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RESUMEN

La tuberculosis (TB) contintia siendo uno de los problemas de salud piblica més importantes globalmente.
Con una incidencia de 55/100.000 habitantes en el 2012, Cali (Colombia) fue clasificada como una ciudad de
alto riesgo en TB. Un total de 52 aislados de M. tuberculosis obtenidos de pacientes diagnosticados con TB
pulmonar durante el periodo 2013 — 2014, residentes en Cali, fueron genotipificados por Andlisis de unidades
repetitivas intercaladas micobactecterianas — Nimero variable de repeticiones en tdndem (MIRU-VNTR) de
24 loci. 50 perfiles MIRU-VNTR diferentes fueron encontrados con una distribucion de los aislados por linajes
de LAM 61,54 % (32/52), Haarlem 9,62 % (5/52), S 7,69 % (4/52), Cameroon 1,92 % (1/52), Beijing 1,92 %
(1/52), H37Rv 1,92 % (1/52) al final, 11,35 % (8/52) de los aislados no fueron asignados a los linajes descritos.
Los patrones MIRU-VNTR correspondieron a 20 MITs diferentes siendo los més frecuentes los MIT 190
(12/52) y MIT 45 (4/52). Anélisis por dendograma y comparacién con bases de datos permitieron demostrar
observaciones previas del predominio de los linajes LAM y Haarlem en la ciudad y de la presencia de los MITs
encontrados en otra ciudad de Colombia.Se encontraron también casos con posible transmisién reciente e
infeccién policlonal. En conclusién, este trabajo permitié mostrar la distribucién en linajes de aislados de
M. tuberculosis en esta poblacién y permitié demostrar la utilidad que puede tener la genotipificaciéon por
MIRU-VNTR como herramienta molecular que apoye estudios epidemiolégicos en la ciudad y en Colombia
que contribuyan al conocimiento de la TB en la regién y contribuir a su control.
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ABSTRACT

Tuberculosis (TB) remains as one of the most important public health problems globally, With an incidence
of 55/100.000 habitants in 2012, Cali (Valle del Cauca) was classified as a city of high risk for TB. A total of
52 M. tuberculosis isolates obtained from pulmonary TB diagnosed patients over the period 2013-2014 in Cali,
were genotyped by 24 loci MIRU-VNTR. 50 different MIRU-VNTR profiles were found with a distribution of
the isolates per lineages of LAM 61,54 % (32/52), Haarlem 9,62 % (5/52), S 7,69 % (4/52), Cameroon 1,92 %
(1/52), Beijing 1,92 % (1/52), H37Rv 1,92% (1/52) and only 11,35 % (8/52) of the isolates were not assigned
to any of the described lineages. The MIRU-VNTR patterns corresponded to 20 different MITs being the
most frequent the MIT 190 (12/52) and MIT 45 (4/52). Graphical analysis and comparisons with databases
allowed demonstrate previous observations about the predominance of LAM and Haarlem lineages in the city
and the presence of the MITs found in other city of Colombia. Also, possible recent transmission cases and
policlonal infection were found. In conclusion, this work showed the distribution of lineage in M. tuberculosis
isolates in this population and allowed to demonstrate the utility of the MIRU-VNTR genotyping technique
as a molecular tool to support epidemiological studies in the city and in Colombia that contribute to the
understanding of the dynamics of transmission of TB in the region and contribute to its control.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) continta siendo uno de los
problemas de salud mas importantes globalmente.
La TB se encuentra como la segunda causa de
muerte por enfermedad infecciosa mundialmente,
después del virus de inmunodeficiencia humana
(VIH). En el 2013 se informaron 9 millones de
casos nuevos y 1.5 millones de muertes por TB
(WHO 2014). La creciente Resistencia a Mltiples
medicamentos (MDR) incluida resistencia extendi-
da (XDR) en algunos pafses, la relacién existente
entre escenarios con precarias condiciones de vida
y de trabajo en la poblacion y la presencia del VIH,
entre otros factores, han hecho dificil el control
efectivo de esta enfermedad (Pedraza et al. 2012).
La amenaza mundial de la TB ha incentivado
entonces un esfuerzo global en la busqueda de
métodos de vigilancia epidemiolégica eficaces de
la enfermedad, que permitan el control y la dismi-
nucién de su incidencia, el diagndstico oportuno y
el tratamiento adecuado de los casos ya reportados.

En Colombia, la OMS reporté en el 2013 una inci-
dencia de 32 por 100.000 habitantes, manteniendo
estas altas tasas de incidencia durante los tltimos
10 anos. Entre los departamentos del pais existen
brechas, encontrandose territorios que duplican
el promedio nacional, reflejando diferencias en
las medidas de control, de vigilancia al igual que
diferencias en la dindmica de transmisién. El Valle
del Cauca es uno de los departamentos con mas
casos informados. En el 2014 se informaron segun
el Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica
(SIVIGILA) més de 1500 casos, con una incidencia
de 33,7 en 100.000 habitantes. Cali, se clasifica
como una ciudad de alto riesgo en TB, debido a
que la incidencia de esta enfermedad es dos veces
mayor a la de Colombia, para la cual en el 2012
se estim6 una incidencia de 55 por 100.000 habi-
tantes, con una tendencia creciente y presentando
un complejo panorama para su control como lo es
un alto porcentaje de abandono del tratamiento
(15%) y casos de coinfeccién TB/VIH entre el 11
y 13% (SSPM 2013).

En este contexto, la tipificacién molecular de los
aislados de Mycobacterium tuberculosis ha ganado
una creciente aceptacién como una herramienta
util que facilita el entendimiento de la epide-
miologia de la TB (Mathema et al. 2006) y su
prevenciéon y control. La informacién brindada
por estos analisis ha contribuido al conocimiento
de la dindmica de transmisiéon y patogénesis de
la enfermedad (Kato—Maeda & Small 2000; van
Soolingen et al. 2002; Chaoui et al. 2014), per-
mitiendo establecer la extensién y los factores de

riesgo probables de la transmision reciente en una
poblacién, identificar la transmisién insospechada
tempranamente, detectar la transmision de cepas
resistentes a los medicamentos, confirmar conta-
minacién cruzada en el laboratorio, identificar
cultivos falsos-positivos y distinguir entre casos
de reinfeccién exégena o recaidas. (Cowan et al.
2002, citado en Pitondo et al. 2013; Barnes &
Cave 2003).

Se han desarrollado numerosos métodos para la
genotipificacion de cepas de M. tuberculosis y
describir su estructura poblacional. Hasta hace
poco la técnica desarrollada por Van Embden
(1993) basada en el andlisis de polimorfismos en
la longitud de fragmentos de restriccién (RFLP) y
de la deteccién de la variabilidad en la presencia
y posicion de la secuencia de insercion 1S6110
(RFLP — IS6110), era la técnica estdndar para
la tipificacién de micobacterias (Rozo & Ribén
2010). Sin embargo, su alto consumo de tiempo y
laboriosidad, impulsaron el desarrollo de técnicas
basadas en la Reaccion en Cadena de la Poli-
merasa (PCR) que han suplido estos problemas,
aunque esta técnica sigue utilizandose en casos
particulares (Cowan et al. 2005).

La técnica de espoligotipado basado en PCR, del
locus DR (del inglés Direct Repeat) (Kamerbeek
et al. 1997) as{ como el Andlisis de las Unida-
des Repetitivas Micobacterianas Interespaciadas
- Ntmero Variable de Repeticiones en Tandem
(MIRU-VNTR) (Supply et al. 2006) han reem-
plazado actualmente el estandar RFLP — IS6110
por su menor complejidad técnica, facil compa-
racion de resultados, asi como la disponibilidad
de bases de datos internacionales que permiten
realizar comparaciones con colecciones de aisla-
dos de diferente origen geografico, el intercambio
de informacién, la visualizacién de la distribu-
cién global de los linajes genotipicos de complejo
Mycobacterium tuberculosis y el monitoreo de la
dispersion de aislados de alto riesgo (por su capa-
cidad de virulencia y resistencia a los tratamientos
convencionales) incluyendo una informacién siem-
pre creciente de multiples marcadores genéticos
(Allix-Beguec et al. 2008; Demay et al. 2012) y he-
rramientas computacionales (Shabeer et al. 2012)
para su andlisis, generando una red para el estudio
global de la epidemiologia de la TB y permitiendo
un acercamiento a la exploracién de los aspectos
evolutivos del M. tuberculosis (Garcia de Viedma
et al. 2011 citado por Demay et al. 2012)

En este estudio, se utiliz6 la genotipificaciéon por
MIRU-VNTR con el propésito de tipificar 52 ais-



lados clinicos de M. tuberculosis obtenidos de una
poblaciéon de pacientes residentes en Cali diag-
nosticados con TB pulmonar, para describir los
patrones genéticos que circulan en la poblacion de
estudio y compararlos con otros estudios en Cali,
Colombia y el mundo. Este trabajo permitié mos-
trar la distribucién en linajes de aislados de M.
tuberculosis en esta poblacion y permitié demos-
trar la utilidad que puede tener la genotipificacién
por MIRU-VNTR como herramienta molecular
que apoye estudios epidemioldgicos estructurados
en la ciudad y atn mas alld en Colombia que
contribuyan al conocimiento de la dindmica de
transmisién de la TB en la regién y permitir asi su
control y prevencién.

METODOS

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el Comité Institucio-
nal de Revisién de Etica Humana (CIREH) de la
Facultad de Salud de la Universidad del Valle y
por la autoridad en salud local. Los participantes
del estudio firmaron un consentimiento informado.
Todos los datos y consentimientos firmados fueron
conservados en fisico y guardados en custodia del
investigador principal para mantener la anonimi-
dad de los pacientes.

Poblacién de estudio

Durante el periodo 2013 — 2014 fueron captados 52
pacientes procedentes de diferentes Instituciones
Prestadoras de Salud (IPS) de la ciudad de Santia-
go de Cali, que con diagnostico de TB pulmonar,
ingresaron para tratamiento. A dichos pacientes
se les tomé una muestra de esputo antes de iniciar
tratamiento antibiético.

A cada muestra se le realizé baciloscopia me-
diante tincién de Zielh — Nielsen confirmando
la presencia de bacilos acido alcohol resistentes
(BAAR), ademés de una descontaminacién con
NaOH y N-acetil-cisteina (Kent & Kubica 1985)
para ser cultivadas en Agar Lowestein Jensen (LJ)
y Agar Ogawa a 37°C hasta conseguir crecimiento
durante maximo 12 semanas, para confirmar el
diagnéstico en el laboratorio de tuberculosis del
departamento de microbiologia de la Universidad
del Valle. Una unidad formadora de colonia (UFC)
por paciente fue usado para la genotipificacién.

Caracterizacién socio-demografica y epide-
miolégica

Como parte del estudio se recolectaron los siguien-
tes datos socio-demograficos y epidemioldgicos
encontrados en la Base de datos de los formatos

de registro del laboratorio de tuberculosis del de-
partamento de Microbiologia de la Universidad del
Valle, Cali, con las variables de interés edad, géne-
ro, lugar de residencia, ocupacién, condicién de
ingreso (caso nuevo, recaida o reingreso), contacto
previo con caso tuberculoso, pruebas de resistencia
a farmacos antituberculosos, prueba VIH, factores
de riesgo. Para asegurar la confidencialidad de
los datos y para la proteccion de los pacientes, se
utilizé un sistema de codificacién numérica para
la identificacién de todos los pacientes — muestras.

Analisis moleculares

Eatraccion de ADN: El ADN de los aislados fue ex-
traido utilizando el kit de extracciéon de la prueba
Genotype MTBDRplus (Hain Lifescience GmbH,
Nehren, Alemania). Ensayos preliminares fueron
realizados para comprobar la compatibilidad del
ADN obtenido con la genotipificacién (datos no
mostrados). La evaluacion de la calidad y cantidad
del ADN obtenido, se realizé usando el equipo
NanoDrop ® (ThermoScientific, Estados Unidos).

Genotipificacion MIRU-VNTR: Se sigui6 la meto-
dologia descrita por Supply et al. (2006) para un
andlisis por MIRU-VNTR de 24 loci. Las PCR se
realizaron usando el kit HotStartTaq DNA poly-
merase (Qiagen, Hilden, Alemania). Brevemente,
este método se basa en la amplificacién por PCR
de un set estandar de 24 loci, utilizando cebadores
especificos para las regiones flanqueantes de cada
locus de repeticién y en la determinacién de los ta-
manos de los amplicones, que reflejan los nimeros
de las copias especificas. Como control positivo y
de calidad de las amplificaciones, se us6 ADN de
la cepa de referencia de M. tuberculosis H37Rv
(ATCC 27294).

Los amplicones obtenidos fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa (AGAROSE 1™,
Amresco, Estado Unidos) al 2% a 110V por 1h. Los
tamanos de los amplicones fueron estimados por
comparacion con marcadores de peso molecular de
50 (GeneRuler 50 pb DNA ladder, ThermoScienti-
fic, Estados Unidos) y 100 (GeneRuler 100 pb Plus
DNA ladder, ThermoScientific, Estados Unidos)
pares de bases (pb) y la asignacién de los va-
rios alelos VNTR fue realizado usando el software
GelAnalyzer 2010 (Lazarsoftware, Estados Unidos)

Interpretacién de resultados

Analisis de relacion genética

Las relaciones genéticas entre los aislados fue-
ron visualizadas por un dendograma obteni-
do por UPGMA (método de pares agrupados
usando promedio aritmético) (Sneath & Sokal
1973) utilizando el coeficiente de distancia ca-



tegorica, que fue realizado con las herramien-
tas disponibles en el portal MIRU-VNTR plus
(http://wuw.miru-vntrplus.org).

Andlisis de la diversidad alélica de los MIRU —
VNTR

La diversidad alélica (h) en un locus dado y
la diversidad alélica media (H) se calcularon
como h =1 -3 a?[(25)] vy H = + > h; res-
pectivamente, donde z; es la frecuencia de ale-
lo i-ésimo en el locus, h; la diversidad alelica
en el locus i y n el namero de loci. Adicional-
mente, se calcul6 el indice de discriminacion de
Hunter-Gaston (Hunter & Gaston 1988) como
D=1- m Zle nj(n; —1), donde N es el
total de aislados en la muestra, S el ntimero de
genotipos descritos, y n; es el nimero de aislados
pertenecientes al tipo j, para establecer el poder
de discriminacién del método.

Comparacion con bases de datos internacionales.
Los resultados obtenidos fueron comparados con
los datos contenidos en las bases de datos del
MIRU-VNTR plus (http://www.miru-vntrplus,
org) para la clasificacién basada en minisatéli-
tes (incluyendo los 24 loci MIRU analizados) de
los aislados dentro de los diferentes linajes cono-
cidos del complejo Mycobacterium tuberculosis
(MTC) y también con los datos del SITVIT-

WEB  (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:
8081/SITVIT_ONLINE/). Para este tltimo se uti-
liz6 solamente un set de 12 loci MIRU que fueron
descritos previamente por el autor (Demay et al.
2012).

RESULTADOS

Caracterizacion socio-demografica

Los 52 pacientes que integraron la poblacién es-
tudiada presentaron una edad promedio de 40,3
afios (Desviacién estdndar de 15,14) con un rango
de 18 a 68 anos, la mayoria de género masculino
65,38 % (34/52) y afiliados al régimen subsidiado
de salud 71,15 % (37/52). Se encontraron varias
ocupaciones, siendo las mas frecuentes aquellas re-
lacionadas con trabajo no calificado (NC) 30,77 %
(16/52) y el 4rea de servicio y vendedores (SV)
11,54 % (6/54). El 63,46 % (33/52) de los pacien-
tes se clasificaron en la categoria “otros” (OT)
sobre su etnia y el 15,38 % (8/52) en la poblacién
afrodescendiente (AF) (Tabla 1). Se incluyeron
pacientes de la mayoria de comunas de Cali (con
excepcién de las comunas 21 y 22) teniendo por
lo menos 1 paciente por comuna (Figura 1). Los
resultados detallados incluyendo la informacién
socio-demografica de los pacientes se encuentran
resumidos en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracterizacién socio-demografica de la poblacién de estudio.

n (%) n (%)
Género Masculino 34 65,38 Régimen contributivo Contributivo 9 17,30
Femenino 18 34,62 Subsidiado 37 71,15
Ocupacion PU 1 1,92 No afiliado 6 11,53
TP 2 3,35 Etnia Afrocolombiano 8 15,38
SV 6 11,54 Indigena 1 1,92
AT 2 385 Mestizo 1 1,92
00 2 385 Otros 33 63,46
Ol 1 1,92 Romani 1 1,92
NC 16 30,77 SD 8 15,38
DP 6 11,54 Edad (anos) Minimo 18
ES 2 385 Maéaximo 68
RE 3 5,77 Promedio 40,36
SD 11 21,15 DE 15,14

*#* Frecuencias absolutas (n). Categorias:Para la ocupacion se tiene Profesionales Universitarios (PU).
Técnicos, postsecundarios no universitarios y asistentes (TP). Trabajadores de los servicios y vendedores
(SV). Agricultores, trabajadores y obreros agropecuarios, forestales y pesqueros (AT). Oficiales, operarios,
artesanos y trabajadores de la industria manufacturera, de la construccién y de la minerfa (OO). Operadores
de instalaciones, de maquinas y ensambladores (OI). Trabajadores no calificados (NC). Desempleado (DP).
Estudiante (ES), Recluso (RE) y sin datos (SD). Categorias basadas en la Clasificacién Internacional Uniforme
de Ocupaciones Adaptada para Colombia (DANE) con algunas modificaciones.
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Figura 1. Distribucién por comunas de la pobla-
cién de estudio. ND= pacientes sin dato.

Caracterizacién epidemiolégica

El 71,15 % (37/52) de los casos fueron informados
como nuevos y se encontré un 15,38 % (8/52) y
1,92 % (1/52) de recaidas y reingresos respectiva-
mente. Coinfectados con VIH 1,92% (1/52) de

los pacientes presenté seropositividad a la prueba
de coinfeccién con VIH y 26,92 % (14/52) fueron
informados como negativos. Sin embargo, 71,15 %
(37/52) de los pacientes no tuvieron reporte so-
bre esta prueba. De los aislados (11,54 %) (6/52)
tuvieron algin grado de resistencia, entre ellos
tres resistentes al medicamento Isoniazida, uno
a rifampicina y dos aislados MDR (resistentes a
ambos medicamentos). Se encontraron seis casos
con conocimiento de contacto previo con personas
infectadas con tuberculosis. El 29,62 % (22/52)
de los pacientes presentaron alguna condiciéon de
riesgo asociada a la infeccién con tuberculosis
entre las que se incluye diabetes 11,11 % (6/52),
farmacodependencia 7,69 % (4/52) y desnutricién
1,92% (1/52).

Los resultados detallados incluyendo la informa-
cién epidemioldgica se encuentran resumidos en la
Tabla 2.

Tabla 2. Caracterizaciéon epidemiologica de la poblacion de estudio.

n_ (%) n_ (%)

Condicién N 37 71,15 Factores Leuc 1 1,92
de ingreso R 8 15,38 de riesgo Farmacod 4 7,69
RI 1 1,92 Diabetes 6 11,11

ND 6 11,53 Desnutriciéon 1 1,92

Prueba VIH P 1 1,92 Enf. pulmonar 1 1,92
N 14 26,92 Desnut y farmacod 3 5,56

ND 37 71,15 Sensibilidad a MR 4 7,69

Contacto previo  Si 6 11,54  antibidticos MDR 2 3,85
No 23 44,23 S 46 88,46

ND 23 44,23

*** Frecuencias absolutas (n). Categorias: Condicién de ingreso nuevo: (N), recaida (R), reingreso (RI).
Prueba de VIH: positiva (P), Negativa (N), No dato. Suceptibilidad a antibiéticos: Monorresistencia
(MR), muldrogorresistencia (MDR), Sensible (S). Los factores de riesgo encontrados fueron Leucemia
(Leuc),Farmacodependencia (Farmacod), Diabetes, Desnutricién, Enfermedad pulmonar (Enf. pulmonar),

Desnutricién y farmacodependencia (Desnut y farmacod).

Anailisis moleculares

Se genotipificaron mediante mediante el analisis
de MIRU-VNTR todos los aislados estudiados
(Tabla 3). Los aislados 20, 70, 90 presentaron
alelos dobles en uno de sus locus mientras que
para el aislado 90 se observaron 3 alelos en el locus
MIRU 53 (figura 2). Por otro lado, el aislado 91
present6 alelos dobles en multiples locus (MIRU
42, 40, 10, 47, 52, 53, ETR-A, ETR-B) con lo cual
se sospecho la posible presencia de una infeccién
policlonal en este paciente.

Los loci con la mayor diversidad alélica (0,73)
fueron el MIRU 40, QU11b y QUB26 siendo los
mas discriminatorios. En estos locus se observo la
mayor cantidad de alelos diferentes. En cambio

los locus MIRU 20, MIRU 39, MIRU 46 y MIRU
24 presentaron las menores diversidades alélicas
(entre 0,00 y 0,02). Estos dos tiltimos locus fueron
monomoérficos ya que solo presentaron un alelo
que fue comun en todos los aislados (Tabla 4).
Con los datos se obtuvo entonces una diversidad

alélica media (H) de 0,417.

Andlisis de relacion genética

El poder discriminatorio del método establecido
por HGDI fue 0,9977. En la figura 2 se observa el
dendograma obtenido por UPGMA de los aislados
estudiados con sus perfiles MIRU. En



Tabla 3. Perfil MIRU VNTR para los 52 aislados de M. tuberculosis obtenidos de pacientes con TB pulmonar

en Cali.
AISLADO Perfil MIRU AISLADO Perfil MIRU
1 134203332224126153322622 40 234332322344225153334522
4 124204332124126153222222 41 223235332524425153333742
7 134204332214126153322622 56 222235332424435153234942
8 114204332224116153322622 62 223235322534435153233732
9 213235232434435153234732 63 234343322224225153334822
10 21424323163422515333(10)622 65 134204332404136153222622
11 244212132224116152332602 66 134204332404136153222622
12 134204332224126153322622 67 122234332224126153323622
13 213245322534435153233732 69 234223422424235153233522
14 134204232224126153222822 70 2432353324*4335143333752
16 134204332444126143522622 75 223224342734425143333632
17 134204332224126153222622 82 244214232324116151532232
19 223235332534426153334742 86 224342312444225153334622
20 1322323322*%4126153322522 90 134204332434146153222*2
21 223234332424435153234742 91 2%32%%3325*4**515313*5*2
22 234212132424146142132822 92 222233332334425153233442
24 213233332534435153233532 96 134204332424126153222622
25 222233232534425153343742 106 232234232924226153131922
26 234214232324116153432632 114 222234232424226153331622
28 232233232424226153131722 119 232242322534*25153335622
29 234342322244225153334222 120 134204332224126153322222
30 134203332224126153323622 123 244244322424216133231622
34 223235332434435153233742 124 244214232414156153132232
36 224213352944425163342823 142 124204332224126153322822
37 124204232224126133322622 145 1342053324(1s)4136133222622
39 244213231424126183332422 150 134204332404136153222622

Los loci MIRU rellenos con (*) son aquellos en los cuales se presentaron multiples alelos. Los resultados para
el aislado 91 fueron no interpretables por la presencia de multiples alelos en varios loci. Los alelos marcados
con (s) corresponden a variantes alélicas que no poseen suficientes repeticiones en dicho locus.

total se obtuvieron 50 perfiles diferentes para los
52 aislados dado que como se puede observar los
aislados 150, 65 y 66, provenientes de pacientes
diferentes presentaron el mismo perfil MIRU lo
cual demuestra el alto nivel de discriminacién de
la técnica (Figura 3). Los aislados 11 y 12 fueron
agrupados con una tunica diferencia por sus ale-
los en el MIRU 10. Lo mismo se presentd para
los aislados 17 y 96 que tuvieron alelos diferentes
en el MIRU QUB-11b. Por otro lado, dado que
se obtuvieron multiples alelos en diferentes loci
para el aislado 91, este resultado se consider6 no
interpretable. Subsecuentemente, este aislado se
encontré como el mas distante en el dendogra-
ma. Conociendo las limitaciones generadas por el
tamaino poblacional, se decidié en este punto no
realizar un andlisis por clusters (agrupaciones de-
finidas en el dendograma) para contrastar con las
variables socio-demograficas obtenidas, pues los
resultados podrian estar determinando relaciones

que puedan no ser ciertas en la poblacién general
en la ciudad.

Comparacion con las bases de datos internaciona-
les

Al contrastar los resultados obtenidos con las
base de datos MIRU-VNTRplus se realizé la cla-
sificacion por linaje filogenético de los aislados
estudiados. Primero se realizé un anélisis por
mejor coincidencia (Best Match) con un punto
de corte de distancia por defecto (0,17), el cual
presenta una tolerancia de maximo una diferen-
cia de 4 locus entre los aislados comparados. Se
encontré que el 57,69 % de los aislados fueron
asignados a un linaje desconocido, 28,85 % fueron
identificados dentro de linaje LAM, 9,62 % dentro
del linaje Haarlem y por tltimo 3,85 % fueron
asignados al linaje S. Para clasificar aquellos ais-
lados que fueron asignados como desconocidos se
realizé posteriormente un analisis basado en el
arbol filogenético de las cepas de referencia (Tabla



Tabla 4. Diversidad alélica de los MIRU VNTR en 56 aislados de M. tuberculosis obtenidos de pacientes con

TB pulmonar en Cali.

LOCUS AD (h)
MIRU 02 2 0,46
VNTR 42 4 0,66
VNTR 43 3 054
MIRUO4 1 0,13
MIRU 40 5 0,73
MIRU 10 4 0,69
MIRU 16 4 0,43

1955 4 0,34
MIRU20 2 0,06

QUBLIL 8 0,73

ETRA 5 0,68
MIRU 46 1 0,00

LOCUS (h) AD
VNTR 47 0,64 4
VNTR 48 0,59 5
MIRU 23 047 2
MIRU 24 0,00 1
MIRU 26 0,29 5
MIRU 27 0,09 3
VNTR 49 0,62 5
MIRU 31 051 3
VNTR 52 0,68 6

QUB26 0,73 7
MIRU 53 0,55 5
MIRU 39 0,02 2

*% Alelos diferentes (AD) y diversidad alélica (h)

Con este nuevo andlisis se redujo la cantidad
de aislados con linaje desconocido a 8 aislados
(15,38 %) para los cuales no hubo semejanza con
ninguna de las cepas de referencia por mejor coin-
cidencia dentro del punto de corte y el analisis de
su ubicacion dentro del arbol resulté ser ambigua.
Con esta nueva clasificacion finalmente se obtuvo
una distribucién en los linajes de LAM 61,54 %
(32/52), Haarlem 9,62 % (5/52), S 7,69 % (4/52),
Cameroon 1,92% (1/52), Beijing 1,92 % (1/52),
H37Rv 1,92 % (1/52) al final, al 11,35 % (8/52) de
los aislados no pudieron ser asignados a ninguno
de los linajes descritos.

Adicionalmente, se contrastaron los resultados
contra la base de datos SITVITWEB que tiene
en cuenta un andlisis por MIRU-VNTR pero en
su versién de 12 loci, una vez filtrados los loci
adecuados, se encontrd que 16 aislados (30,77 %)
presentaron patrones huérfanos que no tuvieron
semejanza con ninguna de los aislados de M.
tuberculosis reportadas (Tabla 5). Los aislados
estuvieron representados por 20 MITs (Miru In-
ternational Types) diferentes, que son asignados
cuando por lo menos dos aislados coinciden en sus
perfiles formando un nuevo grupo. Entre ellos los
mas frecuentes fueron el MIT 190 con 12 aislados
23,08% (12/52) y el MIT 45 con 4 aislados 7,69 %
(4/52). Los demés aislados se distribuyeron unifor-

memente entre los otros MIT encontrados (Tabla
5).

MIRU 47
M C 119

ETR-A
M C 20 70
pb

MIRU 53
M_C 90

pb

500
400

250

Figura 2. Locus MIRU con multiples alelos. Con
letras se representa el marcado de peso de molecu-
lar (M), el control positivo de la prueba con la cepa
H37Rv (C) y con nimeros la identificacién de los
aislados. En el locus ETR-A se observaron dobles
alelos en los aislados 20 y 70. En el locus MIRU
47 para el aislados 119 y por 1ltimo se encontré la
presencia de tres alelos el locus MIRU 53 para el
aislado 90.
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Figura 3. Dendograma obtenido por UPGMA de los aislados de M. tuberculosis en la poblacién de estudio.
Se incluyen los perfiles MIRU-VNTR de cada aislado. En verde y azul se resaltan los aislados que presentaron
monoresistencia (MR) a Isoniazida (INH) y Rifampicina (INH) respectivamente, mientras que en rojo
se resaltaron los aislados multidrogoresistentes (MDR) que presentaron resistencia a RMP e INH. Los
espacios rellenos con el simbolo (*) representa aquellos loci para los que se encontraron alelos dobles o miltiples.



Tabla 5. Distribucién por linajes y MIT de los aislados de M. tuberculosis en la poblacién estudiada

AISLADO LINAJE MIT AISLADO LINAJE MIT
1 LAM(™) = 10 S(F) 109
4 LAM(**) 190 41 Haarlem(*) 45
7 LAM(*) 190 56 ND 45
8 LAM(¥) 190 62 ND 45
9 ND 1887 63 S(*) 212
10 Cameroon(**)  263° 65 LAM(**) 190
11 LAM(**) 432 66 LAM(*) 190
12 LAM(*) 190 67 LAM(*)  —
13 ND 46 69 H37Rv 157
14 LAM(**) — 70 ND 611
16 LAM(**) — 75 Haarlem(*) 150¢
17 LAM(¥) 190 82 LAM —
19 Haarlem(*) 247 86 S(**) —
20 LAM(¥) — 90 LAM(**) 190
21 ND 33¢ 91+ — —
22 LAM(**) — 92 ND 116
24 Haarlem(*) 116 96 LAM(*) 190
25 ND — 106 LAM(*)  242¢
26 LAM(**) 25 114 LAM(*) 2420
28 LAM(¥) 753 119 LAM(*) 146
29 S(%) — 120 LAM(*) 190
30 LAM(¥) — 123 LAM(**) 313
34 Haarlem(*) 45 124 LAM(**) 25
36 Beijing(**) ~ — 142 LAM(*) 190
37 LAM(**) — 145 LAM(*)
39 LAM(**) — 150 LAM(**) 190

(*)Linaje designado por andlisis de mejor coincidencia (Best match) (**) Linaje designado por anélisis basado
en arbol filogenético. + Muiltiples alelos detectados en varios loci hicieron que los resultados para este aislados
fueran no interpretables.(*) MITs no reportados en otros estudios.

DISCUSION

Este estudio a pesar de contar con 52 casos que
se encontraron dispersos por la zona urbana de
Cali, es claro que no constituye una muestra repre-
sentativa de la diversidad genética asociada a la
circulacion del M. tuberculosis entre los pacientes
diagnosticados con TB pulmonar en la ciudad.
Sin embargo, constituye un aporte al trabajo de
vigilancia y monitoreo de la transmisién reciente
de aislados entre la poblacién, la identificacién de
casos de transmisién insospechada tempranamente
y de cepas resistentes a los medicamentos.

En la poblacién estudiada no se encontré una
frecuencia alta de transmision reciente, interpre-
tada como grupos de pacientes cuyos aislados
coincidieran en sus perfiles genéticos y que ademas
pudiesen ser vinculados epidemiolégicamente, lo
cual se corrobora con el alto poder de discrimina-
ci6n encontrado por el HGDI del método. Por el
contrario, un alto nimero de genotipos (50 perfiles
diferentes) se observé asociada a la circulacién

de estos aislados en esta poblacion y sélo los ais-
lados de tres pacientes fueron agrupados en los
analisis. Al consultar los datos de estos pacientes
se encontré que no tenian ningun vinculo epide-
miolégico y que ademds residian en diferentes
comunas de la ciudad. Sin embargo, este hallazgo
resalta la importancia del desarrollo de estudios es-
tructurados desde el punto de vista epidemiolégico,
que estén sustentados en herramientas molecula-
res como la técnica usada en este estudio, para
lograr abarcar un mayor tamano poblacional y
enfocados no solo a la caracterizacién genética de
los aislados, sino a la detecciéon de posibles casos
de transmisién reciente insospechados temprana-
mente permitiendo trazar las posibles cadenas de
transmision y asi contribuir a los andlisis de la
dindmica de transmisiéon de la TB pulmonar en
la ciudad. Por ejemplo, el estudio realizado por
Rodriguez et al. (2008) muestra la eficiencia que
tiene la genotipicacion por MIRU-VNTR para
diferenciar los casos de aquellos pacientes que
no estan relacionados epidemiolégicamente y su
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utilidad en estudios poblacionales para una rapida
identificacion de los aislados. El no encontrar un
mayor numero de casos agrupados, puede ser un
efecto del tamano muestral estudiado y de la poca
representatividad del nimero de aislados colecta-
dos desde el punto de vista espacial, esto es, que
en muchas de las comunas incluidas en los casos
sOlo se obtuvo 1 o 2 aislados.

Respecto a la diversidad alélica en cada locus, en
este estudio los loci MIRU 40, QU11b y QUB26
fueron los que presentaron la mayor diversidad
alelica y por ende mayor discriminacién en tanto
los loci MIRU 20, MIRU 39, MIRU 46 y MIRU
24 fueron los menos diversos. Estos resultados
coinciden con lo encontrado en estudios previos
realizados en Bogota y diferentes regiones de Co-
lombia incluyendo Cali (Cerezo et al. 2012, Realpe
et al. 2014). Lo cual plantearia la posibilidad de
escoger un set estandar con un menor nimero de
loci para la tipificacién de aislados en estudios pos-
teriores que alcancen un poder de discriminacion
cercano al obtenido por la técnica en su version
de 24 loci.

En el analisis de clasificacién por linaje de los
aislados, se encontré un predominio del linaje
LAM seguido de Haarlem y S, con la presencia
de otros menos frecuentes como Cameroon, Bei-
jing y un aislado cercano a la cepa de referencia
H37Rv. Esta tendencia se ha observado en otros
estudios. En un estudio realizado por Realpe et
al. (2014) el linaje LAM y Haarlem representaron
el 39,1% y 39,0% de los aislados estudiados de
Cali respectivamente. El linaje Haarlem no se
presenté con tanta frecuencia en este estudio, pero
si se observo el predominio descrito del linaje
LAM. Pero a comparacién de este estudio, uno de
los aislados estudiados tuvo un perfil relacionado
con el linaje Beijing que estuvo ausente en la
anterior investigacién. Esta observacién, estaria
apoyada por el hecho de que este aislado fue infor-
mado como MDR y este linaje ha sido asociado
con patrones de multirresistencia en multiples
estudios (Park et al. 2005; Parwati et al. 2010;
de Steenwinkel et al. 2012; De Beer et al. 2014
citado por Panaiotov et al. 2014;). No obstante,
otros estudios han informado con muy poca fre-
cuencia la presencia de aislados de M. tuberculosis
pertenecientes a este linaje obtenidos de pacientes
con origen geografico diferente a Buenaventura
(ciudad portuaria ubicada a cercanias de Cali) en
que se ha informado previamente la presencia de
este linaje (Nieto et al. 2012). Sin embargo, como
se mencion6é anteriormente un analisis con un
segundo marcador y una evaluacion mas detenida
del perfil de resistencia a otros farmacos de este
aislado podrian lograr una mejor determinacién

de la validez de esta observacion.

Los aislados que se encontraron relacionados con
linajes como Cameroon y la cepa H37Rv, resultan
ser atipicos, para este primero no hay estudios que
reporten su presencia en Colombia y se encuentra
asociado a poblaciones africanas (Wirth et al.
2008) y segundo un perfil cercano a la cepa control
podria significar un posible caso de contaminacion
de la muestra de dicho paciente en el laboratorio
o durante el desarrollo de la tipificacién.

Para 8 de los aislados no fue posible determinar su
linaje al contrastar su perfil con la base de datos
MIRU-VNTRplus al obtener resultados ambiguos
y otros 16 (entre los que se incluye 1 aislado de la
situacién anterior) presentaron patrones huérfanos
al contrastar con la base del SITVITWEB. Con lo
cual se aportan nuevos perfiles genéticos basados
en MIRU-VNTR para el establecimiento la estruc-
tura poblacional del M. tuberculosis en la ciudad.
Estos patrones huérfanos fueron comparados con
los resultados de patrones huérfanos obtenidos
por Realpe et al. (2008) (datos no mostrados) y
no se encontraron semejanzas. Sin embargo, la
tipificacién con un segundo o tercer marcador
como el spoligotyping o el RFLP-IS610, puede ser
atil para superar las ambigiiedades presentadas en
la clasificaciéon y ademas confirmar los hallazgos
encontrados con tinico marcador, analisis conjunto
que se ha realizado en varias investigaciones glo-
balmente (Barletta et al. 2013; Lu et al. 2014.
La comparacién con la base de datos del SITVIT-
WEB mostré también la dispersién de los aislados
dentro de diferentes grupos MITs, siendo los maés
frecuentes el MIT 190 y 45. Estos MIT han sido
encontrados en Bogotd como de alta frecuencia
(Cerezo et al. 2012). Sin embargo, hay un grupo
de MITs que no han sido encontrados en otras
ciudades (Tabla 5). Lo cual demuestra las posibles
diferencias en la distribucién de diferentes genoti-
pos entre las ciudades de Colombia. Lo anterior,
estaria apoyado en las brechas que existen en las
medidas de control y de vigilancia en el pais que
influyen la dindmica de transmisién de la TB.
Dichas diferencias han sido hasta hace poco de-
mostradas, encontrandose agrupaciones especificas
de ciertos linajes en ciudades y poblaciones con
ciertas configuraciones demograficas y espaciales,
el Cauca por ejemplo mostré en un estudio, dife-
rencias en la distribucién de los linajes comparado
con Cali y Medellin, lo que sugirié que de hecho
se pueden presentar diferencias en las condiciones
de transmision y de factores en el huésped que
afectan el establecimiento de un cierto linaje en
la poblacién (Realpe et al. 2014). Sin contar el
gran aporte que han realizado estos estudios, atun
quedan muchos vacios para establecer realmente



cudl es la distribucién de esos linajes en Colombia,
en sus diferentes departamentos y consecuente-
mente, como es la dindmica de transmisiéon en el
pais. Como se mencioné anteriormente las brechas
existentes entre departamentos constituyen un
mosaico de escenarios en los que se pueden encon-
trar diferencias en la distribucién y asociacién de
diferentes poblaciones de M. tuberculosis entre
sus habitantes.

En conclusion, este trabajo permitié mostrar la
distribucion en linajes de aislados de M. tubercu-
losis en una poblacién de pacientes diagnosticados
con TB pulmonar residentes en la ciudad de Cali,
demostrandose el predominio del linaje LAM y
Haarlem dentro de la poblacién, lo cual apoyaria
las observaciones encontradas en estudios previos.
La genotipificacién por MIRU-VNTR, permitié la
identificacién de una gran variedad de genoti-
pos circulando en la poblacién y también, casos
con una posible transmisién reciente, casos con
infeccion policlonal y mostré su utilidad como
herramienta molecular que apoye estudios epi-
demiolégicos estructurados en la ciudad y atn
mas alld en Colombia. Estudios posteriores que
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con otros analisis, podrian dilucidar las posibles
asociaciones existentes entre la distribucion en-
contrada de los linajes y aspectos especificos de
la relacion patégeno-hospedero en la ciudad que
hayan podido condicionar el predominio estos
linajes en la poblacion.
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