223226143321 LAM Cc291
50 213325153324 S C239
51 223325133324 S Co3
52 223325153324 S co7
53 333225152222 S c17
54 232325153325 S C26
55 333325153324 S C31
56 232325153324 S C225
57 333325155222 S C311
58 224535153322 Haarlem C20
59 225325135323 Haarlem C162
60 225325163322 Haarlem C203
61 225325133323 Haarlem C220
62 225225133323 Haarlem C236
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63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
80

225313153323
223322153323
225315153324
223325152422
223324153223
223425143322
223325153322
222325143223
222425153522
223325163532
223325153533
223325171531
223325153531
223325163333
223325164433
224326223432
254326223432
223325153325
323225153323
323325133323
223425143323
223425153323
223225143323
223325172324
233426163323
213425154422
224325173344
224315153322
224325153323
223225153324
223425144322
224325143323
232224263322

Haarlem
Cameroon
Cameroon

Uganda |

Uganda |

Uganda |

Uganda |

Uganda |

Uganda |

Beijing
Beijing
Beijing
Beijing
Ghana
Ghana
EAI
EAI
X
No definido
No definido
No definido
No definido
No definido
No definido
No definido
No definido
No definido
No definido
No definido
No definido
No definido
No definido
Bovis

C303
C9a0
C166
C68
C78
C109
C158
C173
C229
C23
C75
Cl21
C204
C172
C193
Cc28
C202
C35
C36
C53
Cc77
Cc80
C192
C205
C210
C216
C228
C232
C243
C255
C268
C307
C273
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El linaje LAM fue el que presentd el mayor numero de genotipos (25), de los
cuales 20 fueron anicos y cinco idénticos, es decir mas de un aislado reportaba
el mismo genotipo, seguido de los linajes Haarlem y S con 11 genotipos cada
uno. El linaje X solo reporté un genotipo. La tasa de agrupamiento general del
estudio fue de 55.3%, mientras que por linaje, Cameroon fue el linaje con la
mayor tasa de agrupamiento de 78.9%, seguido de Ghana (75%); el linaje No

definido present6 el menor porcentaje (38.7%) (Tabla 5).
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Tabla 5. Genotipos uUnicos y agrupados identificados por linaje.

Linai Total de Aislados en Genotipos Tasa de
inaje . . :
Aislados cluster agrupamiento
Claster Unicos Total

LAM 48 28 5 20 25 47.9%
S 32 24 3 8 11 65.6%
Haarlem 31 25 5 6 11 64.5%
Cameroon 19 17 2 2 4 78.9%
Uganda | 18 12 4 6 10 44.4%
Beijing 12 8 2 4 6 50.0%
Ghana 12 10 1 2 3 75.0%
EAI 5 3 1 2 3 40.0%
Bovis 4 3 1 1 2 50.0%
X 1 0 0 1 1 0.0%
No definido 31 17 5 14 19 38.7%
Total 213 147 29 66 95




6.1.5 Complejos clonales

Un grupo o complejo clonal se define como un grupo de aislados
genéticamente relacionados, con no mas de un locus MIRU de diferencia entre
ellos. La relacion genética de los 213 aislados genotipados con 12 loci MIRU-
VNTR se determiné con un arbol de minima expansion, el cual evidencié la
presencia de 10 complejos clonales (CC). El nimero de aislados en cada CC
vario entre dos (CC8, CC9, CC10) y 92 aislados (CC1), siendo el CC1 el méas
diverso con 43 genotipos en total, 16 en cluster y 27 Unicos, seguido del CC2
con 12 genotipos en total, dos en cluster y nueve Unicos. EI CC6 reportd una
alta tasa de agrupamiento de 90%, mientras que el CC5 fue el que presento la

menor tasa de 40% (Tabla 6).

Los CC3, CC4, CC5 CC6 y CC7 estuvieron representados por aislados
pertenecientes a un solo linaje: Beijing, Ghana, EAI, Sy Bovis. Los CC8,9y 10
incluyeron solo dos aislados del linaje LAM. Los linajes Beijing y Ghana
presentaron mayor asociacion entre si, seguido de los linajes S y Bovis; EAl y
LAM. Dentro del CC1 los linajes Haarlem, Cameroon y Uganda | mostraron

asociacion (Fig. 3).
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Tabla 6. Caracterizacion de aislados de M. tuberculosis y M. bovis dentro de complejos clonales (CC).

Genotipos

cc Linaje aisiados | olister | o - agrupamiento
Clasteres Unicos
cc1 Uggﬂgg‘l CSaQeLrZ‘K,I” No |92 65 16 27 53%
definido

CC2 |LAM 31 21 2 10 61%

CC3 |Beijing 10 8 2 2 60%

CC4 [Ghana 12 10 1 2 75%

CC5 |EAI 5 3 1 2 40%

CC6 |S 21 20 1 1 90%

CC7 |Bovis 4 3 1 1 50%

CC8 |LAM 2 0 0 2 0%

CC9 |LAM 2 0 0 2 0%
CC10 |LAM 2 0 0 2 0%
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Figura 3. Arbol de minima expansion que muestra la relacion de los genotipos de
Mycobacterium tuberculosis y M. bovis (12 MIRU-VNTR) en Baja California. La longitud
de las ramas indican la cantidad de alelos diferentes. Las lineas sélidas engloban los
complejos clonales, con no mas de un alelo de diferencia. El tamafio de los circulos
representa el numero de los aislados clinicos en el estudio: los circulos grandes incluyen
de 11-20 aislados, los circulos pequefios de 1-10 aislados.
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6.1.6 Comparacion entre genotipos de Baja California y San Diego,
EE.UU.

Para este analisis, 316 genotipos del trabajo de Rodwell et. al. (2012),
gue corresponden al area de San Diego, California, se integraron con 88
genotipos de Baja California que cuentan con informacién epidemiolégica.
Solo 45 genotipos (12.5%) de San Diego, fueron iguales a los reportados
en este estudio, de los cuales el 60% (27) coincidieron en los linajes

reportados en ambos estados (Tablas 7 y 8).

52



Tabla 7. Comparacion de genotipos y linajes de aislados de M. tuberculosis agrupados en cluster de Baja California y San Diego.

Baja California San Diego
Genotipo
Linajes Aislados Linajes Aislados
124326163325 LAM C73, C227,C320 LAM SD282
C101, C110, C117, C157, C168, C170, C175,
224226153321 LAM C181, C191, C209, C248, C252, C256, C258, LAM SD62, SD317, SD357
C266, C284, C312, C317
224316163227 LAM C265, C298 Uganda ll SD403
233325153324 S C211, C319 S SD370, SD374
234325153324 S C34, C306 S SD17
C38, C47, C48, C67, C72, C102, C114, C167,
333325153222 S C174, C178, C206, C218, C222, C226, C242, S SD362
C246, C261, C277, C282, C310
224425153322 | Haarlem C279, C295 X SD61, SD443
225323153325 | Haarlem C244, C251, C264, C276, C321 Haarlem SD13
225325133324 | Haarlem C200, C224, C301 Haarlem SD242
225325153322 | Haarlem Cl16, C189 Haarlem SD267
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225325153323

223325153323

225315153323

223325153223

223325154322

223425153322

223325173533

223325173534

223325164333

254326223422

213425154322

223425154322

Haarlem

Cameroon

Cameroon

Uganda |

Uganda |

Uganda |

Beijing

Beijing

Ghana

EAI
No
definido

No
definido

C83, C120, C169, C179, C180, C183, C185,
C187, C240, C247, C269, C305, C308

C46,C91,C93,C115,C119,C250,C296,C299,C300

C87, C100, C103, C111, C186, C196, C214,
C223

C33, C86, C208

C263, C278

C190, C194, C237, C293

C197, C198, C280, C314, C315, C316

C22, C297

C57, C69, C122, C123, C160, C171, C184,
C201, C285, C309

C177, C235, C241

C259, C304

C24, C207, C217, C313

Haarlem

Haarlem,
Cameroon

Haarlem

Uganda |

Uganda I,
Haarlem

Uganda |

Beijing

Beijing

Beijing

EAI

Uganda |

Uganda I,
Haarlem

SD1, SD7, SD11, SD231, SD250,
SD251, SD253, SD254

SD2, SD9, SD93, SD232, SD241,
SD245, SD275

SD3, SD229

SD392

SD56, SD279

SD54, SD387, SD395

SD41, SD73, SD76

SD47

SD70

SD136, SD139, SD23, SD32,
SD33

SD59

SD55, C238, C259

Los valores en negritas, son aquellos genotipos en los que hubo diferencia en la asighacion de linaje
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Tabla 8. Aislados de M. tuberculosis con genotipos Unicos identificados en Baja Californiay San Diego. *Linajes determinados
con 12 loci de MIRU-VNTR. ** Linajes determinados con 12 loci de MIRU-VNTR y espoligotipado. Los valores en negritas, son
aquellos genotipos en los que hubo diferencia en la asignacion de linaje.

Baja California San Diego
Genotipo
*Linajes Aislados **Linajes Aislados
SD64, SD294,
224226163321 LAM C71 LAM SD300
124326143225 LAM C104 LAM SD321
224325153224 LAM C219 X SD434
124316143323 LAM Cc221 LAM SD283, SD301
SD408, SD418,
224325153214 LAM C238 X SD426
223226163221 LAM C262 LAM SD305
223325153324 S cov S, X SD366, SD416
333325153324 S C31 S SD372
225325133323 Haarlem C220 Haarlem SD4
225313153323 Haarlem C303 Haarlem SD260, SD266




223425143322

222325143223

223325153533

223325171531

223325153531

224326223432

223325153325

223425153323

213425154422

224325153323

223225153324

223425144322

224325143323

Uganda |

Uganda |

Beijing

Beijing

Beijing

EAI

X

No definido

No definido

No definido

No definido

No definido

No definido

C109

C173

C75

Cl21

C204

Cc28

C35

Cc80

C216

C243

C255

C268

C307

Uganda |

Haarlem

Beijing

Beijing

Beijing

EAI

X

Haarlem

Uganda |

Haarlem, X

S

Uganda |

LAM

SD60, SD393

SD226, SD228

SD43

SD91

SD87

SD143, SD182

SD445

SD233

SD398

SD20, SD257,
SD273, SD413,
SD423

SD377

SD57, SD385

SD352
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6.1.7 SITVIT WEB

El 49.5% (47) de los 95 genotipos identificados en este estudio coincidio
con un MIT reportado en la base de datos SITVIT WEB, lo que indica que
dichos genotipos ya han sido reportados previamente en otras partes del
mundo. Sin embargo, el 50.5% (48) de los genotipos no coincidié con ningun
MIT, por lo que fueron asignados como patrones huérfanos. En total se
asignaron 47 MIT’s, siendo los predominantes el MIT279, seguido del MIT25 y
MIT45. Comparando los linajes obtenidos en ambas bases de datos, el 40.2%
(19) de los genotipos a los que se les asignd un MIT coincidieron en ambas

bases (Tabla 9).
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Tabla 9. Genotipos a los que se les asign6 MIT s y linajes generados en la base de datos SITVIT comparados con los linajes

reportados en la base de datos MIRU-VNTR plus.

n =ndmero de aislados. *Ambiguo: Término empleado en la base de datos SITVIT para asignar los aislados con multiple linaje.

MIT n Genotipo Linaje MIRU- Linaje SITVIT Distribucién geografica por pais de acuerdo con SITVIT
VNTR plus
6 1 222325143223 Uganda | X3 EE.UU.
10 1 223226143321 LAM Ambiguo Bélgica, Reino Unido, Francia, Italia, Polonia, EE.UU
: Bélgica, Croacia, Reino Unido, Francia, Bulgaria, Espafia, Haiti,
15 1 |223325153322 Uganda | Ambiguo Ecuador, Italia, Turquia, Sur de Africa, EE.UU.
16 1 223325153533 Beijing Ambiguo Australia, Bélgica, Reino Unido, Jap6n, Rusia, Singapur, EE.UU.
Australia, Bélgica, Rusia, China, Nepal, Reino Unido, Japén, Rusia,
17 6 223325173533 Beijing Beijing Singapur, Sur de Africa, EE.UU.
o5 18 | 224226153321 LAM LAM 1.4.5.9 Australia, Bélgica, Crloacwfl,'Remo Un’ldp, Francia, Espafia,
Brasil, Haiti, Sur de Africa
26 1 224226163321 LAM LAM 1,2,9 Francia, EE.UU, Bélgica, Haiti, Bangladés,
- . Austria, Croacia, Bélgica, Reino Unido, Espafia, Ecuador, Haiti,
30 1 224325143323 | No definido Ambiguo EE.UU., Singapur, Sur de Africa, Francia
31 1 |224325153224 LAM Ambiguo Japon, EE.UU., Sur de Africa




33

38

42

45

48

56

80

96

98

116

125

131

13

224325153323

224326143323

225313153323

225325153323

232224263322

254326223432

254326223422

223325171531

223325163532

223325153323

223325153324

225315153323

No definido

LAM

Haarlem

Haarlem

Bovis

EAI

EAl

Beijing

Beijing

Cameroon

Cameroon

Ambiguo

LAM3,5,9 LAM12-
Madridl

H1,2,3

Ambiguo

BOV_1,2

EAI2-nonthaburi,

EAI2-Manilla, EAIS

EAI2-Manilla, EAIS

Ambiguo

Ambiguo

H1, H3

Australia, Bélgica, Bulgaria, Canad4, Reino Unido, Francia, Croacia,
EE.UU., Sur de Africa

Bélgica, Espafia, Reino Unido, Sur de Africa, Marruecos

Australia, Croacia, Bélgica, Brasil, Canada, Reino Unido, Francia,
EE.UU., Sur de Africa, Haiti, Marruecos

Australia, Bélgica, Ecuador, Bolivia, Croacia, EE.UU., Sur de
Africa, Singapur, Rusia, Polonia, Turquia, Italia, India, Reino
Unido, Bulgaria

Argentina, Australia, EE.UU., Paises bajos

Australia, Bélgica, Canad4, Reino Unido, Singapur, Francia, Haiti,
Tailandia, Filipinas, EE.UU.

Australia, Reino Unido, EE.UU., Singapur

Australia, Singapur, EE.UU., Reino Unido

Singapur

Australia, Bélgica, Croacia, Reino Unido, EE.UU., Marruecos, Sur de
Africa

Australia, Bélgica, Bulgaria, EE.UU., Sur de Africa, Francia, Reino
Unido, Croacia

Australia, Bélgica, Croacia, Reino Unido, EE.UU., Italia, Rusia,
Brasil, Caribe
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134

152

157

160

169

204

209

212

219

279

307

309

20

223225153323

225325153322

223425153322

223425143322

223225153324

223325133324

223325154322

233325153324

223325153325

333325153222

223226163321

232224253322

No definido

Haarlem

Uganda |

Uganda |

No definido

Uganda |

LAM

Bovis

Ambiguo

Ambiguo

Ambiguo

T1

T1

T1

T1

Ambiguo

Ambiguo

LAM 1

BOV_1,2,3

Bélgica, Croacia, Brasil, Francia, Turquia

Croacia, Bélgica, Espafia, India, Japdén Cameroon, India, Ecuador,
Peru, Francia, Reino Unido, EE.UU.

Bélgica, Croacia, Reino Unido, Italia, EE.UU., Sur de Africa, Espafia

Croacia, Reino Unido, Bélgica, Espafia, Canada, Ecuador, Haiti,
Caribe

Bélgica, Croacia, Rusia, EE.UU.
Bélgica, Rusia, Caribe

Polonia

Australia, Bélgica, Croacia, Turquia, Canada, EE.UU., Reino Unido,
Sur de Africa

Beélgica, Brasil, Espafia, Reino Unido, Croacia, Polonia, EE.UU., Sur
de Africa

Australia, Bélgica, Italia, Marruecos

Reino Unido, Francia, Haiti, Caribe, EE.UU.

Argentina, EE.UU., Paises bajos
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382

397

398

464

492

510

522

608

645

648

706

707

223425153323

333325153324

225315153324

224226133321

223226153221

224226153322

223425154322

225323153325

225325133323

224315153322

223325173534

223325153531

No definido

Cameroon

LAM

LAM

LAM

No definido

Haarlem

Haarlem

No definido

Beijing

Beijing

T1, T3

T1

LAM9

H3

T5

H3

Ambiguo

Beijing

Beijing

Croacia, Bélgica, Francia, Turquia

Croacia, Bulgaria, Sur de Africa, Turquia

Reino Unido, EE.UU.

Bélgica, Reino Unido

Reino Unido

Reino Unido, Marruecos, Bélgica

Croacia, Reino Unido, Sur de Africa

EE.UU.

Peru, Espafia, Croacia, EE.UU.

Croacia, EE.UU.

Japén, Australia

Japén
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738

794

2

3

224226143321

223325153223

LAM

Uganda |

LAM4, LAM5

T1

Croacia, EE.UU., Caribe

Bulgaria, Canada
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6.2 Estudio epidemioldgico

Se colectaron un total de 323 aislados clinicos de micobacterias,
correspondiente al mismo nimero de pacientes, sin embargo, solo se obtuvo
informacion epidemioldgica de 210 pacientes. Por tal motivo, el andlisis
epidemioldgico que se muestra a continuacién es con base en la informacion de

los 210 pacientes estudiados.

6.2.2 Variables sociodemograficas

6.2.2.1 Edad y Sexo

La edad de los pacientes correspondientes a los 210 aislados analizados
mostré una media de 36 afios, un minimo de 11 afios y un maximo de 76 afios
(Fig. 4). El sexo masculino represento el 67% y el sexo femenino el 33% del

total de los pacientes.
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Figura 3. Edad en afios de 210 pacientes analizados

6.2.2.2 Lugar de nacimiento y de residencia

El 45.7% (96) de los pacientes nacieron en Baja California, el 53.3%
(112) es originario de otros estados de Mexico y el 1% (2) reporté haber nacido
en otro pais (Fig. 5). El mayor nimero de aislados fordneos provienen de
Sinaloa 6.6% (14), Jalisco 5.7% (12) y Nayarit 4.7% (10). De acuerdo con el
INEGI (2011), en Baja California residen 3,155,070 de personas, de los cuales

el 53.4% nacieron en el estado y 41.2% de personas nacieron en otro estado de
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la Republica Mexicana, donde el principal estado de procedencia es Jalisco,

seguido de Sonora (Fig. 5).

En cuanto al lugar de residencia actual, el 96% (202) vive en Baja
California, 2% (4) en Sonora, seguido de Baja California Sur, Guerrero,
Veracruz y el Distrito Federal con 0.5% (1) cada uno. Con respecto a los que
residen en Baja California, la distribucion por municipio corresponde el 88%
(178) al municipio de Tijuana, el 9% (18) a Ensenada, 1.5% (3) a Tecate, 1% (2)
en Mexicali y 0.5% (1) a Playas de Rosarito. Los aislados de Sonora son de los
municipios de Hermosillo, Alamo, Cajeme y San Luis Rio Colorado. Los
aislados de Baja California Sur, Guerrero y el Distrito Federal son de los

municipios de Loreto, Coyuca y Chamontoya, respectivamente.

Con respecto al tiempo de residencia en Baja California, el 49% (99) de
los pacientes tiene mas de 5 afios viviendo en el estado, el 22.3% (45) entre 1y
5 afios, 23.3% (47) menos de 1 afio y 5.4% (11) sin especificar. De los
pacientes de Sonora de los municipios de Cajeme y Hermosillo reportan haber
residido mas de 5 afios en estos municipios, mientras que los que residen en
Alamo y San Luis Rio Colorado, reportan haber vivido menos de 1 afio en
dichos municipios. El paciente de Guerrero lleva mas de 5 afios viviendo en el

municipio de Coyuca, mientras que el paciente del Distrito Federal lleva menos
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de 1 afio en el municipio de Chamontoya. Los pacientes de Veracruz y Baja

California Sur no reportaron tiempo de residencia.
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6.2.2.3 Ocupacion y escolaridad
El 56.7% de los pacientes reportaron ser desempleados (Fig.6). La
escolaridad predominante en los pacientes fue primaria y secundaria

(30.5%, respectivamente) (Fig. 7).

2.9%
5% 18.6%

Ocupacion

® Asalariados
= Desempleados
® Amas de casa
* Estudiantes

Sin especificar

56.7%

Figura 1. Ocupacion de los pacientes estudiados (n = 210 pacientes).
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Figura 6. Escolaridad de los pacientes a los que se les tomé muestra clinica (n =210

aislados)
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6.2.3 Variables clinicas

6.2.3.1 Baciloscopia

Los resultados de la prueba de baciloscopia indicaron que el 52.4% (110) de los
aislados fueron baciloscopia positiva +++, 10% (21) baciloscopia positiva ++,
27.1% (57) baciloscopia positiva +; de estos el 75% fueron casos nuevos. El
2.8% (6) fueron diagnosticados por cultivo y radiografia, respectivamente; 1%
(2) por histopatologia y 0.5% (1) por broncoscopia. El 3.4% (7) se reporta como

no definido debido a que no se contd con informacion epidemioldgica.

6.2.3.2 Tipos de caso de ingreso y egreso de tratamiento

De los 210 pacientes que iniciaron el tratamiento, el 75.7% fueron casos nuevos
y el 11% recaida, en ambos casos el mayor porcentaje fueron hombres (64.8%
y 78.3%, respectivamente) (Tabla 10). Respecto al egreso, el 47.6% se curaron
y solo el 8.6% fracaso, asimismo, en ambos casos el mayor porcentaje fueron

hombres (57% y 61.1%, respectivamente) (Tabla 11).
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Tabla 10. Tipo de ingreso al tratamiento de acuerdo al sexo.

Sexo
. Total
Tipo de Ingreso -
Mujer Hombre
n % n % n %
Casos nuevos 56 35.2 103 64.8 159 75.7
Reingreso 17.4 19 82.6 23 11.0
Recaida 21.7 18 78.3 23 11.0
Referido 100.0 0 0.0 3 1.4
Fracaso 50.0 1 50.0 2 1.0
Total 69 32.9 141 67.1 210 100




Tabla 11. Tipo de egreso al tratamiento de acuerdo al sexo.

Sexo
Total
Tipo de Egreso -
Mujer Hombre

n % n % n %
Curado 43 43.0 57 57.0 100 47.6
Abandono 3 9.7 28 90.3 31 14.8
Término 12 36.4 21 63.6 33 15.7
Fracaso 7 38.9 11 61.1 18 8.6
Continda 1 10.0 9 90.0 10 4.8
Defuncién 1 111 8 88.9 4.3
Defuncién por otras causas 1 20.0 4 80.0 2.4
Traslado 1 50.0 1 50.0 1.0
No especificado 0 0.0 2 100.0 1.0
Total 69 32.9 141 67.1 210 100.0
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6.2.3.3 Esquema y tiempo de tratamiento

El 84.7% de los pacientes recibieron tratamiento primario acortado y
solo el 3.3% tratamiento individualizado (Tabla 12). En todos los esquemas
de tratamiento el mayor porcentaje de egreso fue de curacién (31.6% a
50.6%), con excepcidn del retratamiento estandarizado en el que solamente

se report6 un paciente, el cual fracaso6 al tratamiento (Tabla 13).

Con relacion al tiempo de tratamiento, la mayoria de los pacientes
recibieron tratamiento por seis meses (72.8%), de los cuales el 54.9%
egres6 como curado y solo el 1.4% no recibio tratamiento. Por otro lado el
37.8% de los pacientes que recibieron tratamiento de 7 a 12 meses se curd

(Tabla 14 y 15).

Tabla 1. Esquema de tratamiento de los 210 pacientes.

Tratamiento n %

Primario acortado 178 84.8
Retratamiento primario 19 9.0
Retratamiento estandarizado 1 0.5
Individualizado 7 3.3
Continla tratamiento 2 1.0
Sin tratamiento 1 0.5
No especificado 2 1.0
Total 210 100
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Tabla 13. Relacion entre esquema de tratamiento y tipo de egreso.

Tratamiento

Egreso Primario acortado Retratamiento Esett;a\t(]la;rwilze;;g Individualizado
n % n % n % n %

Curado 920 50.6 6 31.6 0 0 3 42.9
Abandono 27 15.2 3 15.8 0 0 1 14.3
Término 31 17.4 1 5.3 0 1 14.3
Fracaso 12 6.7 2 10.5 1 100 2 28.6
Continta 7 3.9 3 15.8 0 0 0 0
Defuncién 4 2.2 3 15.8 0 0 0 0
Eael‘:‘;’;g'on por otras 3 1.7 1 5.3 0 0 0 0
Traslado 2 1.1 0 0 0 0 0 0
No especificado 2 1.1 0 0 0 0 0 0
Total 178 100 19 100 1 100 7 100




Tabla 14. Tiempo de tratamiento reportado en meses de los 210 pacientes estudiados.

watamients " %
0 3 1.4

1 4 1.9

2 2 1.0

3 1 0.5

4 1 0.5

6 153 72.9

7 10 4.8

8 5 2.4

9 8 3.8

10 0.5

11 2 1.0

12 12 5.7

16 1 0.5

18 3 1.4

24 1 0.5

No especificado 3 1.4
Total 210 100.0
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Tabla 15. Tipo de egreso de los 153 pacientes que recibieron tratamiento por seis meses 0 mas meses.

6 meses 7 a12 meses 16 a 24 meses

Tipo de Egreso

n % n % n %
Curado 84 54.9 14 37.8 2 40
Termind 18 11.8 15 40.5 0 0
Abandono 25 16.3 1 2.7 0 0
Fracaso 12 7.8 3 8.1 2 40
Continua 3 2 3 8.1 0 0
Defuncién 7 4.6 1 2.7 0 0
Defuncién por otras causas 3 2 0 0 0 0
Traslado 1 0.6 0 0 1 20
Total 153 100 37 100 5 100




6.2.3.4 Enfermedades asociadas

Entre las enfermedades asociadas, la DM fue la enfermedad con mayor
asociacion a TB (12.4%), seguido de alcoholismo (8.6%). Sin embargo, mas de
la mitad de los pacientes (55.7%) no reportaron enfermedades asociadas (Tabla

16).

Tabla 16. Enfermedades asociadas que se reportaron en el momento de ingresar al
tratamiento de tuberculosis.

Enfermedades Asociadas n %
Ninguna 117 55.7
Diabetes 26 124
Alcoholismo 18 8.6
Desnutricion 10 4.8
Drogas 12 5.7
VIH/SIDA 13 6.2
Otras enfermedades 8 3.8
No especificado 6 2.9
Total 210 100
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NUmero de pacientes

6.2.3.4.1 Enfermedad asociada vs tipo de egreso
La mayoria de la enfermedades asociadas a la TB presentaron altos
porcentajes de curaciéon (30% a 44.4%), con excepciéon de drogas que presentd

el mayor porcentaje de abandono al tratamiento (41.7%) (Fig. 8).
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Figura 7. Enfermedades asociadas con respecto al tipo de egreso a tratamiento de
tuberculosis
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6.2.3.5 Localizacién de la tuberculosis

El 95.7% (201) de los aislados analizados presentaron la enfermedad de forma
pulmonar, 1.4% (3) intestinal, 1% (2), ganglionar, 1% (2) pleural, 0.5% (1) renal

y 0.5% (1) mixta.

6.3 Analisis epidemioldgico molecular

El andlisis de asociacion entre los linajes y las caracteristicas clinicas y
sociodemograficas mediante un analisis de regresion logistica fue no
significativo con respecto a todas las variables analizadas (P > 0.05). Sin
embargo, se realizd un analisis descriptivo entre las caracteristicas genéticas

(linajes) y las variables clinicas y sociodemogréficas.

6.3.1 Relacion de los linajes identificados con variables clinicas

El andlisis comparativo se llevé a cabo solamente con 176 aislados que
presentaron informacion clinica e informacion molecular (linajes). El linaje LAM
fue el que agrup6 el mayor nimero de casos nuevos y mayor asociacion a
alcoholismo. Dentro del linaje Uganda | se identificé el mayor nimero de
ingresos por recaida y retratamientos. El linaje S presentd el mayor nimero de
fracasos como egreso del tratamiento y mayor asociacion a diabetes mellitus

(Tabla 17).
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6.3.2.2 Relacién entre linajes y variables sociodemograficas

Se analizaron los datos sociodemogréficos de los 118 pacientes
agrupados en los 29 cluster identificados. El sexo masculino fue el
predominante en la mayoria de los linajes con excepcion del linaje Bovis donde
los dos pacientes reportados fueron del sexo femenino. La mayoria de los
pacientes fueron diagnosticados entre el 2009 al 2011, sin embargo dos
pacientes fueron diagnosticados desde el 2007 y 2008 dentro de los linajes

Cameroon y No definido (Tabla 18).
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Tabla 17. Relacion entre linajes y variables clinicas (n = 176).

o Ingreso Egreso Tratamiento Enfermedades Asociadas
Hinaje " CN |RI|RC|FR|CU|FR|DF|AB| Otros* P R I Ninguna | Alcoh | DM | VIH | Drogas | Otras**
LAM 39 29 (6| 4 OJ11]0| 1|5 12 26 3 0 22 4 2 2 2 7
S 28 25 (0| 3 0112|5141 6 25 2 1 15 2 5 1 1 4
Haarlem 22 18 | 3| 1 OjJ10] 2| 1] 4 5 19 2 1 11 3 1 1 2 3
Cameroon 14 10 | 3 1 0 5 0|11 4 4 13 1 0 8 2 4 0 0 0
Uganda | 16 8 2| 5 1 6 |21 2 0 10 5 1 9 2 2 0 1 2
Beijing 11 6 2| 2 0 31113 3 8 0 0 6 0 1 1 2 0
Ghana 10 7 1 1 0 6 1|10 2 8 2 0 6 0 2 0 0 2
EAI 4 4 o o 0 21101 0 4 0 0 3 0 0 0 1 0
Bovis 3 3 o o 0 110110 1 2 0 0 0 1 2 0 0 0
X 1 1 o o 0 o100 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
No definido 28 25 (2] 2 111222 ]) 3] 3 8 25 3 0 17 1 4 4 0 2
Total 176 | 136 |19 19 | 2 | 68|15 14| 23 41 141 | 18 3 97 15 24 | 9 9 20

CN= Caso nuevo, RI= Reingreso, RC= Recaida, FR= Fracaso; CU= Curado, DF= Defuncién, AB=Abandono, Otros= Continda, Término de
tratamiento; P =Primario, R=Retratamiento, I=Individualizado; Alcoh= Alcoholismo, DM= Diabetes mellitus. **Otras: Desnutricién,
Tabaquismos, Anemia, Hepatitis C.
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Figura 8. Distribucidn de linajes con respecto al tipo de ingreso, egreso y esquema de tratamiento
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Tabla 18. Clusteres identificados dentro de los linajes y variables sociodemograficas por cluster.

Linaje Claster | Aislados Sexo Afio de diagnostico | Lugar de residencia
M F
L1 3 3 0 2010 Tijuana-Ensenada
L2 14 10 4 2010-2012 Tijuana-Ensenada
LAM
L3 2 2 0 2011 Tijuana
L4 2 1 1 2011 Tijuana
s S1 2 1 1 2010-2011 Tijuana
S2 17 13 4 2009-2011 Tijuana
S3 2 2 0 2010-2011 Tijuana-Sonora

H1 8 4 4 2009-2011 Tijuana
Haarlem H2 3 3 0 2010-2011 Tijuana
H3 3 2 1 2010-2011 Tijuana
H4 2 2 0 2010-2011 Tijuana
Cameroon C1 8 7 1 2007-2011 Tijuana

Cc2 5 3 2 2009-2011 Tijuana-Ensenada
Ul 3 2 1 2009-2010 Tijuana
Uganda u2 2 0 2 2009 Tijuana
u3 3 3 0 2010-2011 Tijuana
u4 2 1 1 2011 Tijuana
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Beijing Bl 2 2 0 2009 Tijuana
B2 5 4 1 2010-2011 Tijuana
Ghana Ghi 8 7 1 2010-2011 Tijuana-Ensenada
EAI El 2 2 0 2010-2011 Tijuana
Bovis Bol 2 0 2 2009-2010 Tijuana-Tecate
Nd1 4 4 0 2008-2010-2011 Tijuana
No definido Nd2 5 3 2 2010-2011 Tijuana
Nd3 2 1 1 2010-2011 Tijuana
Nd4 3 2 1 2009-2011 Tijuana-Sonora
Nd5 2 2 0 2011 Tijuana
Total 116 86 30

84



La distribucion de linajes respecto al lugar de residencia en Baja California

(n=168) mostrd que Tijuana es el municipio que presenta todos los linajes,

mientras que el linaje Bovis se encuentra distribuido principalmente en

Tecate, solo los linajes S y Beijing se reportaron en Mexicali (Fig. 10).
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Figura 9. Distribucion de linajes con respecto al lugar de residencia en Baja California
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7. DISCUSION

Identificacién molecular de la especie de Mycobacterium

Con el andlisis de identificacion molecular se determiné la presencia de
M. bovis en el 2% (6/309) de los aislados clinicos analizados, lo cual indica la
existencia de TB bovina en humanos en Baja California. Los resultados de este
estudio coinciden con otros realizados en México, EE.UU. y otros paises
desarrollos, en donde se ha reportado un incremento de TB en humanos por M.

bovis en los Ultimos afios.

Los estudios realizados en México utilizando 1S6110, espoligotipado y/o
MIRU-VNTR, han detectado la presencia del linaje Bovis en muestras clinicas
de personas diagnosticadas con TB. En el estado de Querétaro, el 6% (34) de
los pacientes (sintomaticos y trabajadores ganaderos) analizados se
encontraban infectados con M. bovis (Milian, et al., 2010). En la ciudad de
México en poblacion VIH positiva (n = 67), el 13.4% fue identificado con M.
bovis (Lopez, et al., 2010). Otro estudio realizado en 90 muestras de infantes
procedentes de 19 estados del pais, se identificé que el 33.3% correspondia al

linaje Bovis. (Macias-Parra, et al., 2011).

En San Diego, California entre 1994 a 2005, se reportd que el 8% (265)

de los casos diagnosticados con TB presento cultivos positivos a M. bovis
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(Rodwell, et al., 2008), y mas del 50% de los casos eran pacientes nacidos en
México (Hlavsa, et al., 2008). En otro estudio binacional, se compararon los
genotipos de M. bovis de muestras de pacientes contra los de ganado
procedente de México y California. Los resultados mostraron que mas del 91%
(97/106) de los aislados de M. bovis en humano presentaron espoligotipos
idénticos a los del ganado mexicano, lo que sugiere una alta transmision de
cepas de M. bovis entre ganado y humanos (Rodwell, et al., 2010).
Recientemente en Baja California se determiné el genotipo de 11 aislados
obtenidos de ganado sacrificado en un rastro de Mexicali y 10 aislados de un
rastro de Tijuana, utilizando seis loci de MIRU-VNTR, en donde se identificaron
14 genotipos de M. bovis, lo que indica la presencia de mas de una cepa
circulando en la region (Martinez, et al., 2011). Desafortunadamente, solo dos
loci del set de MIRU-VNTR utilizado coincide con los que utilizamos en este
estudio, por lo que no fue posible, realizar una comparacion entre los dos
genotipos de M. bovis que identificamos en humanos con los reportados por

(Martinez, et al., 2011).

Todos los estudios presentados demuestran que se han incrementado
los casos de M. bovis lo que es un riesgo de salud para la poblacidon humana,
por lo que es prioritario generar mayor informacion que permita estudiar los
patrones de transmision y las fuentes de infeccién de la tuberculosis entre

humanos y ganado bovino, identificar los casos de infeccion por M. bovis para
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poder dar tratamiento adecuado al paciente, y que estas cepas no se sigan
dispersando en la poblacion, principalmente debido a que M. bovis es resistente
natural a pirazinamida, un farmaco de primera linea aplicado en el tratamiento

primario de TB (Toledo, et al., 1999).

Identificacion y caracterizacion molecular de linajes

Poder de discriminacién

En la presente investigacion con el método de 12 MIRU-VNTR se
reportd un elevado indice discriminatorio de 0.976, similar a lo reportado en
Colombia de 0.983 con el mismo método (Cerezo, 2009), sin embargo, fue
menor a lo reportado en Uganda de 0.996 con el set de 15 MIRU (Nabyonga, et
al., 2011), resultado esperado ya que el set de 12 MIRU presenta un poder de
discriminacion menor a los set de 15 y 24 MIRU (Christianson, et al.,
2010,Maes, et al., 2008). En particular el MIRU 40, 10 y 26 presentan un
elevado poder de discriminaciéon (Sharma, et al., 2008) (Alonso, et al., 2008),
resultados que concuerdan con los reportados en este estudio (Tabla 2). Los
ultimos reportes recomiendan utilizar el set de 15 MIR-VNTR para estudios de
epidemiologia molecular de la TB, o bien el set de 12 MIRU-VNTR en
combinacion con espoligotipado, ya que tiene un poder de discriminacion mayor
gue el set de 12 MIRU-VNTR por si solo (Alonso, et al., 2008,Gibson, et al.,

2005). Sin embargo, diversas investigaciones afirman la eficiencia del uso de
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12 MIRU-VNTR como método de primera linea para el andlisis de transmision

de la TB (Cowan, et al., 2005,Van Deutekom, et al., 2005).

Distribucion de linajes

En este estudio se identificaron 11 linajes, siendo los de mayor
prevalencia LAM, S y Haarlem, los cuales también se han reportado en estudios
realizados en México y en San Diego, California. Sin embargo, el linaje EAl y X
gue se encuentra en alta frecuencia en San Diego y varios estados de México,
se encontraron con menor frecuencia en el presente estudio. La alta diversidad
de linajes detectada en este estudio, coincide con la hipotesis planteada en este
estudio, en que Baja California al ser una zona de alta migracion presenta una
alta diversidad de linajes prevalentes a nivel mundial (Brudey, et al.,
2006,Demay, et al., 2012). La ausencia del linaje T en este estudio, el cual es
altamente frecuente en México, se debe a la técnica utilizada (12 MIRU-VNTR), ya
gue este linaje puede ser identificado solamente con la técnica de
espoligotipado, sin embargo con MIRU-VNTR puede ser clasificado dentro de
los linajes Euro-Americanos como Haalem, LAM, X, entre otros (Allix-Béguec, et

al., 2008a).

89



Linaje LAM

El linaje predominante en este estudio fue el linaje LAM (22.5%) que es
altamente frecuente en América Latina (Candia, et al., 2007,Millet, et al.,
2011,Rosales, et al., 2010), principalmente en Brasil (Cardoso, et al.,
2011,0Oliveira, et al., 2007), Venezuela y en la region del Caribe (Brudey, et al.,
2006). El linaje LAM representa el 50% de los casos de TB en América del Sur
(Demay, et al., 2012) y es predominante en el Mediterraneo (Brudey, et al.,
2006). La identificacion de este linaje era de esperarse en Baja California ya
gue en el centro y norte de México ha sido reportado en el 13.7% de los casos
con TB (L6pez, et al., 2010,Martinez, et al., 2013,Molina, et al., 2010,Nava, et
al., 2011,Pérez, 2013), en San Diego, California (16.9%) (Rodwell, et al., 2012)

y Canada (10%) (Christianson, et al., 2010).

Linaje S

El linaje S fue el segundo linaje predominante (15%), lo que difiere con
otros estados de México, donde en promedio se ha reportado en un 2.7%
(Lépez, et al., 2010,Martinez, et al., 2013,Molina, et al., 2010,Nava, et al.,
2011,Pérez, 2013), pero es similar a lo reportado en Canada
(17.5%)(Christianson, et al., 2010) y San Diego, California (17%) (Rodwell, et
al., 2012). El linaje S se ha reportado en el sur y norte de Africa (5y 8%,

respectivamente), en el norte de Europa (6%) y Norte América (<4%) (Demay,
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et al., 2012), pero se desconoce su lugar de origen (Brudey, et al., 2006). En
América Latina y otras partes del mundo se ha reportado en muy baja
frecuencia entre el 1% y 4.2% (Abadia, et al., 2009,Brudey, et al., 2006,Cerezo,
et al., 2012,Homolka, et al., 2008,Lari, et al., 2007,Nabyonga, et al., 2011). La
alta frecuencia del linaje S en Baja California, puede estar relacionada con la
alta migracion entre Canadé - EE.UU — México. Se tiene registrado que el 17%
de los estadounidenses y 9.8% de los mexicanos migran a Canada para
trabajar temporalmente, regresando a los pocos meses o afios a sus lugares de

origen (Citizenship and Immigration Canada, 2012),

Linaje Haarlem

El 14.6% de los aislados se clasificaron como linaje Haarlem, lo cual
coincide con San Diego (15%) (Rodwell, et al., 2012), pero es la mitad de lo que
se ha reportado en el estado de Veracruz (30%) (Pérez, 2013). En general, en
otros estudios en diferentes estados de México, el linaje Harem varia entre el 2
al 14.4% (Lopez, et al., 2010,Martinez, et al., 2013,Molina, et al., 2010,Nava, et
al., 2011,Pérez, 2013). El linaje Haarlem se distribuye en todo el mundo
(Cubillos, et al., 2010), particularmente en Europa es el segundo linaje mas
representativo con el 24% de los casos con TB, mientras que en América del

norte y del sur representa alrededor del 20% y 16% de los casos,
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respectivamente (Candia, et al., 2007,Demay, et al., 2012,Millet, et al.,

2011,Rosales, et al., 2010),

Linaje Cameroon

El 8.9% de los aislados fueron identificados como Cameroon, valor que
es muy superior a lo reportado en San Diego y Canada (0.7% y 0.9%,
respectivamente) (Christianson, et al., 2010,Rodwell, et al., 2012), mientras que
en el resto del pais no se ha reportado. El linaje Cameroon es predominante en
Africa, en la region Sur Occidental de Ghana fue reportado en el 45.3% de los
casos con TB (Yeboah, et al., 2011) y en Camerun en el 42% (Niobe, et al.,
2003). La alta frecuencia de este linaje, puede deberse a que Baja California al
colindar con EE.UU. recibe migrantes africanos que llegan inicialmente a
Guatemala o Belice que después cruzan a México con la finalidad de llegar a
EE.UU. y Canada; hasta el 2012 el 0.3% fueron migrantes provenientes de
Africa (Unidad de Politica Migratoria, 2012), pais con un alto nimero de casos

de TB a nivel mundial (26%)(OMS, 2012).

Linaje Uganda |

El linaje Uganda | fue el segundo linaje predominante en Uganda,
identificado en el 14% de los aislados, siendo el linaje Uganda Il el

predominante (Nabyonga, et al., 2011). En este estudio fue identificado en el
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8.5% de los aislados, similar a lo reportado en San Diego en 6.6% aislados
(Rodwell, et al., 2012). En Monterrey fue identificado dentro del linaje T, como
T2-Uganda en un aislado (0.5%), por lo que la alta frecuencia de este linaje en
el estado puede deberse al alto flujo migratorio entre California y Baja California
(60 mil vehiculos y 30 mil peatones por dia) (Instituto Nacional de Migracién,

2013).

Linaje Beijing

El linaje Beijing es endémico de Asia Oriental (China, Corea, Japon, etc.),
pero en los Ultimos afios se ha diseminado a todos los continentes (Wirth, et al.,
2008). En América del Norte representa alrededor del 20% de los casos
(Demay, et al., 2012). En este estudio fue altamente frecuente (5.6%) en
comparacion con lo reportado a nivel nacional (menos del 1%) (L6pez, et al.,
2010,Martinez, et al., 2013,Molina, et al., 2010,Nava, et al., 2011,Pérez, 2013),
sin embargo fue menos frecuente a lo reportado en San Diego, California,
donde fue reportado en 9.5% de los aislados (Rodwell, et al., 2012). La
diferencia en la frecuencia del linaje en ambos paises puede deberse al gran
namero de personas de origen asiatico que alberga EE.UU., principalmente de
los paises de China, Filipinas y Vietnam (25% de la poblacion foranea en

EE.UU.) (CDC, 2012). La identificacion de este linaje es de vital importancia ya
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gue los miembros de la familia Beijing presentan altas tasas de resistencia a

multiples farmacos (Niemann, et al., 2010a,Varghese, et al., 2012).

Linaje Ghana

El linaje Ghana es predominante en Africa pero se encuentra distribuido
tanto en Europa como en América (Wirth, et al., 2008). Fue identificado en el
5.6% de los aislados, superior a lo reportado en San Diego en 0.6% aislados
(Rodwell, et al., 2012), pero menor a lo reportado en Veracruz donde el 10% de
los aislados pertenecian a este linaje (Pérez, 2013). Es el segundo linaje
predominante en la regién Sur Occidental de Ghana, identificado en 16.9%

aislados (Yeboah, et al., 2011).

Linaje EAI

En esta investigacion el linaje EAI fue identificado en el 2.3% de los
aislados, a diferencia de lo reportado en San Diego, California donde fue el
principal linaje (30.9%) (Rodwell, et al., 2012). Asimismo, este linaje representa
el 23.7% de los casos con TB en el pais (Lopez, et al., 2010,Martinez, et al.,
2013,Molina, et al., 2010,Nava, et al., 2011,Pérez, 2013). El linaje EAI
pertenece al grupo de los linajes Asiaticos como Beijing y CAS (Brudey, et al.,

2006), es prevalente en el norte de Europa, sur y sureste de Asia identificado en
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el 25%, 37% y 33% de los casos con TB, respectivamente (Demay, et al.,

2012).

Linaje X

En esta investigacion fue el linaje de menor frecuencia, identificado en un
solo aislado (0.5%), lo que difiere con lo reportado en San Diego donde el 6.6%
de los aislados pertenecian a este linaje (Rodwell, et al., 2012). Asimismo,
estudios nacionales lo han reportado con mayor frecuencia, en el 10.7% de los
casos con TB (Lopez, et al., 2010,Martinez, et al., 2013,Molina, et al.,
2010,Nava, et al., 2011,Pérez, 2013). Ellinaje X es altamente prevalente en
América del Norte y América Central (22% y 12%) (Brudey, et al., 2006);

particularmente en Estados Unidos y el Caribe (8.2%) (Demay, et al., 2012).

Linaje Bovis

El 1.9% de los pacientes fue reportado como linaje Bovis, lo cual coincide
con lo reportado en otros estudios realizados en el centro y norte del pais (2%)
(Lépez, et al., 2010,Martinez, et al., 2013,Molina, et al., 2010,Nava, et al.,
2011,Pérez, 2013). Es importante destacar que todos los pacientes
identificados como bovis, presentaban TB pulmonar, lo que sugiere que la
transmision fue de persona a persona por via aérea; esto es importante ya que

generalmente M. bovis se asocia a TB extrapulmonar ya que es adquirida por la
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ingestion de leche o queso contaminado generando lesiones no pulmonares,
por lo tanto M. bovis raramente es identificado como agente causal de la TB
pulmonar. Sin embargo, estudios realizados en el pais han identificado
resultados similares a los reportados en esta investigacion, Lopez y
colaboradores en San Luis Potosi identificaron cinco espoligotipos (2.1%) de M.
bovis de casos confirmados con TBP (L6pez, et al., 2013, Milian, et al., 2010)
identificaron 18 espoligotipos de M. bovis que se obtuvieron de muestras de
esputo y Toledo et al. (1999). identificaron tres aislados de M. bovis en

muestras de expectoracion de pacientes humanos

Linaje no definido o huérfano

El 14.6% de los aislados no pudieron ser clasificados dentro de un linaje
en la base de datos de MIRU-VNTR plus. Estudios a nivel nacional han
reportado resultados similares que van desde el 3% al 25% de aislados no
identificados con espoligotipado y 12 MIRU-VNTR (Molina, et al., 2010,Nava, et
al., 2011,Pérez, 2013). A nivel mundial también se han reportado aislados sin
clasificar con las diversas técnicas de espoligotipado, 12, 15y 24 MIRU-VNTR.
En Colombia el 28% de los aislados fueron huérfanos con el set de 12 MIRU
(Cerezo, et al., 2012), en Canada el 3.8% con 12 MIRU y el 66% con 24 MIRU
fueron desconocidos (Christianson, et al., 2010,Rodwell, et al., 2012), mientras
gue en Uganda el 25.7% con 15 MIRU no fueron definidos (Nabyonga, et al.,

2011). La identificacion de aislados no definidos sugiere la presencia de cepas
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endémicas de Baja California o del pais, es decir cepas que no han sido
reportadas en otras partes del mundo. Es importante, resaltar que estos linajes
fueron identificados con la base de datos MIRU-VNTR plus, la cual cuenta con
un numero muy reducido de cepas de referencia (186), lo que puede generar
una alta frecuencia de aislados no definidos. Ademas, el set que se utilizo en
este estudio fue el de 12 loci MIRU-VNTR, el cual tiene un menor poder de
discriminacion, comparado con el set de 15 6 24, o bien 12MIRU-VNTR
combinado con espoligotipado. Por tal motivo, es posible que el porcentaje de
aislados no definidos llegue a disminuirse cuando se analicen con el set de 15 o
24 loci. El analisis de minima expansion, asocia los aislados no definidos con
varios linajes: Cameroon, Haarlem, Uganda |, LAM, Sy X, lo que sugiere que
dichos aislados presentan similitudes con cepas de Africa y América Latina, sin
embargo, esto no se puede aseverar debido al numero de loci que se utilizé en

este estudio.

Diversidad genética

Se genotiparon 213 aislados de los cuales se identificaron 95 genotipos,
66 fueron Unicos y 29 en cluster, diversidad mayor a lo reportado en diferentes
estados del pais por medio de espoligotipado. En Acapulco, Guerrero se
analizaron 330 aislados y se identificaron 85 genotipos: 59 Unicos y 26 en
cluster (Nava, et al., 2011) mientras que en Monterrey fueron analizados 180

aislados y se obtuvieron 50 genotipos: 24 Gnicos y 26 en cluster (Molina, et al.,
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2010). En la ciudad de México utilizando 1S6110, espoligotipado y MIRU-VNTR
12 loci se analizaron 67 aislados de personas VIH+ y se obtuvieron un total de
40 genotipos, 5 en cluster y 35 Unicos solamente con 12 MIRU (L6pez, et al.,
2010). A nivel mundial, en Rusia se analizaron 92 aislados de M. tuberculosis
con 12 MIRU identificando 47 genotipos, 38 Unicos y 9 en cluster (Kovalev, et
al., 2005), en Colombia utilizando el mismo set de 12 MIRU se identificaron 93
genotipos de 152 aislados, de los cuales 72 fueron unicos y 21 en cluster
(Cerezo, et al., 2012), siendo similar a lo reportado en este estudio; sin
embargo, al comparar con San Diego, California la diversidad en la presente
investigacion fue mucho menor, ya que de 832 aislados analizados en San
Diego se identificaron 446 genotipos de los cuales 352 fueron Unicos y 94 en
cluster (Rodwell, et al., 2012)., cabe destacar que la proporcion de linajes
unicos en San Diego fue muy alta, lo cual puede explicarse por el método
empleado que fue la combinacion de 12 MIRU-VNTR y espoligotipado que
proporciona un mayor poder de discriminacion que el conjunto de 12 MIRU-

VNTR por si solo (Maes, et al., 2008).

Tasa de transmision

Se determind una tasa de transmision de 55.3%, similar a lo reportado en
Colombia y en San Diego, California de 52.6% y 58%, respectivamente

(Cerezo, et al., 2012,Rodwell, et al., 2012). En contraste, fue menor a la tasa
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reportada en Guerrero de 68% y Canada de 75.7% (Christianson, et al.,
2010,Nava, et al., 2011) y mayor a lo reportada en Marruecos de 37% (Tazi, et
al., 2007) y en Uganda de 17% con el set de 15 MIRU (Nabyonga, et al., 2011).
Es posible que la tasa de transmision estimada en este estudio puede estar
sobreestimada por el numero de loci utilizado, ya que se ha reportado que el set
de 12 locus puede sobreestimar la proporcion de agrupamiento de 20% a 30%

(Christianson, et al., 2010,Maes, et al., 2008,Supply, et al., 2006).

El linaje Cameroon reportd la mayor tasa de agrupamiento (78.9%), es
decir, la mayoria de los casos de TB identificados con este linaje son de
transmision reciente. Los linajes LAM y Beijing presentan una tasa de
transmision del 50%, por lo que la mitad de los casos reportados son por
reactivacion y la otra mitad por transmision reciente. Los aislados con linaje no

definido, fueron los que presentaron la menor tasa de transmision (38.7%).

Se identificaron 10 complejos clonales (CC), de los cuales el CC6
agrupo el mayor numero de aislados del linaje S con una tasa de agrupamiento
del 90%, es decir, existe muy poca variabilidad genética dentro del CC e indica
que solo el 10% de los aislados del linaje S no estan relacionados
genéticamente con el resto de los aislados del mismo linaje. EI CC1 agrup6

todos los aislados de los linajes Cameroon, Haarlem, Uganda |, X y No definido,
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sin embargo, se identificaron aislados de los linajes LAM y S; la tasa de
agrupamiento fue de 53% lo que indica que existe una alta diversidad genética
dentro de este CC, ya que engloba siete linajes de 11 identificados en este
estudio. El resto de los aislados del linaje LAM se agruparon en cuatro CC, tres
de los cuales no reportaron tasa de agrupamiento, mientras que el CC2 del
mismo linaje reportd una tasa de agrupamiento de 61%, por lo tanto se puede
inferir que los aislados dentro de este linaje presentan una alta variabilidad
genética. Cabe mencionar que los aislados no agrupados dentro de los CC
(32), son aislados que presentan dos o0 mas locus MIRU de diferencia respecto
al resto, lo cual puede deberse al poder de discriminacion del método de 12

MIRU.

En el andlisis comparativo entre la investigacion realizada en San Diego,
California y el presente estudio, se compararon 316 genotipos de San Diego y
88 genotipos de Baja California. Solo 45 (12.5%) genotipos compartian ambos
estados. Esto sugiere que el flujo de transmisién de la TB en ambos estados es
principalmente de California a B.C. lo cual se corrobora con el alto niumero de
genotipos unicos (352) reportados en San Diego. En el 2012, 352 mil
mexicanos fueron devueltos a México por las autoridades de EE.UU., hecho

gue puede contribuir a la dispersion de la TB de California a B.C.
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MIRU-VNTR plus vs SITVIT

MIRU-VNTR plus y SITVIT son dos bases de datos que permiten
comparar y analizar las cepas del complejo M. tuberculosis con cepas de
referencia para asignar la especie, linaje y genotipo. SITVIT contiene datos de
espoligotipos de un gran niumero de cepas de origen diverso y permite analizar
datos generados por espoligotipo, 12 MIRU-VNTR y VNTR o combinados
(Demay, et al., 2012), a diferencia de MIRU-VNTR plus que permite analizar
datos de 24 MIRU-VNTR, espoligotipo, polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP), RFLP-1S6110 y datos de sensibilidad a farmacos, ademas permite crear
arboles filogenéticos y de minima expancion para determinar la relacion
genética entre las cepas (Weniger, et al., 2010), servicios que SITVIT no

genera.

En total en este estudio se logr6 asignar 141 aislados en 41 MIT’s,
siendo el MIT279 el mas frecuente, seguido de MIT25 y MIT45. Comparando
nuestros resultados con la base de datos SITVIT que incluye 6,626 aislados
agrupados en 847 MIT’s; el MIT279 ha sido reportado en los paises de
Australia, Bélgica e Italia en el 0.1% (7) de los aislados (Demay, et al., 2012), a
diferencia del 14.1% (20) reportado en este estudio, lo cual es un hallazgo
importante ya que no se ha reportado en tan alta frecuencia. Todos los aislados

incluidos dentro de este MIT fueron del linaje S, el segundo linaje predominante
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en este estudio y altamente frecuente en América del Norte (Christianson, et al.,

2010,Rodwell, et al., 2012) .

El MIT25 se ha reportado en 0.5% (31) aislados, en Australia, Bélgica,
Brasil, Espafa, Croacia, Reino Unido, Francia, Haiti y Sudéafrica (Demay, et al.,
2012). En Colombia 111 aislados fueron agrupados en 51 MIT s donde el
MIT25 fue el tercer MIT predominante en 8.1% (9) de los aislados a diferencia
del 7.5% (18) en este estudio (Cerezo, 2009). Los aislados dentro de este MIT

fueron identificados dentro del linaje LAM, linaje predominante en este estudio.

El MIT45 es uno de los tres principales MIT reportados en la base de
datos SITVIT representando el 3.4% (226) de los aislados y se ha reportado en
Australia, Bélgica, Ecuador, Bolivia, Croacia, EE.UU., Sudafrica, Singapur,
Rusia, Polonia, Turquia, Italia, India, Reino Unido y Bulgaria (Demay, et al.,
2012). Fue el segundo MIT més frecuente en Colombia en 9% (10) de los
aislados a diferencia del 5.4% (13) reportado en este estudio (Cerezo, 2009).
Este MIT agrup0é aislados del linaje Haarlem, el tercer linaje predominante en

este estudio.
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Andlisis epidemiolégico

El mayor nimero de pacientes diagnosticados con TB reporté edades
entre los 20 y 50 afios, siendo el sexo masculino el mas afectado. La edad
promedio entre los hombres fue mayor que el de las mujeres (36 aflos £13.1y
30 afos £13.2). Reportes nacionales e investigaciones entre la frontera México-
EE.UU. presentan resultados similares entre los 25 y 44 afios (Rodwell, et al.,
2008,Schneider, et al., 2004,Secretaria de Salud, 2012). Esto sugiere que en
sentido general la TB afecta principalmente a personas jévenes adultas, que es
el grupo de edad econémicamente mas activo y al sexo masculino por sus
actividades sociales y laborales (Gonzélez, et al., 2010) Secretaria de Salud

2012.

El 68.1% de los pacientes reportaron bajo nivel de educacion (sin
estudios, 7.6%; primaria, 30.5% y secundaria 30.5%), de los cuales el 58.1%
son desempleados. Diversos estudios indican que el bajo nivel de estudio y el
desempleo son factores que estan relacionados con el abandono al tratamiento
de la TB, principalmente por la falta de conocimiento sobre el tratamiento bajo
supervision (Albuquerque, et al., 2007,Gopi, et al., 2007) (Jakubowiak, et al.,
2007,Mishra, et al., 2005). Sin embargo, en este estudio el grupo de pacientes
con bajo nivel de estudio fueron los que presentaron un mayor porcentaje de
abandono, mientras que de los pacientes desempleados, solo el 17.6%

abandono el tratamiento comparado con el 42.8% que egreso como curado.
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La mayoria de los pacientes (75.7%) ingresaron como casos Nuevos, es
decir, que nunca habian sido diagnosticados anteriormente con TB. Esto
coincide con la alta tasa de incidencia de TB para el Estado de Baja California.
En contraste, solo el 1% se reporté como fracaso y xx% como recaidas, es
decir, el tratamiento antituberculoso que les fue administrado no funciono, y se
tuvo que iniciar un nuevo tratamiento. Este bajo porcentaje de fracaso esta
relacionado con la alta tasa de curacion (> 90%) que reporta Baja California,
superior a lo que establece la OMS. La alta tasa de curacién y la baja tasa de
fracasos, en los casos nuevos, puede estar relacionado con el linaje que
presentan los aislados, siendo LAM y S, de los cuales no se ha reportado
asociacién con casos de farmacorresistencia. En contraste, los casos que
ingresaron como recaida, fracaso o reingreso solo el 54.5% (6) se curarony el
18% (2) fallecieron al recibir tratamiento primario. Este bajo porcentaje de
curacion puede relacionarse, que la mayoria de estos pacientes, pertenecian a
linajes como Beijing, Uganda I, Cameroon y Ghana, los cuales estan asociados

con farmacorresistencia.

El esquema de tratamiento aplicado a los pacientes con TB en Baja
California es con base a los lineamientos del Comité Estatal de
Farmacorresistencia (COEFAR) de la Secretaria de Salud. Dicho esquema
establece que: Todo paciente que inicia tratamiento por primera vez recibe
tratamiento primario acortado con una duracion de 6 meses, si el paciente

abandona, fracasa o recae se le realiza cultivo microbioldgico y prueba de
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sensibilidad antimicrobiana para establecer tratamiento individualizado y asi
lograr mayor porcentaje de curacion. En este estudio, el esquema de
tratamiento primario acortado ademas de ser aplicado en casos nuevos también
se aplico al 14% (25) de los pacientes que ingresaron como recaida y reingreso,
por lo que estos pacientes no iniciaron tratamiento segun lo establecido por la
COEFAR. Lo anterior sugiere que a un gran numero de pacientes no se les
aplicé el tratamiento correcto, ya que estudios nacionales e internacionales han
reportado asociacion entre linaje y farmacorresistencia (Beijing, Uganda I,
Ghana, Cameroon, Harlem) (Niemann, et al., 2010a,Varghese, et al., 2012)Por
otro lado, las consecuencias de no dar el tratamiento adecuado al pacientes es
gue se incrementa la posibilidad de farmacorresistencia secundaria, ya que los
casos que ingresan como recaida y reingreso son diagnosticados como
farmacorresistentes y se les aplica un tratamiento individualizado (Secretaria

de Salud, 2010).

En México se aplica la estrategia TAES (Tratamiento Acortado
Estrictamente Supervisado) como estandar para tratar al paciente con TB. Esta
estrategia tiene como objetivo elevar los porcentajes de curaciéon y disminuir las
tasas de abandono al tratamiento. En este estudio, el porcentaje de curacion
de los pacientes que recibieron tratamiento primario acortado por 6 meses
siguiendo la estrategia TAES, fue de 54.9%, similar a lo reportado en otro
estudio realizado en Baja California donde el porcentaje de curacion fue de

56.3% (Luna, et al., 2008). La Secretaria de Salud reporta hasta el 2011 que
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71.7% con baciloscopia positiva se curaron (Secretaria de Salud, 2012). Por lo
gue, nuestro porcentaje es muy bajo comparado con la Secretaria de Salud y la
OMS donde el porcentaje minimo de curacion mediante TAES es del 85%
(OMS, 2012). La diferencia en porcentajes puede deberse un diagndstico

erréneo y a un esquema de tratamiento equivocado.

Lugar de nacimiento

Con relacion al lugar de nacimiento, la poblacion foranea fue la
predominante en este estudio (53.3%), la cual es ligeramente mayor a lo
reportado (41.2%) por INEGI (2011) y Gobierno del Estado de Baja California
(2010). EI mayor numero de pacientes foraneos provienen de Sinaloa (6.7%),
Jalisco (4.5%), Nayarit (4.8%) y Veracruz (4.3%), estados, que también
presentan altas de incidencia de TB (Secretaria de Salud, 2012). Es decir, el
mayor nimero de personas migrantes que llegan a Baja California, presentan
una alta probabilidad de venir infectadas con micobacterias del complejo de
TB, o bien ya vienen enfermas de TB, en ambos casos, el riesgo de dispersar el

bacilo en la region muy alta.

En el 2010, México ocupo el primer lugar en el nimero de emigrantes
internacionales con 11.9 millones de personas, esta cifra representa alrededor
del 10% de la poblacion total mexicana. Baja California es uno de los estados

de la frontera norte que concentra un gran niumero de migrantes principalmente
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en el municipio de Tijuana. Al igual que en otras ciudades fronterizas, el
crecimiento demografico en Tijuana se debe principalmente al intenso flujos
migratorio de personas procedentes del sur del pais que tienen como destino
los principales centros urbanos de la regién. La importancia de esta ciudad
como polo de atraccion de poblacion migrante interna e internacional se explica
tanto por su desarrollo econémico, basado en el comercio, los servicios y la
industria maquiladora, asi como por su posicién geografica, que histéricamente
ha servido como estacién de paso para los migrantes internacionales que llegan
a las ciudades fronterizas para cruzar a Estados Unidos. A estas dinamicas se
afiaden los movimientos de la poblacion que tiene su residencia en las ciudades
fronterizas de ambos paises y que cotidianamente cruza la frontera de forma
legal para trabajar, ir de compras, visitar a familiares, hacer negocios, etc.
Ademas, desde el sur de México llegan a esta zona miles de migrantes
centroamericanos, provenientes de Guatemala, Honduras y El Salvador
principalmente, con la intencion de cruzar a Estados Unidos (Instituto Nacional
de Migracién, 2013). Por lo tanto el alto flujo migratorio pudiera ser un factor
gue favorece la dispersion de la TB dificultando su control, ya que la mayoria de
los migrantes son ilegales que no permanecen en un solo lugar de la region
fronteriza, viven en hacinamiento y no acuden a los servicios de salud (OPS,

2011), por miedo de tener algun tipo de problema legal.
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Enfermedades asociadas

Mas de la mitad de los pacientes (55.1%) no presentaron ninguna
enfermedad asociada, y son los que presentaron el mayor porcentaje de
curacion, sin embargo, dentro de las enfermedades asociadas, el binomio TB-
DM, fue el de mayor porcentaje (11.9%), de los cuales el 34.6% de los
pacientes se curaron y 7.6% fracasaron al tratamiento. En el 2011 la Secretaria
de Salud reporté que la TB presenta mayor asociacion con DM (23.4%)
(Secretaria de Salud, 2012), sin embargo, en Veracruz arriba del 30% de los
pacientes reportan este binomio (Pérez, et al., 2011,Ponce de Ledn, et al.,
2004). Baja California presenta una prevalencia de DM de 9.3 - 10.1 por 100
mil hab, similar a lo reportado en Veracruz, quien presenta el primer lugar en
incidencia de DM a nivel nacional, sin embargo, los casos del binomio TB-DM
en Baja California fue la mitad a Veracruz, lo cual pudiera estar relacionado con
el control de la glucemia en los pacientes. Esto ultimo no puede aseverarse,
debido a que no se cuenta con informacion clinica que permita determinar si los
pacientes con TB en Baja California, tienen mayor control de la DM con
respecto a los de Veracruz, sin embargo, esta pregunta queda abierta para
estudios posteriores. La relacion de ambas enfermedades es importante, ya
gue las personas con DM tienden a desarrollar de 2 a 3 veces mas TB,
presentan mayor riesgo de muerte durante el tratamiento de TB y son

propensos a sufrir recaida después de terminar el tratamiento, tal como lo
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reportado en este estudio donde tres de los pacientes fallecieron y cuatro

ingresaron como recaida.

La infeccion por VIH/SIDA se encuentra fuertemente ligada ala TB. Un
estudio realizado en un centro de readaptacién en Baja California, mostr6 que el
7.6% de los pacientes presentaban el binomio TB-VIH/SIDA (Cerecer, et al.,
2006), similar a lo reportado en esta investigacién donde el 6% de los pacientes
padecian la comorbilidad VIH-TB el cual es un resultado alarmante ya que la
mortalidad en pacientes con TB-VIH/SIDA es mas alta que la causada por solo
una de las enfermedades, sin embargo en este estudio los pacientes con el
binomio egresaron principalmente como curados y solo uno fallecié6. Por otra
parte, se ha observado que la pandemia del VIH/SIDA esta afectando
profundamente las caracteristicas clinico-patoldgicas de la TB y esta
funcionando como una fuente generadora de cepas multi-drogoresistentes
(Pozniak, 2001), tal como lo indican Lépez y colaboradores (2010), donde el

39.6% de los aislados fueron resistentes a uno o mas farmacos.

En la presente investigacion se registrd una asociacion entre TB y
alcoholismo de 8.6% (18), similar a lo reportado por la Secretaria de Salud de
5.1% (Secretaria de Salud, 2012). Una de las complicaciones médicas

apreciadas en el abuso del alcohol es la alteracién en la regulacién inmune que
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conlleva inmunodeficiencia, posiblemente por alteracién en el equilibrio de las
citoguinas. Como consecuencia aumenta la susceptibilidad a la neumonia
bacteriana y a la tuberculosis (Cook, 1998). Se ha reportado que personas que
consumen alcohol tienen mayor riesgo de desarrollar TB multirresistente, en
Lima, Peru el 54.5% de los pacientes multirresistentes consumian
excesivamente alcohol (Musayon, 2009), mientras que en el estado de Veracruz
el 8% de los pacientes con TB multirresistente consumian alcohol (Rubi, 2009).
Por otra parte, el alcoholismo ha sido considerado una causa determinante en
el abandono del tratamiento de la TB (Anibarro, et al., 2004,Bustamante, et al.,
1996,Musayon, 2009), sin embargo, en este estudio solo el 22.3% (4) de los
pacientes con TB-alcoholismo abandonaron el tratamiento, a diferencia de lo
reportado en Chiapas donde el 45.9% de los consumidores de alcohol
abandonaron el tratamiento (Meza, et al., 1999). La baja asociacion con el
alcohol puede deberse a que Baja California presenta cifras bajas de abuso y
dependencia al alcohol de 2.4 en hombres y 0.6 en mujeres a diferencia de la

media nacional de 9.7 en hombres y 1.7 en mujeres (CONADIC, 2012).
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8. CONCLUSIONES

=

Ademas de M. tuberculosis, Mycobacterium bovis también fue identificado

como agente causal de TB pulmonar en la poblacién de estudio.

La gran variedad de linajes identificados en Baja California es reflejo del

alto flujo migratorio de personas provenientes del sur del pais y/o EE.UU.

El linaje LAM fue el predominante, que era lo esperado ya que es
altamente frecuente en America latina y se ha reportado en centro-norte

de México y EE.UU.

El linaje S fue altamente frecuente a diferencia de lo reportado en América
latina y centro -norte del México, por lo que la alta frecuencia en Baja
California puede estar relacionada con la alta migracion entre Canada,

EE.UU y México.

La frecuencia de los linajes Ghana, Cameroon y Uganda | en la region, fue
mayor que en EE.UU y en el centro-norte del pais, lo cual puede deberse
a que B.C. es uno de los principales estados fronterizos que recibe

migrante africanos que cruzan a EE.UU.

Los linajes predominantes en el centro-norte del pais y EE.UU.como EAIl y

X fueron poco frecuentes en Baja California.
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10.

11.

12.

La presencia del linaje Beijing puede corroborar la alta prevalencia de

cepas farmacorresistentes en la region.

La diversidad genética fue mayor que en el centro-norte del pais.

La tasa de transmision reciente fue de 55.3%, lo que sugiere gque un poco
mas de la mitad de los casos con TB en B.C. fueron el resultado de
transmision reciente por cepas que han estado circulando en la region o

cepas nuevas, mientras que la otra mitad fue por reactivacion.

El linaje No definido presenté la menor tasa de agrupamiento, lo que
sugiere que existe una alta variabilidad genética entre las cepas Unicas de

la regién o del pais y la transmision de estas cepas fue por reactivacion.

El 12.5% de los genotipos identificados en Baja California coinciden con
los genotipos de San Diego, lo que corrobora la dispersion de las cepas de

TB entre fronteras.

En la poblacion de estudio, el sexo masculino fue el mas afectado con TB
entre los 20 y 50 afnos, siendo la escolaridad predominante primaria y
secundaria. La mayoria de los pacientes estaban desempleados y un poco

menos de la mitad fueron originarios de otros estados de la republica.
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13. El 14% de los pacientes no recibid tratamiento segun lo establecido por la
COEFAR, mientras que el porcentaje de curaciéon fue menos a lo
establecido a nivel internacional con tratamiento por seis meses (54.9% vs

85%).

14. No se reportd asociacion estadisticamente significativa entre variables

epidemiologicas y linajes.

113



9. RECOMENDACIONES

La presencia del linaje Bovis en la poblacion de estudio permite sugerir
gue se realicen mas estudios que determinen la incidencia real de TB producida
por M. bovis, asi como la identificacion de especie previamente a la aplicacion
del tratamiento, con el fin de administrar el tratamiento adecuado a cada uno de

los pacientes y asegurar la recuperacion exitosa del individuo.

La identificacién de los linajes en las distintas regiones del pais, puede
aportar informacion importante para el sector salud en la prevencion y
tratamiento de los casos con TB, ya que existe asociacion entre linajes y
farmacorresistencia. Por lo que se recomienda que se generen programas de
vigilancia epidemiolégico-molecular donde se apliquen de manera rutinaria los
marcadores moleculares utilizados en esta investigacion para generar
informacion sobre las caracteristicas genéticas de las cepas infectantes en la

region y asi asegurarle al paciente el éxito del tratamiento.

El 14% de los pacientes no recibié tratamiento segun lo establecido por
la COEFAR y el porcentaje de curacion fue menor a lo establecido a nivel
internacional con tratamiento por seis meses. Por lo que se sugiere a la
Secretaria de Salud en Baja California se cambien los lineamientos de
tratamiento para los casos de recaida, fracaso y reingreso y se les aplique
tratamiento individualizado con previa baciloscopia, cultivo microbiolégico y

pruebas de sensibilidad a farmacos
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11. ANEXOS

Anexo 1. Encuesta realizada para el estudio epidemioldgico de
tuberculosis

Anexo 1. Encuesta realizada para el estudio epidemiolégico de tuberculosis

. G B 1 i @ DIF 2B g™ =

ESTUDIO EPIDCMIOLOG!CO DE TUBERCULOSIS

—
. misswn [TTTTTTITTITITTITIL] el I LITITRLLLLLLLE)
moesns = (~——— - om{1]]]
l;‘ FECHA, L8 RALIENTO m E3a00 ara PLT —
§ wnohy ol T 1T 3 e (D O
s T = - e v '
3 CCUPACICN
g YEICOLANTAD
SSCE— 1
§ MESIGENCIA ACTUAL
e — e = T
E = T
& RGO Wreiind Mincpapriontans T [ | Muncipls pobiacin nsigera [ Muricipio muy it migrosion ||
§ Meutscioes e aba a [ Minopie wigrecen [ | Murkapls srangen paroen lawets [ |
g PR OF RADRCAR ENOOM OO AT [ | Vet e [ omrasens ] wwmrew
u
35 — —— — —— —— L —— — o
i
g% = .
1
S — o
O e e —
Sgroe § wenres
g
g
g

Mecnaesapvescs [ | [ ][] 1 ~Backecssia 3+ Cumive, 3 = Hascamaopls, 4 = Clwcs, 3 = Ruscisgrs
0 = Epdarmickigien, 7 = Chvios Epmuwsodigon § = Depn, B = igrwesbe

LABORATORIO ¥ GABINETES

ESTLOK RESLLTADOS Feche de sobong Focra de rem,tads
P Ves /e B/ v [/ e

—

Sonalads 00 Ralbuasnpits 1 B & pro caa) 3o DM ee jaon ey 3 DK ass fme ovoml

1 2= Cuttws Dot 4D Nepetwo | S = Paatvo. 4 = Fie 30 meicd. 7« Mombe rececesce. # 5 De 188 Daidia & & e
€0 R 0n Ve & TAC decrimsa § = PON Fatade o Gues ¢ PCR 1 » Postve 2+ hegaios, | » igansio
T o Capanan 08 LOR K= Onaa Pouvhade pars Az de Tooay, TAG de orirwm, Holkopoiotoghe v Sloupswdon de LER |« Can bt

SUgeshven 82 TIL T« D4 dres speshvin o TH B & ress
Ponuindo de etooc 1= Palive, 2 = Sugowies 3 = Neogobve

133



Docewern 4 recavelpes Padecn muu
v lvt-mL_] eleen e e g andeinivmnte | G
1 oga Topswm s j TrR e 1o Vo |- S, 1+ bamena
8 3 Movwian L an e guon P, = Come S Panet £+ Gowen
s AR s ] Er oo afowai pen T P O e O T
O > e e e Ldtoouts Doowe. 11 » Salswies B ewn s
b p— Owdmwene. {0 sotm U - e T M, W Raae
W O W SMC N«
.1:-..-.._ T - POuCE . . i et -
+ o Cane b Tecta de wtlcaint
i T Pamna | v o » Da /) W
g B e FATR | FROna 00 MO0 0 OV
b Hambs ©« Bnpante Dw / o
NPT R — Fartn de e o catuso -
§ Da / o
Fooe oe Oegrusten
.b
< DDDDD .
B > | s s s :
;g T+ Dimntnt 4+ Scnens e n
o Lo o €+ Wi h R -1 Y
e | | | "1 ePostwe,
1+ haoms Agace Puooss 3 = Mo
11 M 9+ O S o
g e I ]
s T W e B | I . | |
= R I & ey -
B | Tosocatack con sy Penm ue padeoc b pedecirs dwestmi | | 123072 Mo B¢ it
2| ot mica Wi
e W T
& | neameasonr] | renzem vepmn Fizhe & versssnoon 05 %;]
€ |trwmmonremr [ tvmasMadegmeen Mt [ ] 1= Fosca, 25 Moo
P | e e e s s i b s e e - S S e s S o, S
bt vwwrmen | 11520 5 yeam Ferta e kioe &0 YRR [;;F
Espame o batemiets || 1 W aconda 7 = Rewatenusne pavare, 1+ wbbakonts 5+ v
Cquargan 9. Grooedy
—t——— g
Hamws Be e Sty a0 ]
i g oo AP0 CASO aar
= G = W ON R W . ) B -]
E =SE] ] j’ ] % ]
§ LTI DCJ % % % E
o E_, o o Y B .
8 ] e 1
* 1~ Neatno, %m-wnmumhmnw-uugn e 0 ) AN
2-F D o 1 et st L coo: ke Sk e e g 3+ Qa4 Racogrens. § » Cmex,
¢mm-n-m-u 6= Deaie M BOG
& O ncumds o & Modicactn #o b WON 005 S300- 199, Purs s Provence y Dot o e Tt " Provurs 4 b Sokd
VI | Nons Sxie apariedd 10 0 SNgubone Corm Sadim n Com ROAT 00 BInacd CRanm Mo 0RNCTE TRmacrn OsAie s o momants oo (NrOsMan
S rewtnd A0 £ SRS M s e D 1Sl 2ato deigmends 5 lrmpassts m o, dnficon of sonc ol o 0ocs wno 30 o lewascon.
wonecisn: ] mrengme | | pessinesdac [ | metrepomicne || examactoe [
Opcionms ce oo pors Gacka (no e s GTaons |« Somie 2+ Rusiooms 3~ o vt O = Sa gaoen
Oves Seman | & Frtisnarnds 2 « Nawecins, 3« Aodactw, 4 = Capreomcia. § = Dsaond § » Cpsafioacid. 7 = Exenome
fum wxskzadn oor ol Corme Latetd do Farecocmmstves i l TRELT oW - ot

TR IO T RSN YRR T O R W e

134



Anexo 2. Secuencias de los cebadores de los 12 loci MIRU
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MIRU Tamafio pb | Secuencia Cebadores (5-3") (marcador fluorescente)
MIRU 02F TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT

MIRU 02R >10 TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT (FAM)
MIRU 04F GCGCGAGAGCCCGAACTGC (FAM)

MIRU 04R 392 GCGCAGCAGAAACGTCAGC

MIRU 10F GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC

MIRU 10R 043 GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT (FAM)
MIRU 16F TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
MIRU 16R o1z CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC (HEX)
MIRU 20F TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG (FAM)
MIRU 20R >t GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA

MIRU 23F CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG (HEX)
MIRU 23R 400 AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC
MIRU 24F CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT
MIRU24R e GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA (HEX)
MIRU 26F TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
MIRU26R 439 CATAGGCGACCAGGCGAATAG (HEX)
MIRU 27F TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA

MIRU 27R 060 GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA (NED)
MIRU 31F ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA

MIRU 31R 053 GTGCCGACGTGGTCTTGAT (NED)

MIRU 39F CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC

MIRU 39R 042 CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT (NED)
MIRU 40F 407 GGGTTGCTGGATGACAACGTGT (NED)

MIRU 40R

GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA
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Anexo 3. indice discriminatorio de Hunter-Gaston

Anexo 3. indice discriminatorio de Hunter-Gaston

Para calcular el HGDI se utilizo la siguiente formula:
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Dénde:
N: Numero total de aislamientos en el estudio.
S: Numero de clusters obtenidos

nj: Namero de aislados por cluster

El HGDI varia entre 0.00 y 1.00, un valor de 0.00 indica que todos los aislados
son indistinguibles y un valor de 1.00 indica que todos los aislados en la

muestra se diferencian.
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Abandono: Interrupcién del tratamiento durante 30 dias o mas.

Baciloscopia: Técnica de laboratorio aplicada en el diagnostico de
tuberculosis, que mediante la tincién de Ziehl Neelsen, permite observar en un
frotis, Bacilos Acido Alcohol Resistentes (BAAR).

Caso de tuberculosis: Persona en quien se establece el diagndstico de
tuberculosis pulmonar o extrapulmonar.

Caso nuevo: Enfermo en quien se establece el diagndstico de tuberculosis por
primera vez y nunca han recibido tratamiento antituberculoso.

Continta tratamiento: Paciente que continla recibiendo tratamiento después
de seis meses de haberlo iniciado.

Cultivo: Técnica de laboratorio que permite el aislamiento de colonias de M.
tuberculosis en medio sélido o liquido.

Curacion: Caso de tuberculosis que termina su tratamiento, desaparecen los
signos clinicos y tiene baciloscopia negativa en los dos ultimos meses o cultivo
negativo al final del tratamiento.

Defuncion por tuberculosis: Defuncion en la que la tuberculosis inicia la serie
de acontecimientos que llevan a la muerte.

Fracaso de tratamiento: Persistencia de bacilos en la expectoracién, o en
otros especimenes al término de tratamiento confirmada por cultivo, o a quien
después de un periodo de negativizacion durante el tratamiento, tiene
baciloscopia positiva confirmada por cultivo.

Recaida: Paciente con presencia de signos o sintomas con reaparicion de
bacilos en la expectoracion, o en otros especimenes, después de haber
egresado del tratamiento por curacion.

Reingreso: Enfermo de tuberculosis que reinicia el tratamiento después de
haberlo abandonado.
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Referido: Paciente que por causa justificada se recibe para continuar su
tratamiento.

Retratamiento primario: Esquema de tratamiento que se instituye a los
pacientes con recaida, fracaso o abandono de un tratamiento primario acortado,
comprende la administracion de 5 farmacos de primera linea durante 8 meses,
dividido en 3 fases 2HRZES/1HRZE/5H3R3E3.

Retratamiento estandarizado: Esquema de tratamiento que se instituye a un
enfermo con fracaso a un esquema de retratamiento primario o con tuberculosis
multifarmacorresistente, y es avalado por el Comité Estatal de
Farmacorresistencia correspondiente.

Retratamiento individualizado: Esquema de tratamiento que se instituye a un
enfermo con tuberculosis multifarmacorresistente (TBMFR) multitratado o con
fracaso a un esquema de retratamiento estandarizado, fundamentado en el
resultado del estudio de susceptibilidad antimicrobiana. Comprende la
administracion de un tratamiento con farmacos de segunda linea, la
combinacion y el numero de farmacos sera definido por el grupo de expertos en
TBMFR.

Término de tratamiento: Caso de tuberculosis que ha completado el esquema
de tratamiento, han desaparecido los signos clinicos y no se realiz6
baciloscopia o cultivo al finalizar el tratamiento.

Traslado: Es el proceso para enviar al paciente para tratamiento y control a
otra unidad de salud.

Tratamiento estrictamente supervisado: Tratamiento que administra el
personal de salud o personal comunitario capacitado por personal de salud,
guien debe confirmar la ingesta y deglucién del farmaco para garantizar el
cumplimiento del tratamiento.

Tratamiento primario acortado: Al tratamiento que se instituye a todos los
casos nuevos. Comprende la administracién de cuatro farmacos de primera
linea (isoniacida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z) y etambutol (E)) en 60 dosis durante
la fase intensiva y dos farmacos en 45 dosis durante la fase de sostén (seis
meses) 2HRZE/4H3R3.

Tuberculosis multifarmacorresistente (TBMFR): Tuberculosis en la cual un

microorganismo del complejo M. tuberculosis no es susceptible a la accién de
isoniacida ni de rifampicina, administradas simultaneamente.
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