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RESUMEN

TITULO: determinacion de patrones genéticos de Mycobacterium tuberculosis en

el Departamento de Santander, Colombia durante los afios 2009-2012*

AUTOR: Magda Lorena Orduz, Wellman Rib6n***

PALABRAS CLAVES: linajes, Spoligotyping, Mycobacterium tuberculosis,

Santander

DESCRIPCION:

El Departamento de Santander, Colombia se encuentra entre los departamentos con mayor
numero de casos de tuberculosis, para el afio 2012 se reportaron un total de 463 casos nuevos. La
implementacién de metodologias de biologia molecular como el Spoligotyping permite avanzar en
la identificacion de las especies y familias de M. tuberculosis circulantes en la region. El objetivo de
este trabajo fue la determinacion de los patrones genéticos de M. tuberculosis en el Departamento
de Santander, Colombia durante los afios 2009-2012. Se realiz6 extraccion de ADN de 500
aislamientos clinicos de M. tuberculosis y caracterizados por Spoligotyping, para posterior analisis
de los datos en la base de datos SITVIT WEB del Instituto Pasteur de la Guadalupe. Mediante la
realizacion de este trabajo se logr6 identificar 14 familias de M. tuberculosis y como familias
predominanates T, LAM y Haarlem vy la identificacion del primer caso de tuberculosis ocasionado
por el genotipo Beijing en el oriente colombiano. Este trabajo constituye el primer acercamiento a la
identificacién y analisis de los patrones genéticos de M. tuberculosis en el Departamento de
Santander contribuyendo de esta forma a la identificacion de las dindmicas de transmisién como la
deteccion de posibles casos de recaidas, reinfecciones y la circulacién de nuevos genotipos, que
apoyen las politicas de control de la enfermedad en el Departamento de Santander.

! *Proyecto de grado

**Facultad de Salud. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas. Director: Wellman Ribén, Msc
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SUMMARY

TITLE: determination of the genetic patterns of Mycobacterium tuberculosis from

Santander, Colombia during the years 2009-2012
AUTHOR: Magda Lorena Orduz, Wellman Ribén**?
KEY WORDS: lineages, Spoligotyping, Mycobacterium tuberculosis, Santander

Description:

The Santander state, Colombia ranks among the states with the highest number tuberculosis
cases, in 2012 a total 463 new cases were reported. Implementation of molecular biology such as
Spoligotyping, allows progress in the identification of species and families of M. tuberculosis strains
in the region. The objective of this study was to determine the genetic patterns of M. tuberculosis
from Santander, Colombia during the years 2009-2012. Extracting DNA from 500 clinical isolates of
M. tuberculosis was performed and characterized for Spoligotyping, later the data were analyzed in
the SITVIT WEB database of the Institute Pasteur of Guadalupe. By performing this work was
identified 14 families and as predominates families T, LAM and Haarlem and identification of the
first case of tuberculosis caused by the Beijing genotype in eastern Colombia. This is the first
approach to the identification and analysis of genetic patterns of M. tuberculosis in the Santander
state thus contributing to the identification of the dynamics of transmission as detection of possible
relapse cases, reinfection and circulation of new genotypes, supporting policies disease control in

the Santander state.

2 *Graduation project

**Facultad de Salud. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas. Director: Wellman Rib6n, Msc
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa producida por Mycobacterium
tuberculosis que afecta principalmente los pulmones y es considerada la segunda
causa de muerte por una enfermedad infecciosa después del Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH) en el mundo. Segun el Reporte Mundial de
Tuberculosis 2013 de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para el afio
2012 se presentaron 8,6 millones de casos nuevos de la enfermedad y 1,3
millones de muertes por esta causa. Datos que muestran que a pesar de los
multiples esfuerzos de las organizaciones gubernamentales para el control de la

enfermedad, ésta sigue siendo un gran problema de salud publica en el mundo.

En Colombia para el afio 2013 el Instituto Nacional de Salud report6 10.956 casos
nuevos de la enfermedad y en el Departamento de Santander la situacion no es
menos preocupante dado que la tasa de incidencia de la enfermedad es de 21,2

casos.

En los ultimos afios las pruebas de biologia molecular han logrado grandes
avances que permiten el andlisis de material genético de diferentes
microorganismos como M. tuberculosis, con el analisis de la secuencia de
insercién 1S6110, el polimorfismo de las secuencias espaciadoras de la regién
Repetida Directa DR y el analisis de la unidades de repeticion intergénica
micobacterianas MIRU, permitiendo la tipificacion de la bacteria y el conocimiento
de los diferente linajes de M. tuberculosis contribuyendo de esta forma al
desarrollo de la epidemiologia molecular. Una de las metodologias mas usadas
por su facilidad y alta reproducibilidad es la metodologia de Spoligotyping
desarrollada por Kamerberck que se basa en el polimorfismo de una secuencia
espaciadora en la region repetida directa (DR) de cepas pertenecientes al

complejo M. tuberculosis. El presente trabajo tuvo como finalidad aplicar
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metodologias de genotipificacion como el Spoligotyping para la determinacion de
los patrones genéticos de M. tuberculosis, permitiendo la identificacion de los
linajes mas prevalentes en el Departamento de Santander y la identificacion de
linajes asociados a multidrogorresistencia, que en un futuro contribuyan con las
politicas de control de la enfermedad en el Departamento mediante el
establecimiento de las dindmicas de trasmision de la enfermedad, como el analisis
de casos de transmision reciente en comunidades determinadas, la identificacion

de nuevos linajes y en especial de aquellos asociados a resistencia a farmacos.

17



1. IDENTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La TB es un enfermedad infectocontagiosa producida por especies del complejo
M. tuberculosis, generando cuadros clinicos diversos dentro de los que se
encuentran la TB pulmonar y extrapulmonar, siendo la forma pulmonar la mas
frecuente con un 80-85% de los casos (Organizacion Panamericana de la Salud,
2008). A pesar de que actualmente se cuenta con numerosas medidas
terapéuticas para la cura de la enfermedad, la TB pulmonar sigue siendo un
problema de salud publica a nivel mundial, debido a la falta de control de los casos
infecciosos a través de un diagndstico rapido y finalizacion del tratamiento;
situacidbn que esta siendo intervenido con la puesta en marcha de planes
estratégicos para el control de la enfermedad, con los cuales se ha logrado reducir
en un 37% los casos nuevos de la enfermedad desde el afio 1990 y se espera
alcanzar la meta mundial de reduccion del 50% en 2015, como lo plantea la OMS
(World Health Organization, 2012).

La OMS en su Informe Mundial de Tuberculosis 2013 reporté que en el afio 2012
se presentaron un total de 8,6 millones de casos nuevos de TB y 1,3 millones de
muertes por la enfermedad. La mayor carga de TB corresponde a Asia (58%) y
Africa (27%). Menor porcentaje de casos ocurren en la Region del Mediterraneo
oriental (8%), la Region Europea (4%) y la Region de las Américas (3%) (World
Health Organization, 2012). A pesar que las Américas representen una baja
proporcién de los casos, en paises como Colombia donde para el afio 2012, se
notificaron 11.990 casos de TB, y una incidencia de 23,5 casos por 100.000
habitantes, la TB sigue considerandose uno de los principales problemas de salud
publica en el Pais. En Colombia los departamentos con mayor nimero de casos
de TB reportados para el 2012 fueron Antioquia, Valle, Cundinamarca, Atlantico,
Risaralda y Santander. Este ultimo con un total de 463 casos y una incidencia de
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21.2 casos por 100.000 habitantes, considerado asi como el sexto Departamento
con mayor numero de casos en el Pais (Informe de evento, 2012).

Los métodos diagndsticos bacteriolégicos mas usados en Colombia son la
baciloscopia y el cultivo que evidencian la presencia del agente causal de la
enfermedad. Actualmente se estdn implementando nuevas tecnologias
diagnésticas mas sensibles basadas en la deteccion del Acido
Desoxirribonucleico (ADN) micobacteriano (Neonakis, 2008), y con las cuales se
obtienen resultados en menos tiempo. Algunas de estas metodologias brindan la
ventaja adicional de realizar procesos de genotipificacion permitiendo la
identificacion de familias o linajes de M. tuberculosis presentes en la region y de
esta forma apoyar las estrategias de control de la enfermedad con la deteccién de
casos, recaidas, reinfecciones y circulacion de nuevas cepas. En el Departamento
de Santander aun no se cuenta con la informacion de los linajes de M. tuberculosis
circulantes, por lo tanto con la ejecucion de este proyecto se busca implementar
metodologias basadas en la deteccibon de ADN, que permitan establecer
comparaciones y relaciones entre los linajes identificados y los circulantes en la

region.

1.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cuales son los patrones genéticos mas frecuentes en aislamientos clinicos de M.

tuberculosis presentes en el Departamento de Santander?
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2. MARCO TEORICO

2.1 LA ENFERMEDAD

La TB es una de las infecciones de mayor impacto a nivel mundial y es producida
por miembros del complejo M. tuberculosis (Ministerio de la Proteccion Social
Colombia, 2007). La TB es de las enfermedades mas antiguas y ha acompafnado
al hombre durante su evolucion, encontrandose evidencia de la presencia del
agente etiolégico de la enfermedad en esqueletos de 4000 afios de antigiedad en
Europa y Medio Oriente (Jordao, 2011).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

La TB es una enfermedad mundial, para el ailo 2012 la OMS en su reporte anual
estim6 cerca de 8,6 millones casos nuevos, siendo la regiones del sur este
Asiatico, Africa y la Region del Pacifico las mas afectadas. Adicionalmente se
estimaron cerca de 1,3 millones de muertes por la enfermedad, y a pesar de
observarse una reduccion en la tasa de mortalidad, llama la atencién el aumento

de muertes en nifios y mujeres.

En Colombia para el mismo periodo se notificaron 11990 casos confirmados de TB
de todas las formas. De estos, 10956 correspondian a casos nuevos para una
incidencia 23,5 casos por 100.000 habitantes. Segun la presentacion clinica de la
enfermedad se presentaron 80,4 % casos de tuberculosis pulmonar y 19,6% casos

de tuberculosis extrapulmonar (Instituto Nacional de Salud, 2012).
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Los Departamentos con mayor numero de casos corresponden a Antioquia,
Cundinamarca concentrando su alto nUmero de casos en Bogota, Valle del Cauca,

Atlantico, Risaralda y Santander.

En el Departamento de Santander para el afio 2012 se reportaron un total de 430
casos nuevos de TB para una incidencia 21,2 casos por 100.000 habitantes
(Instituto Nacional de Salud, 2012), mostrando que se deben aumentar los
esfuerzos e implementar nuevas estrategias que permitan el control de la

enfermedad.

2.3 FORMAS CLINICAS

2.3.1 Tuberculosis pulmonar. Es la mas comun dado que es la forma en la cual
puede producirse el contagio a otras personas. La infeccion se transmite en forma
directa persona a persona, cuando una persona enferma tose, estornuda o escupe
expulsa bacilos al aire que seran inhalados por las personas a su alrededor (World
Health Organization, 2012).

Se calcula que una tercera parte de la poblacibn mundial tiene TB latente; es
decir, estan infectadas por el bacilo pero ain no han enfermado ni pueden
transmitir la infeccion. Las personas infectadas con el bacilo tuberculoso tienen un
riesgo del 10% de enfermar de TB a lo largo de la vida. Sin embargo, este riesgo
es mucho mayor para las personas que presentan deficiencia o compromiso del
sistema inmunitario, como ocurre en casos de infeccibn por el Virus de
Inmunodeficiencia humana (VIH), desnutricion, diabetes, o consumidores de
tabaco (World Health Organization, 2012).

Cuando la enfermedad se presenta, los sintomas (tos, fiebre, sudores nocturnos,
pérdida de peso, entre otras) pueden ser leves por muchos meses. Como
resultado, los pacientes tardan en buscar atenciéon médica y transmiten la bacteria

a otros. A lo largo de un afo, un enfermo de TB puede infectar aproximadamente
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10 a 15 personas por contacto estrecho. Si no reciben el tratamiento adecuado,
hasta dos terceras partes de los enfermos con tuberculosis mueren (Ministerio de

la Proteccion Social Colombia, 2007).

2.3.2 Tuberculosis extrapulmonar. Representa solo una pequefia proporcion de
los casos de TB, aproximadamente del 10-15%. Sin embargo los pacientes
desarrollan las formas mas graves de la enfermedad. Y dado que la enfermedad
puede afectar cualquier érgano, el diagndstico suele ser mas dificil y demorado
(Solovic, 2013). Las poblaciones mas afectadas por la TB extrapulmonar son los
nifios y personas con inmunosupresion como aquellos que padecen leucemia,

diabetes y que conviven con el VIH.

Segun los criterios de la OMS, las formas de TB extrapulmonar se clasifican en
severas y menos severas; las severas se consideran la meningitis, miliar,
pericarditis, peritonitis, pleural extensiva o bilateral, intestinal, espinal, y
genitourinaria. Las menos severas la de nodulos linfaticos, pleural unilateral,

huesos (excepto columna vertebral) y piel (World Health Organization, 2003).

2.4 AGENTE ETIOLOGICO

El género Mycobacterium se encuentra ubicado taxonémicamente en la familia
Micobacteriacea y esta conformado por 150 especies (Dai,2011), dentro de las
gue se encuentran las especies del Complejo M. tuberculosis conformado por M.
tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum, M. microtti, M. caprae, M.

pinipedii, M. canetti, M. mungi y M. orygis (Jordao, 2011).
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Tabla 1. clasificacién taxonémica

Reino Bacteria
Phylum Actinobacteria
Clase Actinobacteria
Subclase Actinobacteridae
Orden Actinomycetales
Suborden Corynebacterineae
Familia Mycobacteriaceae
Género Mycobacterium

2.4.1 Caracteristicas microscoépicas. Las dimensiones del bacilo son de
aproximadamente 1-10 um de largo (usualmente 3-5 um) y 0,2 - 0,6 um de ancho
(Figura 1) (Cole, 1998). Posee una envoltura celular compleja, compuesta por una
membrana celular y pared celular, esta Ultima brinda soporte mecanico a la
bacteria y le confiere su caracteristica en tincion de acido alcohol resistencia por el
gran contenido de lipidos presentes en la misma (Palomino, 2007). La
caracteristica morfolégica de presencia de cordén en la tincién de Zielh Neelsen
es presuntiva de micobacterias del complejo M. tuberculosis, la formacién de
cordon es atribuida al glicolipido trehalosa 6,6-dimicolato o factor corddn,

compuesto de moléculas de acidos micélicos (Ribdén, 2012).

Figura 1. Bacilos acido alcohol resistentes en una baciloscopia
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2.4.2 Caracteristicas morfolégicas en cultivo. M. tuberculosis se caracteriza por
ser un lento crecedor en medios sintéticos, dado que su tiempo de generacion es
de 18 a 24 horas. La baja tasa de crecimiento esta asociada a la permeabilidad de
la pared que limita la entrada de nutrientes (Palomino, 2007) y adicionalmente se
ha observado que en las micobacterias se encuentran uno o dos operones rrn,
manejados por los promotores P1y P2. El operdn rrnA, ubicado en el gen murA se
encuentra en todas las especies, incluyendo M. tuberculosis y M. leprae. Pero en
algunas especies como las de crecimiento rapido se encuentra un operén

adicional rrrnB, ubicado en el gen tyrS (Arving, 2005; Verma, 1999).

Los medios sintéticos utilizados para el aislamiento de M. tuberculosis contienen
nutrientes como glicerol, fuente de carbono, asparagina e iones de amonio como
fuente de nitrégeno y micronutrientes, ademas de albdamina, incorporada en los
medios de cultivo con el agregado de huevos de gallina o seroalbimina bovina.
Las colonias caracteristicas de M. tuberculosis desarrolladas en un medio soélido a
base de huevos son habitualmente rugosas, sin pigmentaciéon y secas (Figura 2)
(OPS, 2008).

Figura 2. Cultivo de M. tuberculosis
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2.4.3 Caracteristicas genotipicas. Con la secuenciacion del genoma completo de
M. tuberculosis, cepa H37Rv, se generé6 mayor informacion genética de la
bacteria, en total se obtuvo una secuencia de 4.411.529 pares de bases, que
contiene alrededor de 4000 genes y un alto contenido de guanina + citosina (G+C)
de 65,6 %.

El punto para el inicio de la numeracion fue el codén de iniciacion para el gen
dnaA, una marca para el origen de replicacion, OriC. El contenido de G+C es
relativamente constante, y se detectaron varias regiones que muestran mayor
contenido de G+C, que corresponden a secuencias que pertenecen a una gran
familia de genes que incluye la secuencia polimoérfica rica en G+C (PGRSs) (Cole,
1998).

El genoma es rico en ADN repetitivo, particularmente en secuencias de insercion,
y en nuevas familias multigénicas, un ejemplo de estas es la presencia y
distribucion de secuencias de insercion (1S). De particular interés es 1S6110, una
secuencia de la familia 1S3, ampliamente utilizada para la tipificacién de cepas y
epidemiologia molecular debido a su variacion en el sitio de insercion y el nUmero
de copias (Van Embden, 2003). En el genoma de M. tuberculosis H37Rv se
identificaron dieciséis copias de 1S6110, algunos sitios de estos fueron agrupados
en sitios con el nombre de insercion “hot-spots” (Palomino, 2007).

Dentro del cromosoma de M. tuberculosis se encuentra otra regién repetitiva
altamente conservada descrita recientemente, el locus DR (Groenen 1993,
Kamerbeek 1997), miembro de las secuencias “Clustered Regularly Interspersed
Palindromic Repeats” CRISP (Kamerbeek, 1997). Posterior al descubrimiento de
la region DR, se encontraron el numero variable de repeticiones en tandem
(VNTR) (Frothingham, 1998), seguidamente se identificaron las unidades de

repeticion intergénica micobacterianas (MIRU) (Supply, 2000), que también se
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sefialan como andlisis mdltiple locus VNTR. La tipificacion de secuencias
multilocus (MLST) fue introducida como un método alternativo (Baker, 2004) y
recientemente fue descrito el polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) (Filliol,
2006) seguido del polimorfismo de secuencia grande (LSP), este ultimo se realiza
ya sea por microarreglos o reaccion en cadena de la polimerasa (RCP) en tiempo
real (Mostowy, 2005).

2.4.3.1 Locus DR. Contiene multiples regiones repetidas DR de 36 pb
intercaladas con secuencias espaciadoras no repetitivas de 34 a 41 pb que
constituyen en conjunto los DVR (Figura 3); el tamafio del locus DR varia de 6
DVRs (0,6 kb) a 56 DVR (6 kb), y tanto la region DR como los espaciadores han

mostrado poca variacion en el orden de presentacion entre cepas.
La regién DR ha sido identificada como un hot-spot de integracién del elemento de
insercion 1S6110 (Fang, 1998).

Figura 3. Locus DR

/ < Locus DR

Los mecanismos que generan la variacion entre las diferentes cepas son la
delecién de uno o mas DVR (Groenen, 1993) y duplicacién de los DVR. Estas
deleciones y duplicaciones probablemente son mediadas por recombinaciéon
homologa entre DR vecinos o distantes o por procesos de Splicing durante la

replicacion del ADN (Van Embden, 2000). Pero también se ha descrito el proceso
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en el cual por la transposicién del elemento I1S6110 ocurre la delecion un DR
(Legrand, 2001). Todos estos cambios generados en el locus DR son el
fundamento del desarrollo de la metodologia de Spoligotyping (Kamerbeek 1997).

2.5 ESPECIES Y SUBESPECIES DEL COMPLEJO M. tuberculosis

2.5.1 M. tuberculosis. Fue descrita por el doctor Robert Koch en el afio 1882 y es
la especie mas frecuentemente involucrada en el desarrollo de la TB pulmonar en

humanos (Leao et al, 2004).

2.5.2 M. bovis. Es causante de TB en un amplio rango de animales salvajes y
domésticos. M. bovis es naturalmente resistente a la pirazinamida, una droga de
anti-TB de primera linea (Vasconcellos et al, 2010). Su importancia epidemiolégica
radica en la transmision zoonética de M. bovis a humanos debido al contacto con

animales infectados, o al consumo de productos provenientes de estos animales.

2.5.3 M. africanum. Es la especie que mas causa TB en humanos en el occidente
de Africa (De Jong, 2010). Hay dos grandes variantes de M. africanum, la variante
Africana |, aislada en el este de Africa y la variante Il al oeste de Africa (Leao,
2004). Ademas, M. africanum tipo | ha sido recientemente subdividida en M.
africanum tipo |, este africana | (MAF1), prevalente alrededor del Golfo de Guinea
y M. africanum tipo |, este africana 2 (MAF2), prevalente en el sureste de Africa.
M. africanum tipo Il ha sido reclasificado en M. tuberculosis e indicado como

genotipo “Uganda” (De Jong, 2010).

2.5.4 M. bovis BCG o bacilo de Calmette-Guerin (BCG). Es la cepa de la
vacuna, y es una variante viva atenuada de M. bovis. Su espoligotipo es
caracteristico por la ausencia de las espaciadores 3, 10, 17,22 y 39 al 43 (Brand et
al 2002).
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2.5.5 M. microti. Es causante de enfermedad en ratones de campo y musarafas.
Su aislamiento es raro en muestras clinicas humanas, pero recientemente han
sido caracterizados aislamientos provenientes de humanos. El analisis de los

espoligotipos de los aislados revela presencia Unica de los espaciadores 37 y 38

(Cavanagh, 2002).

2.5.6 M. canettii. M. canettii fue agregado a la lista del complejo M. tuberculosis
en 1997. Y hasta la fecha se han realizado pocos reportes de casos de TB por
esta subespecie y se piensa que los animales son los hospederos naturales de la
bacteria (Van Soolingen et al, 1997).

2.5.7 M. caprae. Esta subespecie ha sido aislada principalmente de cabras en
Espafa (Leao, 2004), pero también se ha encontrado en jabalis, cerdos y algunos
casos de personas relacionadas con la cria de cabras (Aranaz, 2003). La huella
genética obtenida por Spoligotyping se caracteriza por la ausencia de los
espaciadores 1, 3-16, 10-33 y 39-43 (Aranaz et al, 2003).

2.5.8 M. pinnipedii. Fue originalmente aislada de casos de TB en pinnipedos
como los leones marinos y focas y recientemente se describieron casos en
animales terrestres como el tapir brasilefio. Su espoligotipo presenta los
espaciadores 25 a 38 unicamente (Cousins et al, 2003).

2.5.9 M. mungii. Fue identificado en el 2010 como un patégeno del Complejo M.
tuberculosis, como agente causal de TB en las mangostas rayadas que viven
cerca a humanos en el distrito de Chobe en Botswana, porque estos animales
viven en estructuras hechas por los humanos y limpian los desechos humanos

incluidas las heces (Alexander et al, 2010).

El patrén de espoligotipo de los aislados de M. mungii se caracteriza por ausencia

de los espaciadores 3, 7, 9, 12-36 y 39, se determind que este patréon es
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conservado en los aislados descritos pero ain no se encuentra incluido en las

bases de datos internacionales (Alexander et al, 2010).

2.5.10 M. orygis. Especie descrita recientemente, en el afio 2012 por Van Ingen y
colaboradores. Ha sido aislado de miembros de la familia Bovidae como oryxes,
gacelas, antilopes, bufalos y se han descrito casos en humanos. Su patron de
espoligotipo se caracteriza por la ausencia de los espaciadores 4-9, 14-24,35, 36 y
39, y al igual que M. mungi no se encuentra incluido en la SITVIT WEB (Van
Ingen, 2012).

2.6 FAMILIAS DE M. tuberculosis

2.6.1 Familia Haarlem (H). Caracterizada por que su patron presenta ausencia del
espaciador 31 y la presencia de al menos un espaciador entre 1 a 30. Es
altamente prevalente en el Norte de Europa y menos extendida en el Caribe y
Africa Central, donde se cree fue introducida por la colonizacion Europea (Filliol,
2003).

2.6.2 Familia Latinoamérica y Mediterraneo (LAM). Caracterizada por la
ausencia de los espaciadores 21 a 24, 33 a 36 y la presencia de al menos un
espaciador entre 1 a 30. Frecuente en paises del Mediterraneo y América Latina.
Algunos genotipos han mostrado fuertes asociaciones geograficas como por
ejemplo la LAM10-Cameroon o la LAM7-Turkey que inicialmente fueron
catalogados como LAM, aunque no se ha encontrado asociacion filogenética con
otros espoligotipos (Niobe-Eyangoh 2003, Zozio 2005).

2.6.3 Familia T. Son las cepas modernas de TB, esta caracterizada “by default” e

incluye cepas que son dificiles de clasificar en otros grupos (Palomino, 2007)

Presenta ausencia de los espaciadores 33 a 36 y presencia de al menos un
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espaciador entre 1 a 30, ademés de la presencia del espaciador 9 0 10y 31,y la
presencia de al menos un espaciador entre 21 a 24 (Brudey et al, 2006).

2.6.4 Familia X. Su patron presenta ausencia de los espaciadores 18 y del 33 al
36. ldentificado en ciudades anglosajonas y altamente prevalente en Suréfrica y
menos en América Latina. Pero hay una alta presencia de este genotipo en
México que puede ser explicado por su cercania con Estados Unidos. La familia X
fue el primer grupo identificado en Guadaloupe (Sola, 1997) y la Polinesia

Francesa (Torrea, 1995).

2.6.5 Familia Este Africano Indio (EIA). Ausencia de los espaciador 29 a 32 'y 34
y la presencia de al menos un espaciador entre el 1 a 30. Frecuente en el Sur Este

Asiatico, India y Africa Occidental (Brudey et al, 2006).

2.6.6 Familia Central Asiatica (CAS). Ausencia de los espaciadores del 4 a 27 y
del 23 a 34. Altamente prevalente en paises subsaharianos y Pakistan. Este linaje
también ha mostrado ser endémico en Sudéan, paises subsaharianos y Pakistan.
Este espoligotipo presenta numerosas variantes y subgrupos como CAS1-Kili (por
Kilimanjaro), CAS-Dar (por Dar-es-Salaam) y CAS-Dehli (Brudey et al, 2006).

2.6.7 Familia Beijing. Este genotipo presenta ausencia de los espaciadores 1 a
33 y presencia de los espaciadores 34 a 43; en términos de salud publica continua
siendo un problema serio para el control de TB debido a su alta virulencia y
asociacion con multidrogoresistencia (Palomino, 2007).

2.6.8 Familia MANU. Puede ser el clon ancestral de las cepas del grupo genético
1, fue subdividido en Manul (ausencia del espaciador 34), Manu2 (ausencia de los
espaciadores 33-34 y Manu3 (ausencia de los espaciadores 34 a 36). Es una

nueva familia de la India (Brudey et al, 2006).
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2.7 METODOLOGIAS DE GENOTIPIFICACION

Las metodologias de genotipificacion basadas en regiones repetitivas del
cromosoma de M. tuberculosis mas usadas a nivel mundial son:
e Analisis de polimorfismos de fragmentos de restriccion basados en 1S6110
(RFLP)
e Spoligotyping
e Andlisis unidades de repeticion intergénica micobacterianas (MIRU)

2.7.1 Metodologia 1S6110-RFLP. La identificacion del 1S6110 fue un gran desarrollo
para la epidemiologia de la tuberculosis (Van Soolingen, 1991). El IS6110 es una
secuencia de insercién, conformada por 1361 bp, capaces de hacer copias de
ellos y luego insertar las copias en un lugar del genoma en un proceso conocido
como transposicion (National Tuberculosis Controllers Association /Centers for
Disease Control and Prevention Advisory Group on Tuberculosis Genotyping,
2004). El analisis de 1S6110 por polimorfismo de fragmentos de restriccion ha sido
considerado el método gold standard para genotipicacion de M. tuberculosis
(Thierry, 1990; Burgos, 2002). Las cepas de M. tuberculosis difieren en el nimero
de copias de 1S6110 y su distribucion es altamente variable en el genoma (Van
Embden, 1993).

El primer paso en la realizacion del RFLP es la purificacion de ADN a partir de un
cultivo de M. tuberculosis, posteriormente la enzima de restriccion Pvull corta el
ADN en secuencias especificas en cientos de fragmentos diferentes. Los
fragmentos se separan por tamafio en un gel de agarosa y son transferidos a una
membrana. Una sonda es utilizada para detectar fragmentos que contienen
IS6110, la imagen se captura en una pelicula y cada copia de 1S6110 produce una
banda. Los patrones de RFLP con siete o0 mas bandas proporcionan mas
especificidad para la discriminacion de los aislamientos, contrario a las cepas con

patrones de seis 0 menos bandas en la cual se presenta una discriminacion
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menor. Usualmente, hay 8 a 18 copias por cepas, pero el numero puede variar de
0 a 25 (Bauer, 1999).

Hay un pequefio niumero de cepas de M. tuberculosis que no contienen la
secuencia del 1S6110 por lo cual en el andlisis se obtendra una huella sin bandas
0 aguellas que contiene bajo niumero de copias muestran menos polimorfismo que
las que contienen alto numero de copias. La principal desventaja de esta
metodologia es la complejidad del procedimiento que tiene una duracién de
aproximadamente 5 dias; la cantidad de ADN necesaria para la digestion con
enzimas de restriccion, esto exige que se obtengan cultivos con suficiente
crecimiento para realizar la extraccion de ADN a diferencia de métodos basados
en RCP como MIRU vy spoligotyping (National Tuberculosis Controllers
Association /Centers for Disease Control and Prevention Advisory Group on
Tuberculosis Genotyping, 2004; Kanduma, 2003)

2.7.2 Spoligotyping. Es un método para deteccion y tipificacion del Complejo M.
tuberculosis, basado en RCP, usando un locus cromosomal Unico con alto
polimorfismo, la regién repetida directa DR. La cual consiste en una secuencia de
36 pb que estan separados por 43 espaciadores no repetidos, cada uno de los
cuales contienen de 36 a 41 pares de bases (Kamerbeek,1997).

Por medio de la RCP se lleva a cabo la amplificacion del locus DR, utilizando
iniciadores, uno de los cuales esta marcado con biotina. Los productos de la PCR
se hibridan en forma perpendicular a la membrana que contiene 43
oligonucledtidos de secuencia conocida (Figura 4). La membrana se incuba con
conjugado de estreptavidina-peroxidasa que se une a la biotina de los productos
de RCP. La deteccion de las sefiales de hibridacion se realiza por un sistema de
quimioluminiscencia (ECL). Cuando se comparan las regiones DR de varias

cepas, el orden de los espaciadores es casi el mismo en todas las cepas, pero se
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pueden encontrar deleciones de los espaciadores, lo que genera las diferencias
entre cada una de las cepas (Kamerbeek,1997).

Figura 4. Membrana de Spoligotyping ubicada en miniblotter

Para comparar los patrones obtenidos con los resultados publicados, es necesario
realizar la conversién del patron de bandas obtenido. Cada uno de los 43
espaciadores produce ya sea un cuadro oscuro (que indica la presencia del
espaciador) o un cuadro sin color (que indica la ausencia del espaciador) y se le

asigna un codigo numérico binario 1 o 0 respectivamente (Figura 5).

Figura 5. Representacion gréfica lectura espoligotipos
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Para simplificar esta numeracion, el codigo binario de 43 digitos se convierte a un
cadigo octal de 15 digitos (es decir, los digitos 0-7). Cada conjunto binario de 3
digitos se convierte en su equivalente octal, y al final el digito restante sera 1 o 0.
La traduccion de los niameros binarios a numeros octales se realiza: 000 = 0; 001
=1;010 =2; 011 =3; 100 =4; 001 =5; 110 = 6; 111 = 7. Cada designacion octal
es unica, lo que representa un patrén especifico de bandas (National Tuberculosis
Controllers Association /Centers for Disease Control and Prevention Advisory
Group on Tuberculosis Genotyping, 2004). Finalmente este cddigo es ingresado
en la base de datos internacional SITVIT WEB que presenta informacion de los
diferentes linajes y su distribucion mundial, contiene informacion de la diversidad
genética del complejo M. tuberculosis basada en 62.582 aislados clinicos de 153

paises (Demay et al, 2012).

El Spoligotyping ofrece grandes ventajas como su gran utilidad en la
genotipificacion de cepas de M. tuberculosis que contienen pocas secuencias
IS6110 (Bauer, 1999); el uso de la metodologia directamente con muestras
clinicas (Kamerbeek et al, 1997), lo que permitiria el diagndstico y tipificacion
simultanea de M. tuberculosis, M. bovis y diferenciacién de las especies que
conforman el Complejo M. tuberculosis. Los estudios realizados con muestras
clinicas mostraron patrones unicos de hibridacién, mientras que cepas de un brote
compartieron el mismo patron. Los patrones obtenidos a partir del examen directo
de muestras clinicas fueron idénticos a los obtenidos mediante el uso de ADN de
los cultivos de estas muestras (Kamerbeek et al, 1997). Con el objetivo de
aumentar el poder de discriminacion de la prueba se propuso el uso de una
membrana de spoligotyping de segunda generacion utilizando 51 oligonucledtidos

de espaciadores (van der Zanden et al, 2002).

Mediante el uso del Spoligotyping, con base en los patrones obtenidos por

hibridacién se pueden clasificar las especies y subespecies que conforman el
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complejo M. tuberculosis y a su vez los diversos linajes la especie M. tuberculosis
(Palomino, 2007).

2.7.3 Metodologia  MIRU-VNTR. Las unidades de repeticion intergénica
micobacterianas son loci en el genoma de M. tuberculosis que contienen un
namero de repeticiones variables en tandem (Supply, 2000). El largo de los MIRU
esta en el rango de 50-100 pb y pertenecen a la categoria de VNTR “minisatelites”
(Supply, 2000). Se han identificado 41 loci de este tipo en M. tuberculosis, entre
ellos 12 loci han demostrado que varian en el nUmero de repeticiones en tandem vy

la mayoria entre las unidades de repeticion.

Es un método basado en RCP que utiliza estas 12 diferentes regiones
intergénicas para la genotipificacion. El céalculo para determinar el nimero de
repeticiones se basa en el tamafio del amplicon. Los resultados se reportan como
12 numeros cada uno correspondiente al niumero de repeticiones. El poder de
discriminacion de las 12 regiones MIRU-VNTR es mucho mayor que la de
Spoligotyping y cerca del 1S6110 RFLP para la tipificacion de cepas de M.
tuberculosis. Recientemente, se propuso un sistema que incluye la tipificacion de
MIRU-VNTR de 24 loci, que combina el andlisis RCP multiplex o un analizador de
ADN basado en fluorescencia con la automatizacion computarizada de la

genaotipificacion (Supply, 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar los patrones genéticos de M. tuberculosis presentes en el
Departamento de Santander, Colombia durante los afios 2009-2012.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar mediante Spoligotyping aislamientos clinicos de M.

tuberculosis del Departamento de Santander.

e Establecer relaciones entre los genotipos identificados y caracteristicas

socio demogréficas asociadas a los aislamientos clinicos.

¢ Identificar posibles casos de reinfecciones, recaidas o aparicion de cepas

asociadas a resistencia.

e Realizar comparacion de los patrones genéticos obtenidos en el

Departamento de Santander con lo reportado en Colombia y el mundo.
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4. JUSTIFICACION

El Plan Estratégico para el Control de la Tuberculosis Colombia 2010-2015,
plantea que durante los ultimos 10 afios Colombia ha mantenido altas tasas de
incidencia de TB de aproximadamente 25 casos por 100.000 habitantes por afio,
con brechas entre los departamentos, como es el caso del Departamento de
Santander que presenta una tasa de incidencia de 21,2 por 100.000 habitantes,
cercana a la tasa nacional, es por esto que se hace necesario la implementacion
de nuevas metodologias y estudios que contribuyan al control y manejo de la TB

en el Departamento.

Con el desarrollo de esta propuesta se buscara realizar el primer acercamiento a
la identificacién de las especies del Complejo M. tuberculosis involucradas en la
enfermedad en el Departamento de Santander y la tipificacion de los patrones
genéticos de M. tuberculosis que permitan obtener informacion de las dindmicas
de transmision, mediante la identificacion de nuevas cepas circulantes en la
region, de casos de TB causados por M. bovis considerado como zoonosis, de
pacientes cuya enfermedad sea resultado de reactivaciéon de TB adquirida en el
pasado o producto de una reinfeccion e identificacion de cadenas de transmision

mediante vinculos epidemiolbgicos.

Todas estas variables pueden ser estudiadas con la realizacion del Spoligotyping,
metodologia ampliamente utilizada en la identificacion y genotipificaciéon de
especies del complejo M. tuberculosis, por su baja complejidad, dado que no
requiere el uso de grandes cantidades de ADN, se puede aplicar en cepas con
pocas secuencias de insercion y esta basada en la RCP, lo cual genera una
ventaja adicional y es su uso para diagnostico de TB, en menos tiempo que las
metodologias convencionales y en casos de dificl manejo como la TB

extrapulmonar.
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5. DISENO METODOLOGICO

El presente trabajo fue realizado en las instalaciones de Mycobacterium,
Laboratorio de Investigacion y Extension de la Escuela de Bacteriologia y
Laboratorio Clinico y el Laboratorio Central de Investigaciones adscrito al Grupo
de Inmunologia y Epidemiologia Molecular de la Universidad Industrial de

Santander.

5.1 MUESTRAS

Se incluyeron 500 aislamientos clinicos de M. tuberculosis obtenidos por el
Mycobacterium, Laboratorio de Investigacion y Extensién de la Universidad
Industrial de Santander (UIS) durante los afios 2009-2012, por actividades de
venta de servicios del Laboratorio con otras instituciones y que se encuentran
almacenados en criopreservacion a -70°C en la colecciobn microbiolégica de

micobacterias del Laboratorio.

5.2 CEPAS DE REFERENCIA

Para el desarrollo del trabajo se emplearon como control, el ADN de las cepas de

referencia que se encuentran incluidas en el Kit IM9702 de Ociumbium Solutions:
- M. tuberculosis H37Rv (10 ng/uL)

- M. bovis BCG P3 (10 ng/uL)
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5.3 CULTIVO DE AISLAMIENTOS CLINICOS

Con el fin de obtener un crecimiento bacteriano se realizo siembra a dos tubos de
medio de cultivo Lowestein-Jensen (Anexo A). A los cultivos con crecimiento de
tres cruces segun la escala de lectura para cultivos de micobacterias (Anexo B),
se les realiz6 raspado de la masa bacilar y homogenizado en frasco de vidrio con
perlas en 1 ml de agua destilada estéril para una nueva siembra a cinco tubos de
medio de cultivo Lowestein Jensen, los cuales se incubaron a 37°C por 15 dias.
De los tubos con crecimiento masivo se realizdé raspado de la masa bacilar y
homogenizado para obtener 4 alicuotas del homogenizado de 500 microlitros para

extraccion de ADN.

De los aislamientos clinicos con cultivo negativo se extrajo una alicuota de 500 pl
de los sedimentos de las muestras almacenadas para posterior extraccion de
ADN.

5.4 EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

La extraccion de ADN gendémico de M. tuberculosis se llevé a cabo mediante el
protocolo descrito previamente por Van Soolingen; en el cual como primer paso se
realizé la preparacion e inactivacion de las suspensiones bacterianas y muestras
clinicas a 100°C en placa de calentamiento peglab. Posteriormente se realizé lisis
enzimatica con 50 pl de Lisozima (10 mg/ml)(Sigma-Aldrich) a 37°C durante 12
horas, seguido de la degradacion proteica con 10 pl proteinasa K (10 mg/ml)
(Sigma-Aldrich) y 70 ul de Sodio Duodecil Sufato 10% (Sigma-Aldrich) a 65°C por
10 minutos; degradacion organica con 100 pl NaCl 5 M (Sigma-Aldrich) y 100 pl N-
acetyl-N,N,N-trimetil bromuro amoénico(CTAB) (Sigma-Aldrich) a 65°C por 10
minutos y separacion de los acidos nucleicos con la adicion de 750 pl de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) (Sigma-Aldrich) mediante centrifugacién a

4°C por 45 minutos. Finalmente se retird la capa organica a un vial eppendorf de
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1,5 ml para precipitacion de ADN con la adicién de 450 pl de isopropanol (Merck)

durante 12 horas a -20° C y purificacion mediante tres lavados con 1 ml con etanol

70% (Merck) a 4°C por 45 minutos. (Anexo C, preparacion de reactivos).

5.5 CARACTERIZACION MOLECULAR POR SPOLIGOTYPING

5.5.1 Amplificacion de los espaciadores por RCP. La metodologia de

Spoligotyping se llevé a cabo de acuerdo a las condiciones previamente descritas

por Kamerbeek. Para la realizacion de la prueba se realizé6 como primer paso la

amplificacion de los espaciadores de la region DR mediante RCP con condiciones

descritas en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones mezcla para RCP

ezcla RCP
Reactivo Cantidad por reaccion
Buffer 10X (Invitrogen) 2,5 pl
MgCl, (10 uM) (Invitrogen) 1,5l
dNTP (2,5 uM) (Sigma-Aldrich) 2 ul
Dra (Biotin-GGT TTT GGG TCT GAC GAC) 2 ul
(25 um)
Drb (CCG AGA GGG GAC GGA AAC) (25 2ul
uM)
Taq platinum polimerasa (5U/ul) 0,2 ul
(Invitrogen)
Agua 12,8 ul
ADN 2 ul
Volumen final 25 pl
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Los viales de RCP se colocaron en el termociclador C-TOUCH 1000 BIO-RAD con

condiciones de amplificacion descritas en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de amplificacion de la RCP

Temperatura Tiempo Ciclos

96°C 3 minutos 1
96°C 1 minuto

55°C 1 minuto 30
72°C 30 segundos

72°C 5 minutos 1

5.5.2 Hibridacién y deteccion. El producto amplificado se desnaturalizé a 99°C
con 150 microlitros de SSPE 2X (Sigma-Aldrich) 0,1% SDS/60° C y enfriados
inmediatamente con hielo por 10 minutos. Posteriormente los productos de RCP
fueron hibridados en una membrana Byodyne C activada previamente con una
solucion SSPE 2X 0,1% SDS a 60° C por 5 minutos, en un sistema miniblotter
(MN45 Inmunetics) durante 1 hora. Luego de la hibridacion de los productos de
RCP a la membrana se realizaron dos lavados de la membrana con SSPE 2X
0.5% SDS a 60°C, y posterior incubaciéon con 10 ml de SSPE 2X 0.5% SDS y 2,5
ul de conjugado estreptavidina-peroxidasa a 42°C por 1 hora y finalmente dos
lavados con SSPE 2X 0.5% SDS a 42°C y dos con SSPE 2X. Para la deteccién de
la hibridacion se colocé la membrana durante tres minutos en 6 ml de reactivo
guimiolumiscente ECL (Amersham), seguido de la exposicion a una pelicula de
rayos X (Hyperfilm ECL; Amersham) por 20 minutos y revelado con revelador y

fijador kodak durante 5 minutos en cada reactivo (Kamerbeek et al, 1997).
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5.5.3 Almacenamiento de la membrana. Se lavo la membrana dos veces con
SDS 1% a 80°C por 45 minutos y 6 rpm, y posteriormente con EDTA 20 mM pH 8

durante 15 minutos a temperatura ambiente.

5.5.4 Lectura e interpretacién de resultado. la pelicula se generd un patrén de
43 cuadros de color que indica la presencia del espaciador o sin color que
determinan la ausencia de los espaciadores de la regibn DR en la cepa
genotipificadas. A cada uno de los 43 espaciadores se le asigna un codigo
numeérico binario 1 o 0. Para simplificar esta numeracion, el codigo binario de 43
digitos se convirtié a un cédigo octal de 15 digitos (es decir, los digitos 0-7). Cada
conjunto binario de 3 digitos se convirtié en su equivalente octal, y al final el digito
restante fue 1 o 0. La traduccion de los numeros binarios a numeros octales se
realiz6: 000 = 0; 001 = 1; 010 = 2; 011 = 3; 100 = 4; 001 = 5; 110 = 6; 111 = 7.
Finalmente este cédigo fue ingresado en la base de datos internacional SITVIT
WEB 2 del Instituto Pasteur de la Guadalupe disponible en red en la péagina

http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVIT ONLINE/query, obteniendo informacion

como el Spoligotype International Type (SIT), familias del complejo M.

tuberculosis, sublinajes y su distribucion mundial.

5.5.5 Analisis de los patrones genéticos . Con el fin de agrupar la informacion
obtenida en cada placa, se construyd una base datos en Microsoft Excel 2010 en
la cual se incluyeron las siguientes variables de cada aislamiento: cédigo binario,
cadigo octal, SIT, linaje y distribucion mundial presentada en la SITVIT WEB del
Instituto Pasteur de la Guadalupe.
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5.6 AGRUPACION Y ANALISIS DE LOS DATOS CLINICOS Y
EPIDEMIOLOGICOS

Se realiz0 la creacion de una base de datos en Microsoft Excel 2010 para agrupar
la informacion obtenida de las caracteristicas socio demogréficas asociadas a

cada aislamiento clinico como edad, género y presentacion clinica.

5.7 ANALISIS FILOGENETICO

Los datos obtenidos de la realizacion del Spoligotyping de los aislamientos se
ingresaron en el programa MIRU-VNTR plus disponible en linea en

http://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces y TB-Lineage disponible en linea en

http://tbinsight.cs.rpi.edu/run tb lineage.html, que permitieron la construccién del

dendograma, arbol de expansion minima y el andlisis de los genotipos mas

frecuentes en el Departamento de Santander.
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACION MEDIANTE SPOLIGOTYPING DE AISLAMIENTOS
CLINICOS DE M. tuberculosis

Se realizd la caracterizacion genética de 500 aislamientos clinicos de M.
tuberculosis obteniendo los respectivos patrones moleculares, datos agrupados en

el las tablas 4 y 5.

Del analisis realizado se identificaron 96 espoligotipos, de los cuales 70 se
encontraban previamente reportados en la base de datos de la SITVIT2 (Tabla 4)
y los restantes 26 no presentaron relacién con otros previamente reportados en la
SITVIT2 (Tabla 5).

Las familias identificadas en mayor proporcion corresponden a la T y Latino
Americano y Mediterrdneo (LAM) con un porcentaje de 32,6% y 32%
respectivamente, seguida de la familia Haarlem con 15,6% como se observa en la

figura 6.

Figura 6. Familias de M. tuberculosis identificadas en Santander
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Tabla 4. Descripcion de SIT identificados

SIT

11

17

20

21

26

33
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Caodigo octal

000000000003771
477777777413071
677737607760771
677777607760771
703377400001771
703777740003771
776177607760771
777737777420771
777737777760771
777777607760771
777777764020771
777777774020771
777777777720731
777777777720771
777777777760771
777777777763771
777777607760731
777777743760771
777777774020731
777777607560771

777737777760731

Numero de
aislados

9

1

25

28

91

Porcentaje
en el estudio

1,8
02
5
0,4
0.2
02
1
02
0.2
21,4
04
02
06
5,6
18,2
18
0,2
02
6,8
0,6

0,6

Familia
Beijing
EIA3-IND
LAM2
LAM1
CAS1-Kili
CAS1-Delhi
LAM3
H3
T3
LAM9
H1
H1
H3
H3
T1
MANU2
LAM4
LAM10-CAM
H1
LAM6

Ambiguo T3 0 T2
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Continuacién tabla 4. Descripcién de SIT identificados

SIT

75

91

93
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118
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173
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217
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Codigo octal

777767777720771
700036777760771
777737607760771
776177400000171
777767777760771
777776777760771
777777777700771
777767607760771
777767677760771
777777677760731
677737607760731
776037777760771
777736777760771
777737774020771
777774077560771
777577607760771
777477607760771
774777777420771
777617607760771
777777677760771

777777601560771

Numero de
aislados

1

1

3

2

14

15

Porcentaje
en el estudio

0,2
0,2
0,6
0,4
2,8
0,4
0,2
0,4
1,2
0,6
0,2
0,4
0,6
0,2
0,2
0,2
0,2
0,4
0,4
3

0,2

Familia
H3
X3

LAM5

T1

X1

LAM9
T1
T2

LAM2
T1

Ambiguo T3 o X1
H1
T1

LAM9

LAM9
H3

LAM5
T1

T1
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Continuacién tabla 4. Descripcién de SIT identificados

SIT
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397
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523
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848
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777737774020731
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737777777760731
777767777760671
776377770000731
777767637760771
777767777763771
741703777760771
577767777763771
777777777762771
776777607760771
777740607760771
777777637760771

037777407560731

Numero de
aislados

8

2

1

Porcentaje
en el estudio

1,6
0,4
0,2
0,6
1,8
1
0,2
1
0,2
0,2
0,2
1,4
0,4
1
0,2
0,2
0,2
0,2
0,4
0,8

0,4

Familia

T1

u

LAM9

T1

H37Rv

MANU-
ANCESTRAL

V]

H1

T1

T2

T1

V]

T1

MANU2

T1

MANU2

MANU2

LAM9

LAMS

T1

LAM6
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Continuacién tabla 4. Descripcién de SIT identificados

SIT

2566

Huérfano
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Huérfano
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1

1
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Porcentaje
en el estudio

0,2
0,2
0,2
0,2
0,6
0,2

0,2

Familia

LAM9
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S

T1

T1

T2
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Tabla 5. Descripcion de SIT no reportados

SIT

Afio

Espoligotipo

Cadigo octal

No.
aislados

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR

NR
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2009

2009-2010

2011

2012

2011-2012

2011
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2013

No dato

No dato

2011

2009
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777777607760740

700077774020731

074327607760700

757707677560771

637777774020731

776367770000731

667727607760771

777760777760771
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Continuacion tabla 5. Descripcion de SIT no reportados

SIT

NR

NR

NR

NR
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NR
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2009
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2011

2011
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777777777766771

777767777766771

557767777760771

777767667760771

777767777777771

555527437740771

No.
aislados
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NR 2012  ml I ml [l eIl m [l mmlIl1]]]l]]|mimmmuf]ll]]]] 557567637740771 1

NR 2013 EEEEEENEEEEE  EEEEEEEEEEEEEEEEEO0OEEEEEN 775567777760671 1

NR 2013 [ ml | Iml Diml [ Imb L L iml L] miml L] |mmnninlll]]]]] 555567637740771 1

Del analisis del total de aislamientos se obtuvieron 26 sublinajes agrupados en la familias Beijing, CAS, EIA, LAM,
MANU, S, T, U y X. Los sublinajes que contenian mayor nimero de aislamientos clinicos corresponden al T1
(30,8%) y LAM9 (23,2%), seguido de H1 y H3 con un 8,6% y 7% respectivamente. Otros sublinajes con porcentajes
representativos son el LAM2 (5,2%) y MANU2 (3,2%). Ademas se identificé que el 6,8% de los aislados presentan

un patrén molecular no reportado en la SITVIT2 (Figura 7).
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Figura 7. Sublinajes identificados en el Departamento de Santander
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Adicionalmente se lograron identificar 38 cluster o agrupamientos, que se
observan en el dendograma (Anexo D) y que estan definidos como aquellas
agrupaciones en los que dos o mas aislamientos clinicos presentaron igual patrén

molecular.

El agrupamiento con mayor nimero de muestras es el SIT 42 (LAM9) con 107
aislados correspondiente al 21,4 % de los aislados clinicos evaluados, seguido del
SIT 53 (T1) que agrupa 91 aislados clinicos, representando el 18,2% del total
evaluado. Otros agrupamientos con mas de 20 aislamientos clinicos fueron el SIT
62 (H1), SIT 50 (H3) y 17 (LAM2).

El Arbol de expansion minima muestra las distancias genéticas entre los diferentes
sublinajes y basado en los patrones de espoligotipo, muestra que los 3 mayores
agrupamientos son los pertenecientes a los sublinajes de las familias LAM, T y

Haarlem, representado en los SIT 42, 53 y 62 respectivamente, (Figura 8).

Se observaron 53 aislamientos clinicos no agrupados, 32 de ellos con Unico SIT y
21 no reportados en la SITVIT2 que corresponden a un porcentaje de 10,6%.
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Figura 8. Arbol de expansién minima
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6.2 RELACION ENTRE LOS GENOTIPOS IDENTIFICADOS Y
CARACTERISTICAS SOCIO DEMOGRAFICAS ASOCIADAS A LOS
AISLAMIENTOS CLINICOS.

Se logré establecer que de los datos disponibles (316), 193 muestras fueron
aisladas de hombres y 123 de mujeres.

Analizando la frecuencia de las familias de M. tuberculosis de acuerdo al género
de los pacientes de las cuales fueron aisladas las muestras, no se encontro alta
frecuencia de alguna de las familias en ninguna de las dos variables analizadas
(Tabla 6).

Tabla 6. Sublinajes identificados distribuidos segun género de los pacientes

Género
Familia F M Sin dato
AMBIGUO T3 -X1 3
AMBIGUO: T30 T2 1 1 1
BEIJING 1 8
CAS1-DELHI 1
CAS1-KILI 1
EIA3-IND 1
H1 5 14 24
H3 5 16 14
H37RV 1
LAM1 2
LAM10-CAM 1
LAM2 3 10 13
LAM3 1 3 1
LAM4 1
LAMS 3 3 1
LAMG6 2 3
LAM9 31 39 46
MANU-ANCESTOR 1 4
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MANU2 3 10 3
NR 9 17 8
S 1
Tl 53 66 35
T2 2 2 1
T3 1
U 2 3 8
X1 2
X3 1
Total 123 193 184

Del total de aislados clinicos, 189 contenian datos relacionados con la edad del
paciente del cual fueron aislados, encontrando que el rango de edad estuvo entre
0 y 88 afios, con una media de 37 afios, una mediana de 36 y moda de 26 (Figura
9).

Figura 9. Frecuencia edad
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De las 500 muestras analizadas,
multibacilares), 103 cultivo negativo y 5 muestras de biopsias obtenidas de tejidos
incluidos en parafina (muestras paucibacilares). En la tabla 7, se observa la
relacion de las familias identificadas y el resultado del cultivo (positivo, negativo y
no aplica que hace referencia a las biopsias embebidas en parafina), se logré
determinar que se presenta una alta frecuencia de los sublinajes T1 y MANU2 en

las muestras paucibacilares en comparaciéon con

identificados en este tipo de muestras.

Tabla 7. Distribucion de sublinajes de acuerdo al resultado del cultivo

Familia
AMBIGUO T3 -X1
AMBIGUO T3 0 T2
BEIJING
CAS1-DELHI
CAS1-KILI
EIA3-IND

H1

H3

H37RV

LAM1
LAM10-CAM
LAM2

LAM3

LAM4

LAM5

LAMG6

LAM9
MANU-ANCESTOR
MANU2

NR

S

T1

Resultado cultivo
No aplica Negativo

11
10

55

los demas sublinajes

Positivo

3

Rk Rk o w

392 fueron cultivo positivo (muestras

Total

P RP O W W
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T2 5 5

T3 1 1
U 13 13
X1 2 2
X3 1 1
Total 5 103 392 500

De acuerdo a la presentacion clinica de la enfermedad se logré determinar que de
268 muestras que contenian este dato, 166 casos correspondian a TB pulmonar y
101 a casos de TB extrapulmonar. En la tabla 8 se establecié la comparacion
entre la presentacion clinica de la TB y las familias de M. tuberculosis
identificadas, observandose una alta frecuencia de las familias LAM y Haarlem en

la presentacion clinica pulmonar.

Tabla 8. Distribucion de familias de acuerdo a la presentacién clinica

Presentacion clinica

Familia Pulmonar Extrapulmonar No dato Total
AMBIGUO T3 -
X1 2 1 3
AMBIGUO: T3
0T2 3 3
BEIJING 1 8 9
CAS1-DELHI 1 1
CAS1-KILI 1 1
EIA3-IND 1 1
H1 15 2 26 43
H3 11 2 22 35
H37RV 2 7 9
LAM1 2 2
LAM10-CAM 1 1
LAM2 10 2 14 26
LAM3 3 1 1 5
LAM4 1 1
LAMS 4 2 1 7
LAM6 2 3 5
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LAM9 45 10

MANU- 5
ANCESTOR
MANU2 3 10
NR 15 9
S
T1 44 57
T2 1
T3 1
U 3 1
X1
X3
Total general 166 101

61

10

53

233

116

16
34

154

500

6.2.1 Familias con diferencias en sus patrones genéticos. Realizando un

andlisis de cada una de las familias, sus diferencias en el patron de espoligotipo y

su asociacion con la presentacion clinica de la TB. Se pudo determinar que en los
sublinajes H1, H3, LAM2, LAM5, LAM6, U, T2 no se presentan cambios en la

presentacion clinica de la enfermedad a pesar de la perdida de espaciadores en

los espoligotipos (Tabla 9).

Tabla 9. Diferencias de espoligotipos en las familias H1, H3, LAM2, LAM5, LAM6, U, T2

SIT

45

a7

62

218

727

SIT

H1

Espoligotipo

ENEEEEEEEEEEEENEEREEREE O O00000O000 O eEEEEEE

ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEERREROO000O000 e eEeeEEE

ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEREER 00000000 eesemn

ENEEEEEEEEEN[EEEEEEEEEEEER00000O0000 A EEEEEE
ENEEEEEEEEEN EEEEEEEERREROO000OO000CO s

H3

Espoligotipo

57

Cédigo octal

T777777764020771

T77777774020771

777777774020731

777737774020771

777737774020731

Cédigo octal

Nimero
de
aislados

2

1

34

Ndmero
de
aislados

Muestra
clinica

ND

LBA

ESPUTO
LPL

ESPUTO

ND

Muestra
clinica



35

49

50

75

262

SIT

17

194

SIT

93

273

Huérfano

Huérfano

SIT

64

2274

SIT

106

124

397

605

881

SIT

(UL imi L]l ] |mmnl eeeslll]]]]]

(LU L DL L] (el mimmim] [ ] [m) ] ]]

ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERE0 e EEEEEE

LLLLLLL L im il ]]Im [mejmel 11 ]]]]
ENEEEEEI[EEEEEEEEEEEEEEEEEER]OO000OT EEEEEE

LAM2

Espoligotipo

SN EEEEEEEEEEEEEEER00OeeeeEEER00 e eeEEEEE

EN(EEEEEEEEER[IEEEEEEEO0OOeEeEEEEE000Oeeseen

LAMS

Espoligotipo

ENEEEEEEEEEEEEEEEERO000OEeeeEEER 00 e eEEEEN

ENEEEREREEER[ OO 000OeeeeeeeR 00 eEEEEN
EEEEEEEEEEEeEEEEER00OeeeeEeER00 e eeEEEE
ENEENEEEEER I EEEEEEEO0OOEEeEEEEE00OEeEEEEEE

LAMG6

Espoligotipo

ENEEEEEEEEEEEEEEEEERO00OeeEEeER0000 e EEEEEN
mimimiml LLLLLLLLLLL L] Inimimiminl L] ] |nl || seisisl}]Is]]]]

U

Espoligotipo

EEEEREERO0essERERR000000000000000000COesas
]

ESEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERI0O000OEEEEEEN
ENEEEEEEEEEERERERRERROOO0O0O000000O0O0O0O0O0COEEEEEEE
ENEEEEEEEEEE[EEEEREEO00OeesseR0000000000Oees
ENEEEEEREEEEEEEEEERRERCO0000000000CeeEsCeE.

T2

Espoligotipo

58

T77737777420771

T77777777720731

TITTTT777720771

T77767777720771

TT4777777420771

Cadigo octal

677737607760771

677737607760731

Cédigo octal

777737607760771

777617607760771
757737607760771

767737607760771

Cédigo octal

777777607560771

37777407560731

Cddigo octal

776177400000171
TI7777777700771
777777600000771
777737607700031

776377770000731

Cédigo octal

28

Nimero
de
aislados

25

Nimero
de
aislados

NUmero
de
aislados

3

2

Nimero
de
aislados

2

Ndmero
de
aislados

ND
ND
ESPUTO
LCR
ND
ESPUTO

ND

Muestra
clinica

ESPUTO,
LCR,ND

ESPUTO

Muestra
clinica

LBA
LPL
ASPIRADO

ESPUTO
ESPUTO

ESPUTO

Muestra
clinica

ND

ESPUTO

Muestra
clinica

ESPUTO
LCR
ESPUTO
ND

ND

Muestra
clinica



ESPUTO

175 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEN I EEEEEEEEREE 00O enE 777777677760731 3
ND
848 EEN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER]eeEnnN 737777777760731 1 ND
Huérfano EEEEEEEEEEEEEN S EEEEEEEEEEEEERER 0O nen 737767777760731 1 ND

En la familia LAM9 se observa una alta frecuencia de esta en muestras
multibacilares, independientemente de su patron de espoligotipo; solo se logré

identificar el SIT 42 en 4 muestras paucibacilares (Tabla 10).

Tabla 10. Diferencias de espoligotipos en la familia LAM9

LAM9
Nidmero
SIT Espoligotipo Cédigo octal de Muestra clinica
aislados
ESPUTO
LBA
42 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEER OO0 eeEEEEERO00EEEEEEE 777777607760771 107 ND
150 ENEEEEEEEEEEEEEEEER00OeeeeeEER 00 eeeEEEN 777767607760771 2 ESPUTO
237 ENEEEEEEEEEEEEEEEER0OeeeeEEEE000eeeeEEN 777577607760771 1 ESPUTO
252 (LU L L mml L] Ll mimimiml [ L] )] ] mmimiml |11 ]]] 777477607760771 1 ND
435 ENEEEEEEEEEEEEEEERO0OeEeEEEEERRO0O000 e EEEEEE 763777607760771 1 ESPUTO
1708 ENEEEEEEEEEEEERERER 00 OeeeeeEER 00 eeeEEEN 776777607760771 1 ND
ESPUTO
1714 ENEEEEEEEERERROO0O000Oee000OeeeeEEER000EeEeeEEN 777740607760771 2 ™
2566 LU L L] ] [meimie] 1] [ms] ]| mjejsis] | 1]11]]] 777777607160771 1 ND

En la familia MANU2 se observa una clara diferencia entre los SIT 54 y 1368 y los
SIT 1088 y 1690, dado que los primeros fueron identificados en muestras
multibacilares y los segundos en muestras paucibacilares como liquido

cefalorraquideo y liquido pleural (Tabla 11).
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Tabla 11. Diferencias de espoligotipos en la familia MANU2

MANU2
Numero
Muestra
Espoligotipo Cadigo octal de Familia
clinica
aislados
SIT
ESPUTO,ND
54 ESSSSSSSESESSSSSEESSEEEEESEEEEEEE([[ SEEEEEEEE 777777777763771 9 MANU2
LCR,
LCR
1088 ESEEESESSESEEN SESESSESEEESEEEEEEE[|[[SEEEEEEEE 777767777763771 5 MANU2
LPL
1638 EEEEESSSSESEEN SESSSSSSSESEEEEEEN[ [ SEEEEEEEE 577767777763771 1 MANU2 ND
1690 ESESEEESSSESEEESEEEEEEEEEEEEEEEE[][(E[EEEEEEE 777777777762771 1 MANU2 LCR

Finalmente el genotipo T1 esta presente en las dos presentaciones clinicas, tanto
TB pulmonar como extrapulmonar, pero se observa una leve tendencia hacia su

presentacion en los casos de TB extrapulmonar (Tabla 12).

Tabla 12. Diferencias de espoligotipos en la familia T1

T1
Numero
SIT Espoligotipo Cddigo octal de Muestra clinica
aislados
Y ESPUTO,
ESEESEEEEEESEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER(]O0O0OEEE ND,LBA,
53 TT7777777760771 91 B
EEER LCR,LPL,BIOPSI
47PB
A
ENSEEEEEEEEEEN[SEEEEEEEEEEEEEEEE[O0OOE= 3MB ND
118 777767777760771 14
EEEEE 11PB LCR, LPL
ENSEEEEEEEEEEN[EEEEN[EEEEEEEEEEE[]O00O= BIOPSIA
173 777767677760771 6 PB
EEEEE LCR, ESPUTO
EEEEEEER[I00EESSSEEEEEEEEEEEER[]O0O0OnE
210 776037777760771 2 MB ND
L L1 1 ]]
ENNEEEEEEEEEREERO00Oeeeeeen 00000
222 777774077560771 1 MB LBA
ENEEER
ESPUTO,ND
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEN[EEEEEEEEEEEO0OOE= 8MB
291 TT7777677760771 15 LCR, BIOPSIA,
L 111 ]] 7PB
JUGO GASTRIO
EEEEEEEEEEEEEEEERERERO00000esOeew00000=
306 777777601560771 1 MB ND
EEEEER
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE[EEEEEEEEO0OCOER 6MB ND
373 TT7777767760771 8
EEEEE 2PB LCR
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ENEEEEEEEEEEEE000EssssEsEsEnEs0000ns
447 777760377760771 3 MB LB,ND
EEEEE
ENEEEEEERERERRCOO0000EEeEeEEEERERO000n
765 777760077760771 1 MB SECRECION
EEEEEER
ENEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEERRC000nE
879 T77767777760671 1 PB L. ASCITICO
m[TTT]
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEeeEEEEEERE000ss MB ND
1053 777767637760771 2
[ 11 []] PB BIOPSIA DE PIEL
EsEs000ssss00 eSS EEEEEEEEEER000
1284 741703777760771 1 MB ND
EEEEER
ENEEEEEEEEEEEENENEEE(EEEEEENEREO00s MB ND
2070 777777637760771 4
EEEEE PB LCR, L. ASCITICO
Huatan | EECEEEEEEEERERERERRRO00000000O=RO0000
677777600060771 3 MB ND
o ENEEEEE
Huérfon | HEEEEEEEEEEEEEEEEEEREEEEEEEREREC000RE
o T77777677760671 1 MB ESPUTO
o

6.3 IDENTIFICACION DE POSIBLES CASOS DE REINFECCIONES,
RECAIDAS O APARICION DE CEPAS ASOCIADAS A RESISTENCIA.

6.3.1 Caso 1. Paciente masculino de 60 afios residente en el municipio de
Floridablanca, de quien como se observa a continuacién, presenta dos episodios
de TB pulmonar en el afio 2010 y el andlisis genético de los aislamientos clinicos
muestra diferencias en su patron, por lo cual se podria deducir que se trata de un
una heteroinfeccion, y que el genotipo del primer aislamiento haya sido solapado

con la presencia del segundo aislamiento.

Numero Ao Espoligotipo Cddigo octal SIT Familia
SAN 010 2010 ENEEEEEEEEEEEEEERERO000OeeeeER 00 eEEEEEN 677777601760771 Huérfano T1
SAN 0128 2010 ENNEEEEEEEEEEEEEEREEO0OeeeEEEEE 00O EEeEEN 777777607760771 42 LAM9

6.3.2 Caso 2. Paciente masculino residente en el municipio de Bucaramanga,
quien presenta dos episodios de TB en el afio 2009 y 2010, y segun el patron
molecular de los aislamientos clinicos muestra que el paciente presenta un caso
de recaida, ya que el analisis de los dos aislamientos clinicos presenta el mismo

patrén molecular.
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Numero Afo Espoligotipo Cadigo octal SIT Familia

SAN 098 2009 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEECRO0 e EEEEEE 777777777720771 50 H3

SAN 305 2010 LLLLLLL L L L] [ml mimmiml [ ] 111} 777777777720771 50 H3

6.3.3 Caso 3. Paciente femenino de 45 afios, residente de la ciudad de
Bucaramanga, de quien se determind que ha presentado TB desde el afio 2009,
con complicaciones en el tratamiento que llevaron a clasificarla como paciente de
TB-MDR por el patron de susceptibilidad de la bacteria. Como se observa a
continuacion se lograron genotipificar 4 aislamientos clinicos de la paciente con
diferencia en el genotipo del afio 2009 identificado como T1 y los de los afios
2010-1013 identificados como ambiguo T3-X1. Pero segun el analisis de los
sublinajes identificados podria tratarse de una heteroinfecciébn con una cepa del
sublinaje T3 que presente ausencia de los espaciadores 13 y 32-35 y una cepa del

sublinaje X1(SIT 119) que presenta ausencia de los espaciadores 18 y 32-35.

Numero Ao Espoligotipo Codigo octal SIT Familia

SAN 079 2009 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE]00 T EEEEEE 777777777760771 53 T1

SAN 343 2010 ESEEEEEEEEEN SN[ EEEEEEEEEEEEEER]0eEEEEEE 777736777760771 217 AMBIGUO T3 -X1

SAN265 2011 HENEEENEEEENEEEN[EESEEEEEEEENEER[I[IOessEEEE 777736777760771 217 AMBIGUO T3 -X1

SAN256 2013 HENNEENEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEER[IOesmmmEEE 777736777760771 217 AMBIGUO T3 -X1

6.3.4 Caso 4. Paciente masculino de 44 afos, atendido en el municipio de
Bucaramanga, de quien se realizé analisis de dos aislamientos clinicos de los
afios 2011 y 2012 y se logré identificar presentan igual patrén molecular, por lo
cual se puede deducir se trata de un caso de recaida. Por andlisis de los datos
clinicos se determind que este paciente abandono el tratamiento antituberculosis
por mas de dos meses y el aislamiento del afio 2012 presento un patron de

resistencia a estreptomicina.

Numero Afo Espoligotipo Cadigo octal SIT Familia

SAN 214 2011 OO0 ER 0000 ees0000eesees 037777407560731 2274 LAM6
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SAN 139 2012 O000OeeeeseeeEeeERen 000 0Oseesees]000seseen 037777407560731 2274 LAM6

6.3.5 Caso 5. Paciente masculino de 48 afios, que como se observa se logro
genotipificar dos aislamientos del afio 2011, presentando diferente patrén

molecular, y podria corresponder a un caso de reinfeccion.

Numero Ao Espoligotipo Cddigo octal SIT Familia

SAN 111 2011 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEN I EEEEEEEEREER 00O eens 777777677760671  HUERFANO T1

SAN153 2011 EE[(EEEEEEEEEEEEEEER[]00sssEsssEEJ00eesEEEE 677737607760771 17 LAM2

6.3.6 Caso 6. Se logré identificar la primera cepa del genotipo Beijing en el
Departamento de Santander, cepa ampliamente distribuida en el oriente Asiatico y

asociada con resistencia a farmacos.

La cepa fue aislada en el afio 2009 de un paciente de 46 afios, de quien se pudo
establecer tenia como condicién de riesgo ser habitante de calle y convivir con el
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Ademas en el andlisis de

susceptibilidad a farmacos presento resistencia a Rifampicina.

Afio 2009
Tipo de muestra LBA
Sexo M
Edad 46
Espoligotipo O0O000000000000000000000000000000000 e EEEN
Cadigo octal 000000000003771
SIT 1
Familia BEIJING
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6.4 COMPARACION DE LOS PATRONES GENETICOS OBTENIDOS EN EL
DEPARTAMENTO DE SANTANDER Y LO REPORTADO EN COLOMBIA Y
EL MUNDO

Los principales genotipos identificados en el Departamento de Santander son el T,
LAM y Haarlem; al realizar la comparacion con lo reportado en Colombia se
observa el mismo comportamiento con algunas variaciones en el porcentaje como
por ejemplo en la familia T, la cual en el Departamento se encuentra en un
porcentaje del 32%, a diferencia del Departamento del Cauca donde se reporta en
porcentaje del 40% y menos del 20% en Medellin, Cali y Valle del Cauca (Figura
10).

Figura 10. Frecuencia familias predominantes en ciudades Colombianas

0 LAM
I I ] I 1 ..
0 — I — Haarlem

Santander Bogota Medellin Cali Cauca Valle del
Cauca

Frecuencia
(%)
w
o

B Beijing

Ciudades

En relacibn con otros genotipos encontrados en menor proporciéon en el
Departamento de Santander y aquellos no reportados en la SITVIT2, se
encuentran datos de estudios realizados en Bogot4, Buenaventura y otro comun
para las ciudades de Medellin, Cali y el Departamento de Cauca, como se

observan en la Figura 11.
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Figura 11. Frecuencia familias no dominantes y genotipos no reportados en
ciudades Colombianas
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6.5 COMPARACION DATOS MUNDIALES

En la tabla 13 se presentan los datos de los agrupamientos que contiene 5 o0 mas
aislamientos, su frecuencia en el Departamento de Santander, y la distribucion en
los paises y regiones que contienen un porcentaje igual o mayor de 3, segun lo
reportado en la SITVIT2, constatando de esta forma que las familias identificadas
en el Departamento de Santander pertenecen al linaje Euro-Americano y los
porcentajes de frecuencia mayores del 3% se observa en los paises
Latinoamericanos y Europa a excepcion del genotipo Beijing frecuente en paises
asiaticos y Norte América.
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Tabla 13. Descripcion de agrupamientos que contienen 5 o mas aislamientos y su distribucion mundial en la

SITVIT2
SIT Espoligotipo
1 OO000000000000000000000000000000000EEEssEEEE

17

33

42

50

ER(EEEEEEEER I EEEEEEECOOOEeeEEEEE0O00OEeEeEEEE

EREEERERO0OeeeEEeERER000eeeeeeER 00 EEEEEN

LLLL L DL L L L] L mimimiml ] L] ]| [mmimiml L] ] ]

ESESEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER(O000EeEEEEEE
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Codigo octal

000000000003771

677737607760771

776177607760771

777777607760771

777777777720771

Numero de
aislados

25

107

28

Porcentaje en
el estudio

1,8

21,4

5,6

Familia

Beijing

LAM2

LAM3

LAMS

H3

Distribucion
en regiones
del mundo
con 2 3% de
cada SIT

AMER-N 32.8,
ASIA-SE 15.6,
AFRI-S 11.9,
ASIA-E 9.6,
ASIA-N 8.1,
ASIA-S 5.3,
ASIA-W 4.2,
EURO-N 3.3,
EURO-W 3.2

AMER-S 53.3,
AMER-N 24,
CARI 9.8,
EURO-S 5.5

AFRI-S 38.4,
AMER-N 20.3,
AMER-S 19.3,

EURO-S 8.9,
EURO-W 7.1,

AMER-S 23.3,
AMER-N 20,
EURO-S 13.3,
EURO-W 9.4,

AFRI-S 4.8,
AFRI-N 3.9,
AFRI-E 3.6,
EURO-N 3.5,
CARI 3.5

AMER-N 26.8,

EURO-W 19.6,
AMER-S 11.1,
EURO-S 9.2,
EURO-E 7.8,

CARI 4.9,
AFRI-N 3.7

Distribuci
6n en
paises del
mundo
con 2 3%
de cada
SIT

USA 32.71,
ZAF 11.95,
RUS 8.07,
VNM
6.67,JPN
6.21, MYS
4.1

VEN 29.51,
USA 23.98,
BRA 21.52,
HTI4.51,
ESP 4.1
ZAF 38.37,
USA 20.28,
BRA 9.95,
ARG 7.36,
ITA4.78,
FXX 3.49,
ESP3.23

USA 19.98,
BRA 11.99,
ITA 8.5, VEN
4.87, ZAF
4.76, BEL
3.33, ARG
3.23

USA 26.78,
AUT 9.41,
ITA 6.03,
CZE 5.67,
BRA 5.48,
GUF 3.11,
FXX 3.06



53

54

62

118

173

291

ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER]OeEeEEEEE

ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEN[ [ A EEEEEEEN

ENENEEEEEEEEEEEEEEREEREER 00000000 ees s

ENEEEEEEEEEEEN EEEEEEEEEEEEEEEEE[0 e EEEEEE

LLLLLL LD e L fml VL] mimimis L] ]]

(L VL LD L L] Immmsl ] ]]]]
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777777777760771

777777777763771

777777774020731

777767777760771

777767677760771

777777677760771

91

34

14

15

18,2

1,8

6,8

2,8

1,2

T1

MANU2

H1

T1

T1

T1

AMER-N 21.7,
EURO-W16.1,
AMER-S 9.8,
EURO-S 9.2,
ASIA-W 8.5,
AFRI-S 6.3,
EURO-N 5.5,
AFRI-E 3.9
ASIA-S 21.1,
AMER-N 17.5,
AFRI-S 14,
ASIA-W 12.3,
ASIA-N 8.8,
EURO-W 3.5,
AMER-S 3.5,
EURO-N 3.5
AMER-N 29.2,
EURO-W 16.3,
EURO-S 13.3,
AFRI-W 6,
AFRI-M 5.6,
AFRI-E 5.2,
AMER-S 4.7,
CARI 4.3,
EURO-E 3.9,
EURO-N 3.4
EURO-W 22.9,
ASIA-W 19,
AMER-S 16.2,
EURO-S 9.5,
AMER-N 7.6,
EURO-E 6.7,
EURO-N 3.8
ASIA-W 50,
EURO-W 25,
AMER-N 18.8,
AMER-S 6.3

AMER-S 25.8,
ASIA-W 14.5,
EURO-S 11.3,
AFRI-E 11.3,
EURO-E 8.1,
ASIA-S 6.5,
AFRI-S 4.8,
ASIA-E3.2,
ASIA-SE 3.2,
EURO-W 3.2

USA 21.3,
ZAF 6.14,
ITA 5.9, AUT
5.64, BRA
5.12, TUR
4.38, FXX
3.93, SAU
3.41

IND 19.3,
USA 17.54,
ZAF 14.04,
SAU 9.65,
RUS 8.77,
BRA3.51

USA 29.18,
ITA 11.59,
FXX7.73,
GMB 6.01,
CAF 5.58,
AUT 4.72,
MDG 3.43

FXX 20, TUR
18.1 VEN
8.57, USA
7.62,ITA
6.67, CZE
5.71, ARG

4.76
TUR 50, FXX
25, USA
18.75, BRA
6.25

BRA 17.74,
GEO 9.68,
ITA 9.68,
ZWE 9.68,
ARG 4.84,
CZE 4.84,
BGD 4.84,
POL3.23,
TUR 3.23,
JPN 3.23,
ZAF 3.23



ZAF 24.24,

CZE 15.15,
EURO-W 27.3, BEL 12.12,
AFRI-S 24.2, BRA 9.09,
EURO-W 15.2, AUT 9.09,
AMER-N9.1, USA 9.09,
373 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE I EEEEEEER] (e EEEEEE 777777767760771 8 1,6 T1 AMER-S 9.1, ITA 6.06,
EURO-S 9.1, NLD 3.03,
EURO-N 3, FIN 3.03,
ASIA-W 3 GRC3.03,
FXX 3.03,
SAU 3.03
AMER-N 69.6,
AMER-S 5.6,' USAAUG:):'
451 ENEEEEEEEEEEEEEEEEN(eeEEEEEEEER 0 eEEEEN 777777477760771 9 1,8 H37Rv ASIA-W 4.8, GSBA4 NLID
EURO-N 4.8, !
EURO-W 4.8 3.2,VEN 3.2
USA 18.52,
MYS 11.11,
ASI-SE 29.6, BEL7.41,
AMER-N 18.5, NGA 7.41,
EURO-W 14.8, THA 7.41,
MANU- ASIA-E 11.1, TWN 7.41,
523 ENESSSEEEEEEEESESSEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE 777777777777771 5 1 ANCESTRA AFRI-S 7.4, VNM 7.41,
L AFRI-W 7.4, ZAF 7.41,
CARI 3.7, IDN 3.7, BRA
AMER-S 3.7, 3.7,JPN 3.7,
ASIA-W 3.7 AUT 3.7,
SAU 3.7, GLP
3.7, FXX 3.7
AMER-N 63.6, USA 63.34,
EURO-§ 9.1, ESP 9.09,
727 ENEEEEEEEEEN EEEEEEEERREROO000OO000CO s eEn 777737774020731 5 1 H1 AMER-S9.1, NLD 9.09,
EURO-W 9.1, VEN 9.09,
EURO-E9.1 POL9.09
881 EEEEEEEN [ EEEEEEEEEERRERC 0000000000 sCemN 776377770000731 7 14 U ':T/E;_’: ig’ U 82%' LEN
ASIA-S 71.4, IND 71.43,
1088 LU DLV L e L PP Ll miml L] ]]]] 777767777763771 5 1 MANU2 AFRI-S 14.3, ZAF 14.29,
EURO-S 14.3 PRT 14.29

La distribucién mundial de la familias y sublinajes de M. tuberculosis presentes en el SITVITWEB, a nivel de paises (tres letras del pais de acuerdo a los codigos de
http://en.wikipedia.org/wiki/ISO_3166-1_alpha-3), y el nivel de regiones y subregiones de acuerdo a las Naciones Unidas (http://unstats.un.org/unsd/methods/m49/

m49regin.htm); Regiones: AFRI (Africa), AMER (Americas), ASIA (Asia), EURO (Europa), and OCE (Oceania), subdivididas en: E (Eastern), M (Middle), C (Central), N
(Northern), S (Southern), SE (South-Eastern), and W (Western). Ademas, CARIB (Caribe) pertenece a América ,mientras Oceania esta subdividida en cuatro subregiones ,

AUST (Australasia), MEL (Melanesia), MIC (Micronesia), and POLY (Polynesia).
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7. DISCUSION

Durante el desarrollo del estudio se lograron identificar como familias frecuentes
en el Departamento de Santander a la T (32,6%), LAM (32%) y Haarlem (15,6%),
datos similares a lo descrito en Colombia en el estudio realizado por Puerto y
colaboradores, quienes reportaron una frecuencia del 38,6% para la familia LAM, y
31,4% en la familia Haarlem, de igual forma Realpe y colaboradores, describen
como familias prevalentes en Medellin y Cali, la LAM y Haarlem con un 82,8%.
Otro estudio realizado en Bogotd, identificé a las familias LAM, Haarlem y T con
una frecuencia de 49,3%, 25% y 13,8% respectivamente (Cerezo et al, 2008).

Un comportamiento similar a lo observado en el Departamento de Santander se
encontro en el Departamento del Cauca donde la familia dominante es la T, con un
40%, Realpe y colaboradores relacionan este alto porcentaje con el origen
humano de los aislados, alta presencia de poblacion indigena en este
Departamento, datos que no guardan relacién con los aislados analizados en el
Departamento de Santander ya que estos no provenian de este tipo de poblacion

y podria tratarse de un linaje ubicuo de nuestra poblacion.

Un hallazgo de gran importancia es la aparicién de cepas del genotipo Beijing en
el Departamento de Santander en el afio 2009 y casos posteriores en el afio 2010.
En la ciudad de Bogota en el afio 2008 se realiza el reporte del primer caso de TB
MDR ocasionada por este genotipo y el estudio nacional desarrollado por Puerto y
colaboradores encontré una frecuencia del 0,5% a nivel nacional. Pero contrario al
comportamiento encontrado en Santander y Bogota en las ciudades de Medellin,
Cali y Cauca no han sido identificados casos de TB ocasionados por este
genotipo. A diferencia de todas estas ciudades en Buenaventura, el principal
puerto sobre el pacifico Colombiano, el genotipo Beijing se observa en un
porcentaje del 15,6 % de los cepas evaluadas, en tercer lugar después de las
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familias LAM y Haarlem. El genotipo Beijing fue descrito por primera vez en
Colombia en el afio 1998 (Laserson et al, 1998) y la mayoria de aislamientos de
esta familia pertenecen a pacientes de esta ciudad u oriundos de la misma. Esta
familia es frecuente en ciudades Asiaticas; su presencia en nuestro Pais y
principalmente en la ciudad de Buenaventura, muestra que la puerta de entrada de
estas cepas se produjo por este puerto sobre el pacifico y las actividades
comerciales y de turismo de este puerto han contribuido a la diseminacién de este

genotipo a otras regiones de Colombia (Ferro et al, 2011).

La aparicion de este genotipo en el Departamento representa un desafio en
términos de Salud Publica por su relacion con epidemias de TB y especialmente
con resistencia a farmacos, como los casos de TB-MDR (Parwati | et al, 2010).

Al realizar la comparacién de los diferentes sublinajes y SIT obtenidos se observa
que los identificados en mayor proporcion en Santander corresponden al SIT42
(LAM9) en un 21,4%, SIT53 (T1) 18,2%, SIT62 (H1) 6,8%, SIT50 (H3) 5,6%. Un
comportamiento similar se reportd en Bogota donde se identificaron el SIT42
(LAM9) con un porcentaje del 27,6%, SIT53 (T1) 11,2%, SIT62 (H1) 8,5%y e
SIT50 (H3) 4,6% (Cerezo et al, 2008). Pero en el estudio realizado en Medellin,
Cali y Cauca se presentan los mismos sublinajes pero con diferencia en el
porcentaje de presentacion, SIT42 (LAM9) en un 29,95%, seguido del SIT62 (H1)
23,43% y finalmente el SIT53 (T1) 5,07% (Realpe et al, 2014).

Ademas durante el analisis de los resultados se identificaron 26 genotipos de M.
tuberculosis no reportados en la base de datos SITVIT2 que corresponden al 6,8%
de los casos del estudio. A nivel nacional, el estudio realizado por Puerto y
colaboradores en la evaluacion de 900 aislamientos se reporté 16,5% de
aislamientos no reportados en la SPOLDB4 (version anterior de la SITVIT2)
(Puerto et al, 2010). En el estudio realizado en Medellin, Cali y Cauca (Realpe et
al, 2014), encontraron 20 genotipos no reportados de un total de 414 aislamientos
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evaluados y en Bogota se encontraron 6,58% de este tipo de aislamientos (Cerezo
et al, 2008).

El analisis de la relacion de las variables sociodemogréaficas con los diferentes
sublinajes de M. tuberculosis identificados muestra que no se observo alta
frecuencia de algunos de los sublinajes con relacion al género del paciente. En
general la mayoria de los casos de TB se presentan en hombres, dado que ellos

son considerados como la mayor parte de la poblacion laboralmente activa.

La mayoria de casos de TB documentados en el presente trabajo se presentaron
en pacientes en las edades de 22-65 afios y especialmente en el rango 22-32
anos. Dato previamente reportado en el cual la enfermedad se desarrolla en un

alto porcentaje en la poblacién econémicamente activa.

En la relacion entre las familias de M. tuberculosis y el resultado del cultivo se
observa una alta frecuencia del sublinaje T1 entre las muestras paucibacilares.
Dato documentado por Abadia y colaboradores, en Venezuela quienes relacionan
este sublinaje con casos de TB baciloscopia negativa, pero concluyen que es
necesario un mayor numero de datos para confirmar que el dato es
estadisticamente significativo, con lo cual nuestro trabajo apoyaria los hallazgos
de estos autores (Abadia et al, 2009).

Por otra parte se observa que las familias LAM y Haarlem se ven mas
relacionadas con la presentacién clinica pulmonar. Dato documentado por Cerezo
y colaboradores, quienes realizaron este analisis con casos de TB en Bogotd, y
observaron que los casos de TB pulmonar eran mas frecuentes en pacientes
infectados con la familia Haarlem, pero al final concluyen que este dato no es
estadisticamente significativo (Cerezo et al, 2008). De igual forma en el estudio
realizado en Medellin, Cali y Cauca en pacientes con TB pulmonar los linajes
identificados con mayor frecuencia son el LAM y Haarlem, sin embargo no
realizaron un analisis de asociacién entre las dos variables que permitiera

establecer la relacion (Realpe et al, 2014).
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La identificacion molecular de los aislados de M. tuberculosis en el Departamento
de Santander 2009 - 2012, permitié la generacion de una base de datos de las
familias identificadas, con lo cual se realizé la deteccidon de posibles casos de
reinfeccion, recaidas y heteroinfeccién, como los casos documentados 1,2,3,4,5; a
pesar de la ventaja de los estudios moleculares se resalta la importancia de
realizar estudios de epidemiologia clasica simultdneos que permitan establecer en
el caso de las recaidas si verdaderamente se trata de estos casos, o si por el
contrario son casos de abandono o fracaso al tratamiento. Y en el caso de las
heteroinfecciones se recomienda el andlisis de los casos mediante metodologias
de mayor poder de discriminacién como el MIRU-VNTR que permita establecer la
presencia de dos cepas en el mismo paciente simultaneamente. Se pudo
establecer que los estudios de genaotipificacion realizados en el Pais no evaluaron
estas condiciones de gran importancia para el manejo clinico y farmacoldgico del

paciente.

Sin embargo cabe resaltar que la falta de datos demograficos asociados a los
aislamientos clinicos no permitieron realizar un analisis mas minucioso, por lo cual
para el establecimiento de la base de datos se espera mayor participacion y
aprovechamiento de los datos por los entes de control Departamentales, como el

Programa de Control de la Tuberculosis.

Al realizar la comparacién de los datos obtenidos en este estudio con datos
mundiales, segun lo reportado en la SITVIT2; en el Caribe, las familias Haarlem,
LAM y T estan presentes en idénticas proporciones (29,2%, 27,7%, 27,7%). Y en
Suramérica, la familia LAM es la mas prevalente con 49,3%, seguido de la familia
T (26,7%) y Haarlem (15,7%) (Demay et al, 2012). Datos que se constatan en los
estudios realizados en paises como Brasil, Venezuela y Peru, que adicionalmente
son de importancia en el trabajo por ser paises limitrofes con Colombia. La familia

LAM a nivel mundial es el mas prevalente en las subregiones de Africa (Demay et
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al, 2012) y la mas comun en Venezuela (53%), Brasil (46%) y Peru (28,3%)
(Abadia et al, 2009; Gomes et al, 2012; Sheen et al, 2013).

La familia T por su parte es la mas representativa en Europa y el oeste asiatico y
segunda en frecuencia en Brasil (18,6%), Venezuela (10,6%), y Pera (20,3%)
(Demay et al, 2012; Abadia et al, 2009; Gomes et al, 2012; Sheen et al, 2013).

Finalmente la familia Haarlem es la segunda més representativa en Europa y en
Peru (28,7%), Brasil (12,2%) y Venezuela (5%), ocupa el tercer y cuarto lugar en
frecuencia respectivamente (Demay et al, 2012; Abadia et al, 2009; Gomes et al,
2012; Sheen et al, 2013).

Las familias identificadas en frecuencias menores al 1%, como EIA, CAS, X, S en
el Departamento de Santander han sido reportados previamente en América
Latina en similares proporciones, la familia EIA se presenta en paises como Peru
(0,13%), Venezuela (0,2%) y Brasil (0,85%). La familia CAS no ha sido identificada
en Venezuela y Peru, pero en Brasil se presenta en una frecuencia menor al 1% y
es la familia mas frecuente al sur y oeste asiatico. La familia X se ha identificado
en Perl (4,94%), Brasil (4,7%) y Venezuela (1,2%) y la familia S en Venezuela y
Brasil en un porcentaje de 1,9% y en Peru 0,90% (Abadia et al, 2009; Gomes et al,
2012; Sheen et al, 2013).

El linaje MANU se identific6 en un porcentaje del 4,8% en el Departamento de
Santander, pero en otros estudios realizados en Colombia no se ha identificado su
presencia, lo cual lleva a pensar en la posibilidad que sea una familia que se ha
mantenido especificamente en nuestra regién. El andlisis realizado con los
estudios realizados en algunos paises Latinoamericanos, muestra su ausencia en
Venezuela y en Peru y Brasil representan menos del 1% de los aislados (Abadia
et al, 2009; Gomes et al, 2012; Sheen et al, 2013).
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La familia U se identifico en una frecuencia del 2,6 % en el Departamento de
Santander, y en Colombia se ha identificado en 6,9% en Valle del Cauca, 4,33%
en Medellin, Cali y Cauca y no ha sido identificada en la ciudad de Bogot& (Ferro
et al, 2011; Realpe et al, 2014; Cerezo et al, 2008), e identificada en los paises
fronterizos, Venezuela (9,7%) Peru (8,5%) y no identificada en Brasil (Abadia et al,

2009; Gomes et al, 2012; Sheen et al, 2013).
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8. CONCLUSIONES

Con el desarrollo del presente trabajo se pudo concluir que las familias de M.
tuberculosis de mayor prevalencia en el Departamento de Santander son la T,
LAM y Haarlem, constatando de esta forma lo anteriormente encontrado por otros

autores en diferentes regiones del Pais.

Con la genotipificacion de los aislados de M. tuberculosis en el Departamento de
Santander se genero una base de datos que permite la identificacion de dinamicas
de transmision de la enfermedad, como es la deteccion de posibles casos de
recaidas identificada en los casos 2 y 4 del trabajo, reinfeccion en el caso 5y
heteroinfeccién en los casos 1 y 3 y finalmente la identificacién de genotipos
asociados a resistencia a farmacos como el genotipo Beijing, el cual se constituye
en el primer hallazgo de este tipo en el oriente colombiano y hasta ahora
documentado solo en el sur occidente del Pais, generando una alerta de la
entrada de este nuevo genotipo al Departamento.

Mediante el uso de la metodologia molecular de Spoligotyping se pudo identificar
que los casos diagnosticados como TB por el Programa de Control de la
Tuberculosis de Santander, se trataban de casos causados por M. tuberculosis y

no por otras especies del Complejo M. tuberculosis.

La rapida identificacion y genotipificacion de familias de M. tuberculosis a través
de la metodologia implementada en casos de TB multibacilar, causantes de la
rapida propagacion de la enfermedad en comunidad permite disminuir los tiempos
de inicio del tratamiento adecuado. Adicionalmente se realiz6 la aplicacion de la
metodologia de Spoligotyping en casos paucibacilares permitiendo realizar un
apoyo al diagnostico rapido en casos de tuberculosis extrapulmonar, y a su vez la
identificacion de la especie del complejo M. tuberculosis involucrado en la

infeccion, que apoyan al clinico en el direccionamiento del tratamiento.
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A través de la comparacion de los patrones genéticos obtenidos en el
Departamento de Santander con lo reportado en Colombia y el mundo, se pudo
determinar que los patrones genéticos identificados en el Departamento, T, LAM y
Haarlem, se encuentran en mayor proporcion en paises Europeos, de donde se
generaron las rutas de conquista y colonizacion de los paises Latinoamericanos.
Ademas se identificaron estos genotipos en porcentajes entre el 10-30% en

Colombia, América Latina y el Caribe.
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9. DIVULGACION

International Congress Tuberculosis, Leprosy and Micobacteriosis: back to
biblical time, today solutions. VI meeting of the SLAMTB 2012. Bucaramanga,
Septiembre de 2012. Ponencia: Determination of genetic diversity of

Mycobacterium tuberculosis in Santander.

International Congress Tuberculosis, Leprosy and Micobacteriosis: back to
biblical time, today solutions. VI meeting of the SLAMTB 2012. Bucaramanga,
Septiembre de 2012. Poster: Genetic profiles of clinical isolates of Mycobacterium

tuberculosis in the department of Santander.

78



10. ASPECTOS ETICOS

De acuerdo con los principios establecidos en la Resolucién 008430 de

octubre 4 de 1993 del Ministerio de Salud de la Republica de Colombia y

debido a esta se considerd una investigacion sin riesgo, este estudio fue

desarrollado conforme a los siguientes criterios:

Para la ejecucion de actividades correspondientes al logro de los
objetivos, no fue necesaria la interaccion con pacientes, por lo cual
ésta investigacion no requirié aplicacién del consentimiento informado,
ya que los datos sociodemograficos fueron recolectados dentro del
manejo programatico de la enfermedad, como cumplimiento de la
circular 058 de 2009, para la realizacion de pruebas de identificacion,

susceptibilidad, investigacion y documentacién del caso.

Adicionalmente se tomé en cuenta lo descrito en el titulo IV y capitulo
I: de la investigacion con microorganismos patégenos o material

bioloégico que pueda contenerlos.

Para la correcta manipulacion de los aislamientos clinicos y la cepa
ATCC de M. tuberculosis, incluidos como microorganismos
pertenecientes al grupo de riesgo lll, las actividades se llevaron a cabo
en el Mycobacterium, Laboratorio de Investigacion y Extension de la
Facultad de Salud de la UIS, siguiendo los reglamentos especificos
para el manejo de este tipo de microorganismos publicados por la
OMS, el CDC de Atlanta y el Ministerio de Salud y Proteccion Social.

El personal investigador contd con el equipo basico de proteccidn
personal que incluyé bata de laboratorio desechable en material

antifluido, mascara respiratoria N-95, guantes y polainas, asi como con
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una poliza de accidentes juveniles (en el caso de ser estudiante) o
afiliacion a una aseguradora de riesgos profesionales (ARP) y en todos
los casos con el cubrimiento en salud por parte de una Entidad
Promotora de Salud (EPS).

La Escuela de Bacteriologia de la UIS, lugar en el que se realizaron los
procedimientos respectivos, cont6 con la infraestructura requerida para

garantizar la bioseguridad y biocontencion del microorganismo.

Los profesionales participantes en este estudio tenian la experiencia
en las actividades propias de los laboratorios de investigacion y
recibieron el acompafiamiento y asesoria del director del proyecto
quien cuenta con experiencia en la conduccion de estudios

relacionados con M. tuberculosis.

La investigacion se llevd a cabo previa autorizacion del Comité de
Etica para la Investsigacion Cientifica de la Facultad de Salud de la

Universidad Industrial de Santander (Anexo E)
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11. PERSPECTIVAS

+ Complementar el estudio de genotipificaciéon con la aplicacién de técnicas con

mayor poder de discriminacion como MIRU-VNTR.

+ Generacion de una base de los patrones obtenidos durante el andlisis de

Spoligotyping y MIRUS, mediante invitacion y compromiso de la Secretaria de

Salud de Santander y el Programa de Control de la Tuberculosis en Santander.
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ANEXO A. PREPARACION MEDIO DE CULTIVO LOWESTEIN
JENSEN

a. Preparar el siguiente material estéril
e Tubos 13 x 125 mm

Frasco de vidrio tapa rosca de 2000 ml
e 2 probetas de 500 mi

e 2 embudos con gasa

e Pipetas de 10 ml

e 2 varillas de vidrio estériles

e 2 vasos de precipitado de 50 ml

e 2vasos de 250 ml

e 1 vaso de 500 ml

b. Preparar la solucion de sales y verde de malaquita 2% de acuerdo a la
cantidad de tubos a preparar y llevar a la autoclave a 121 ° C durante 20

minutos.

Tubos de medio 200

Sales 600 ml
Agua destilada (volumen mayor por el volumen que se 700 ml
evapora al autoclavar)

Fosfato mono potasico anhidro KH,PO4 (Merck) 28¢g

*Citrato de magnesio CgHs0O;Mg3* 14H,0 (Merck) 0,79

Sulfato de magnesio MgSO4*7H,0 (Merck) 0,28 g
L-Asparagina C4HgN,03 (Sigma-Aldrich) 4.2 g

Glicerol C3HgO3 (Sigma-Aldrich) 14 g

Verde de Malaquita 2% 20 ml
Verde de Malaquita (Merck) 0,69

Agua destilada 30 mi
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Preparar el homogenizado de huevo y mezcla

e Colocar los huevos en agua con jabon durante 15 minutos y limpiar con una
gasa uno a uno

e Enjuagar con abundante agua y secar en un recipiente

e Rociar los huevos con alcohol al 70% y taparlos con gasa durante 20min.

e Adicionar en un vaso de precipitado cada huevo para visualizar la yema
completa, firme, redonda y sin restos de sangre.

e Agregar cada huevo a un vaso de precipitado de 250 ml hasta completar
tres huevos, y homogenizar con varillas de vidrio.

e Filtrar el homogenizado de huevo sobre un erlenmeyer o probeta a través
de un embudo cubierto con la gasa.

e Pasar el homogenizado de huevo a un frasco de 2000 ml hasta completar la
cantidad deseada y afadir los demdas soluciones en las siguientes

proporciones

Tubos de medio 200
Homogenizado de huevo 1250
Sales 750
Verde de Malaquita 2% 25

e Agitar cuidadosamente evitando la formacion de burbujas.

e Dispensar 9 ml de medio en tubos 20 x 125 mm.

e Eliminar las burbujas formadas en el tubo

e Levar al coagulador de Koch a 78 +/- 2°C durante 45 minutos, controlando

la adecuada coagulacién del medio.
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ANEXO B. ESCALA SEMICUANTITATIVA PARA LECTURA DE CULTIVOS EN

MEDIO SOLIDO

Negativo

No se observan colonias

Cultivo positivo (numero de colonias)
para BAAR

1 a 20 colonias

+ 20 a 100 colonias
++ Mas de 100 colonias separadas
+++ Colonias confluentes

Contaminado

Desarrollo de microorganismos &cido

alcohol sensibles

Tomado de: Diagndstico bacterioldgico de tuberculosis y micobacteriosis. 2012.
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ANEXO C. PREPARACION DE SOLUCIONES

+ Solucion de lisozima (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich)

Pesar 10 mg de lisozima y disolver en 1 ml de agua destilada.
Almacenar a -20°C

+ Soluciéon de proteinasa K (10 mg/ml) (Sigma-Aldrich)

Pesar 10 mg de proteinasa K y disolver en 1 ml de agua destilada.
Almacenar a -20°C

+ SDS 10% (Sigma-Aldrich)
Pesar 10 g de SDS y disolver en 100 ml de Agua destilada

+ Solucion de Bromuro de N-hexadecil N,N,N- trimetilamonio (CTAB)
(Sigma-Aldrich)/NaCl(Merck)

Pesar 4.1 g de NaCl y 10 g de CTAB vy disolver en 80 ml de Agua
destilada (calentando a 65°C). A justar a 100 ml con agua destilada y

almacenar a temperatura ambiente.
+ Etanol 70% (Merck)

Mezclar 70 ml de etanol absoluto con 30 ml de agua ultrapura.

Almacenar a 4°C.
+ Solucién amortiguadora de pH de carga de muestra (5X)

Pesar 0.3 g de Tris-Base, 0,1 de EDTA y 25 mg de azul de bromofenol.
Disolver en 3 ml de agua destilada. Afadir 5 ml de glicerol. Ajustar el
pH= 8 y llevar a 10 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave por

15 min.

+ Solucion amortiguadora TBE (Tris-Borato-EDTA) 1X (Sigma-Aldrich)
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Diluir 1000 ml de solucién amortiguadora de TBE 5X EN 4000 ml de

agua destilada.

+ EDTA 20 mM, ph 8 (Sigma-Aldrich)

Tomar 20 ml de EDTA 0.5 M y completar a 500 ml con agua destilada
+ SSPE 2X (Sigma-Aldrich)

Tomar 50 ml de SSPE 20X y completar a 500 ml con agua destilada.
+ SSPE 2X, SDS 0,1%

Agregar 50 ml de SSPE 20X y 0,5 g de SDS y completar a 500 ml de

agua destilada
+ SSPE 2X, SDS 0,5%

Agregar 50 ml de SSPE 20X y 2,5 g de SDS y completar a 500 ml de

agua destilada
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ANEXO D
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