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l. RESUMEN

La tuberculosis es la enfermedad causada por bacterias pertenecientes al complejo
Mycobaterium tuberculosis (MTC) y se estima que alrededor del mundo existen alrededor
de 14 millones de personas infectadas.

El principal objetivo de este estudio fue el de caracterizar genéticamente a traves de la
técnica de espoligotipificacion las cepas del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTC)
que infectaron a pacientes que asistieron a la Asociacién de Salud Integral/Clinica Familiar
“Luis Angel Garcia” (ASI-CFLAG) y demés servicios del Hospital General San Juan de
Dios (HGSJD). Se tenian como objetivos también, diferenciar los distintos grupos
genéticos de cepas aisladas de MTC, elaborar un perfil epidemiolégico de pacientes con
tuberculosis 'y distinguir entre los perfiles epidemioldgicos de pacientes infectados con
VIH y sin VIH.

Se estudiaron 39 cepas identificadas como MTC que fueron aisladas de 34 pacientes
que asistieron a ASI-CFLAG/HGSJD durante el afio 2009. Todas las cepas fueron
genotipificadas a través de espoligotipificacion y se clasificaron en familias usando dos
bases de datos: SpolDB4 y SITVIT. Toda la informacion epidemioldgica fue recolectada a
través de una encuesta elaborada para este estudio, realizando entrevistas directas a
pacientes asi como la revision de expedientes clinicos. Los datos fueron analizados
utilizando el software Epi Info 2000 (version 3.5.1), realizando un andlisis de frecuencias.

Los resultados obtenidos pertenecen a una muestra que en su mayoria fueron hombres
(61.8%), con una edad entre los 15-71 afios, viviendo la mayoria en el departamento de
Guatemala y la region nor-oriental del pais (Jutiapa, EI Progreso e Izabal). EIl 38.2% de los

pacientes estaban infectados con el VIH. Las Unicas asociaciones entre los pacientes



infectados con VIH y los que no lo estaban fueron: mayor proporcién de ladinos (p=0.041)
y mejor ingreso mensual (p=0.042) entre aquellos pacientes sin VIH. Las 39 cepas
espoligotipificadas fueron agrupadas en 20 espoligotipos. De estos espoligotipos 18 ya han
sido reportados en bases de datos internacionales SpolDB4/SITVIT vy 2 espoligotipos
correspondientes a 4 cepas, denominados GUAOL1 y GUAO2, no se clasificaron dentro de
ninguna familia. Se demostro la presencia de 6 familias de MTC en el pais. Estas familias
fueron en orden de la méas a la menos frecuente: Latino Americana-Mediterraneo (LAM)
(n=10), T (n=8), X (n=6), U (n=3), Beijing (n=2) y Haarlem (H) (n=1). El 53.9% de los
tipos compartidos internacionales (SITs) estuvieron conformados por SIT33-LAM3 (n=5),
SIT237-U (likely H3) (n=4), SIT53-T1 (n=3), SIT130-LAM3 (n=3), SIT137-X2 (n=3) y
GUAOL (n=3).

La frecuencia de las familias LAM y T fue tres veces mayor en el interior del pais que
en el departamento central de Guatemala, aunque en la capital se observaron cepas
pertenecientes a todas las familias y los dos espoligotipos GUAOL y GUAOQ2. La
distribucion de las familias X y U en el estudio fueron casi exclusivamente encontradas en
pacientes con VIH lo que sugiere gque estos pacientes pudieron haberse infectado en sus
visitas y/o internaciones periddicas a los diferentes servicios médicos del hospital. Se
determind la presencia de las familias Beijing, T y X en céarceles del sistema penitenciario

del pais.



1. INTRODUCCION

La tuberculosis persiste como uno de los principales problemas de salud mundial.
Solo en el afio 2006 hubo alrededor del mundo 9.2 millones de casos nuevos, ademas de los
14.4 millones de casos ya existentes. En Guatemala para ese mismo afio la prevalencia fue
de 103 casos por 100,000 habitantes y 34 nuevos casos para la misma cantidad de
habitantes. Se sabe que la tuberculosis se transmite facilmente por medio de aerosoles y en
aquellas personas con contacto muy cercano. Por lo anterior se hace necesario el
diagnostico correcto, tratamiento y contencidn de la enfermedad para evitar su transmisién
de persona a persona.

El control epidemioldgico es clave para evitar la propagacion de la tuberculosis,
porque éste brinda las directrices necesarias para la intervencion analitica en los sistemas de
salud. Para realizar el control epidemioldgico de la enfermedad es necesario el desarrollo
de técnicas, como la espoligotipificacion, el polimorfismo en la longitud del fragmento de
restriccion (PLFR) y otros métodos porque permiten correlacionar datos genéticos y de
especie de las cepas de Mycobacterium tuberculosis e informacién demografica, clinica y
de laboratorio de los pacientes. En la actualidad esto puede hacerse gracias a que la
biologia molecular ha permitido el uso de métodos que unidos a las herramientas
epidemioldgicas clasicas ofrecen una perspectiva mas completa de la dindmica de las
enfermedades. Las nuevas técnicas moleculares permiten el estudio de brotes, la
identificacion de pacientes con alto riesgo, la investigacion de contactos y la evaluacion de
los programas de control.

En el pais hay muy pocos estudios que determinen el perfil genético de las cepas de

M. tuberculosis. EIl presente estudié permitié describir de mejor manera los patrones



10

genéticos de cepas guatemaltecas de M. tuberculosis y su relacion con el tipo de paciente y
si existe 0 no una relacién directa entre una cepa y otra.

El proposito de esta investigacion fue el de caracterizar genéticamente por medio de
la técnica de espoligotipificacion cepas de M. tuberculosis aisladas de pacientes que
asistieron al Hospital General San Juan de Dios (HGSJD). Esto hizo posible elaborar un
perfil epidemiologico de las cepas de los pacientes y analizar la correspondencia mutua
entre las caracteristicas de aquellos pacientes infectados con tuberculosis que tuvieron
rasgos diferentes (demograficos, factores de riesgo, clinicos y de laboratorio).

Para cumplir con los objetivos propuestos se implementé la técnica de
espoligotipificaciéon en los laboratorios de biologia molecular de la Asociacion de Salud
Integral/Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” del HGSJD. Al mismo tiempo se llevo a
cabo el seguimiento de los pacientes con tuberculosis de los que se aisl6 al menos una cepa
en medio de cultivo. Al momento de completarse la implementacion de la
espoligotipificacién se caracterizaron genéticamente las cepas aisladas con el objeto de
clasificarlas, reportarlas en bases de datos internacionales y comparar los grupos presentes
en el pais con los de la regidon. También se relacionaron los datos obtenidos de los pacientes

con su espoligotipo correspondiente.
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Il. ANTECEDENTES

A. Tuberculosis

La tuberculosis es la enfermedad causada por bacterias pertenecientes al complejo
Mycobacterium tuberculosis. Dicho complejo esta formado por especies relacionadas
filogenéticamente, éstas son: Mycobacterium tuberculosis, M. bovis, M. microti, M.
africanum, M. canettii y recientemente se incluyen aqui a las especies M. pinnipeddi y M.
caprae (1, 2). El género Mycobacterium estd integrado por bacilos cortos, inmoviles,
aerobios y no esporuladores que ademdas poseen caracteristicas especiales que los
diferencian de los deméas géneros bacterianos, como por ejemplo: pared celular rica en
acidos micolicos (lipidos hidrofobicos) lo que los hace alcohol acido resistente y elevado
contenido de guanosina y citosina en su ADN que ha permitido su tipificacion genética (3).

Los pulmones son el principal sitio de entrada del bacilo de la tuberculosis, el cual
causa una infeccién focal en el sitio donde se deposita luego de la inhalacién. A este tipo de
infeccion se le llama tuberculosis pulmonar. Si la infeccion no puede ser contenida, se
presenta la tuberculosis extrapulmonar, en la cual el bacilo se disemina por via hematdgena
o linfatica hasta llegar a diferentes drganos, principalmente hueso, médula dsea, ganglios
linfaticos, intestinos, rifiones, sistema nervioso y piel. Las manifestaciones clinicas de la
tuberculosis dependeran de la defensa que desarrolle el sitio de infeccion (4, 5). Los
sintomas clésicos de la tuberculosis pulmonar consisten en fiebre y sudoracion, pérdida de
peso, hemoptisis, disnea y dolor toracico. En los pacientes infectados con el VIH el curso
natural de la enfermedad varia presentando mayor frecuencia de reactivacion de la
enfermedad, desarrollo de enfermedad aguda, anergia en piel, tuberculosis extrapulmonar y

malabsorcion de medicamentos antifimicos (6).
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El diagndstico de tuberculosis generalmente se hace en el laboratorio. Por su
sencillez y economia los métodos mas usados para el diagnostico de la tuberculosis son:
microscopia a base de tinciones de fucsina para bacilos alcohol acidos resistentes (Ziehl-
Neelsen o Kinyoun) o a base de tinciones con fluorocromos (auramina-rodamina);
aislamiento de la bacteria a través de los medios de cultivos sélidos (i.e. Léwenstein-Jensen
0 Middlebrook 7H10) y liquidos (i.e. Middlebrook 7H9 o 12B BACTEC) y las
identificacion por pruebas bioquimicas (i.e., reduccion de nitratos a nitritos, niacina,
etcétera) (7, 8, 9, 10). Sin embargo, estos métodos presentan desventajas. La microscopia a
base de tinciones posee una muy baja sensibilidad ya que necesita de 10* bacilos/mL para
que un frote sea positivo. El cultivo en medios sélidos y liquidos requieren de hasta 6 u 8
semanas para que crezcan y se detecten los bacilos (11). Existen también pruebas
diagnosticas enzimaticas como la medicion de la actividad de la adenosina desaminasa
(ADA), inmunologicas como la prueba de la tuberculina, el ELISA para la proteina 38
kDA, pruebas rapidas de deteccion de anticuerpos, el ELISPOT para la deteccion de
interferon gama y moleculares tales como la amplificacion de ADN micobacteriano por
medio de PCR vy la deteccion de secuencias especificas con sondas de ADN, entre otras (6).

El tratamiento de la tuberculosis consiste en una combinacion de distintos
antimicobacterianos. El esquema mas eficiente es: rifampicina, isoniazida, pirazinamida y
etambutol por 2 meses, y a continuacion 4 meses de isoniazida y rifampicina (12). Sin
embargo, se ha reportado la presencia de tuberculosis multirresistente (MDR-TB), la cual
se define como aquella que es resistente a la isoniazida y rifampicina. También en los
ultimos afios ha emergido la tuberculosis extremadamente resistente (XDR-TB) la cual es

causada por cepas resistentes a la isoniazida y la rifampicina y en adicion son resistentes a
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alguna quinolona y algin antimicrobiano de segunda linea (kanamicina, amikacina,
etcétera) (13, 14).

En el afio 2006 se estima que hubo 9.2 millones (139 por 100,000 habitantes)
nuevos casos de tuberculosis alrededor del mundo. Ese mismo afio se calcula que en el
mundo hubo 14.4 millones de casos prevalentes y 0.5 millones de casos de MDR-TB. La
mortalidad debida a tuberculosis fue de 1.7 millones, incluidos 0.2 millones personas
infectadas con el VIH (15a).

Por todas las circunstancias anteriormente mencionadas es necesario el desarrollo de
nuevas técnicas que permitan mejorar el diagndstico de la tuberculosis y su respectivo
control epidemiologico. En la actualidad se desarrollan métodos moleculares de
genotipificacion que intentan comprender la dindmica de la tuberculosis en el mundo para
contar con informacion epidemioldgica certera y definir las estrategias que permitiran
controlar la enfermedad (1, 16).

B. Epidemiologia de la tuberculosis en Guatemala

La Republica de Guatemala es un pais ubicado en América Central. Tiene una
extension superficial de 108,889 km? y para el afio 2006 contaba con aproximadamente
13,028,572 habitantes (17).

En el 2006 la prevalencia de tuberculosis en el pais fue estimada en 103/100,000
habitantes y la incidencia en 34/100,000 habitantes. Para ese mismo afio, la mortalidad
debida a la enfermedad fue de 14/100,000 habitantes. De los todos los pacientes VIH
positivo, el 13% presentaba tuberculosis. Asimismo, los casos de MDR-TB representaron
el 3% de todos los aislamientos de M. tuberculosis a los que se les hizo prueba de

susceptibilidad (18).
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En Guatemala se han llevado a cabo un solo estudio que involucre las modernas
técnicas de tipificacion molecular para su aplicacion epidemiologica. Utilizando la técnica
de DRE-PCR, éste estudio determiné que las cepas resistentes a al menos dos
antituberculosos (isoniacida, rifampicina, etambutol y estreptomicina) pertenecian a dos
grupos genéticamente relacionados (19).

Sin embargo, en el pais no se ha realizado ninguna investigacion que involucre
espoligotipificacion para M. tuberculosis, pese que en paises vecinos como Costa Rica,
Honduras, México y Cuba ya se hayan reportado perfiles de espoligotipificacién en bases

de datos internacionales (20, 21, 22, 24).

C. Caracteristicas del genoma de Mycobacterium tuberculosis.

En 1998 se publicd por primera vez el genoma de la cepa de laboratorio H37Rv de
M. tuberculosis. A partir de entonces la cepa clinica CDC1551 de M. tuberculosis y seis
micobacterias relacionadas han sido totalmente secuenciadas (24).

Las especies pertenecientes al complejo M. tuberculosis presentan un genoma
altamente conservado. Estas poseen diversas caracteristicas fenotipicas y una amplia
variedad de hospederos, pero también representan un ejemplo extremo de homogeneidad
genética interespecies, ya que el rango sinonimico de polimorfismo nucleétido va del
0.01% al 0.03%. Ademas, no hay evidencias de transferencias genémicas horizontales entre
especies (25, 26).

Los genomas de algunos procariotas como M. tuberculosis estan caracteristicamente
divididos por secuencias mononucleotidicas que se repiten periddicamente (unidades

repetitivas). Hay dos tipos de unidades repetitivas, las repeticiones esparcidas (IR, del
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inglés interspersed repeats) que se presentan como repeticiones directas 0 como
repeticiones parecidas a secuencias de insercion y las repeticiones en tdndem o fila (TR, del
inglés tandem repeats) que son repeticiones ininterrumpidas que van directamente desde el
extremo 5 (extremo con fosfato libre) al 3° (extremo con hidroxilo libre) de la cadena de
ADN. Existen también microsatélites procaridticos que se definen como repeticiones de 1 a
10 pares de bases (pb) y minisatélites que son repeticiones de 10 a 100 pb, comunmente
referidas como cantidad variable de repeticiones consecutivas (VNTR) que estan
localizados en regiones intergénicas, en regiones regulatorias, o entre marcos de lectura (1).

El locus de repeticiones directas (DR) es una region sencilla del cromosoma de M.
tuberculosis que contiene multiples copias de una repeticion directa de 36 pb que se repite
entre 10 y 50 veces. Cada repeticion esta separada de la siguiente por una secuencia no
repetitiva de ADN. Cada espaciador mide de 37 a 41 pb. Todas las cepas de M.
tuberculosis contienen el locus DR (1).

Se ha descrito la secuencia de insercion 1S6110 que solo pertenece al genoma de las
especies pertenecientes al complejo M. tuberculosis. Esta es una secuencia de 1355 pares
de bases que se encuentra mas o menos distribuida al azar a través del genoma de la
bacteria. Los nimeros de copias pueden variar desde cepas con 26 copias de la secuencia de
insercion hasta aquellas que carecen de la misma y puede ocurrir que las secuencias de

insercion 1S6110 estén insertadas en la region DR (1).

D. Epidemiologia molecular de tuberculosis y su importancia.
La epidemiologia molecular se puede definir como aquel campo cientifico que ha

integrado la biologia molecular, la clinica medicinal, la estadistica y la epidemiologia. En
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pocas palabras, la epidemiologia molecular se enfoca en los factores de riesgo genéticos y
ambientales a nivel molecular, celular o bioquimico de la etiologia de una enfermedad y su
distribucion entre las poblaciones en diferentes regiones geogréficas (1, 27).

Los métodos previos a la biologia molecular, como la morfologia colonial, rangos
de crecimiento, susceptibilidad a antibioticos selectivos y fagotipificacion, eran Utiles pero
no eran capaces de proveer la suficiente discriminacion, limitando de esta manera su
utilidad en la epidemiologia de la tuberculosis (28 ). Esto quiere decir que antes de los
métodos moleculares el estudio epidemioldgico de la tuberculosis dependia de la mera
observacioén de datos y correlaciones casuisticas (1, 28).

La utilizacion de la epidemiologia molecular para el estudio de la tuberculosis es
extensa. Ha demostrado su utilidad para analizar la dindmica de la enfermedad, el estudio
de brotes, la identificacion de grupos con alto riesgo, la investigacion de contactos y la
evaluacion de programas de control (29). Ademas, permite la evaluacion de aislamientos
con diferentes patrones de susceptibilidad antimicrobiana. Esto determina si el
microorganismo original desarrolla resistencia a drogas durante o después de la terapia
antituberculosa, si el paciente se reinfecta con una cepa de M. tuberculosis distinta o si se
sospecha contaminacion cruzada en el laboratorio (30).

Los estudios de epidemiologia molecular han mostrado que la dinamica de
transmision de la tuberculosis varia grandemente de regién en region. En los lugares donde
hay mucha gente sin hogar, los hospicios son los focos principales de transmision de la
enfermedad. En otros lugares los bares han sido importantes factores de transmision. Por lo

tanto, los esfuerzos locales para identificar las poblaciones con alto riesgo de adquirir la



17

infeccion y los sitios de transmision son cruciales para el control efectivo de la tuberculosis
(32).

Antes del advenimiento de la epidemiologia molecular se creyo que el 90% de los
casos de tuberculosis en las naciones industrializadas eran el resultado de la reactivacion de
alguna infeccion adquirida en el pasado. Sin embargo, el anélisis de genotipificacion indica
que la transmision reciente causa del 20 al 50% de casos en las areas urbanas. Luego de
muchos estudios se ha demostrado que un tercio de los casos de tuberculosis ain se deben a
transmision reciente. Ademas, los pacientes con tuberculosis generalmente buscan atencion
médica mucho después de iniciados los sintomas, por lo que contribuyen a esparcir la
enfermedad, a pesar de que existen programas de control de la tuberculosis (32).

Con la aparicion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) se elevd la prevalencia de personas que padecian
tuberculosis. Es un hecho que la interaccion entre la infeccion con VIH y M. tuberculosis
potencia ambas enfermedades. Una persona viviendo con SIDA en comparacién con una
persona inmunocompetente tendrd mas riesgo de sufrir reactivaciones tuberculosas y/o
infeccion aguda, presentar cuadros de tuberculosis extrapulmonar y mal absorber los
medicamentos anitifimicos (8).

En la ciudad de Guatemala la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” (CFLAG) es la
encargada de brindar atencién integral a los pacientes que viven con VIH/SIDA que asistan
al Hospital General San Juan de Dios (HGSJD), este servicio incluye el diagndstico,
tratamiento y control de enfermedades oportunistas como la tuberculosis. En este contexto
la CFLAG contribuye en el pais sustancialmente al desarrollo de nuevas técnicas y

metodologias que permiten generar perfiles epidemioldgicos con los datos de los pacientes
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y su relaciéon con la enfermedad. De esta manera la CFLAG ha implementado técnicas
moleculares para el diagnostico de la tuberculosis y continlia aportando en la generacion de
los primeros datos en Guatemala que permitan elaborar planes de control epidemioldgico

mas adecuados para controlar la tuberculosis.

E. Epidemiologia molecular de tuberculosis: métodos mas usados para su estudio
Existen varios meétodos para la tipificacion molecular de las cepas de M.
tuberculosis. Entre estos se encuentran el 1S6110-polimorfismo de longitud del fragmento
de restriccion (RFLP, por sus siglas en inglés), las unidades repetitivas esparcidas
micobacterianas (MIRU)- cantidad variable de repeticiones consecutivas (VNTR) y la

espoligotipificacion.

1. 1S6110-Polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion (RFLP)

Las especies pertenecientes al complejo M. tuberculosis contienen un ndmero
variable de secuencias de insercidn 1S6110 a través de su material genético (33). El 1S6110-
polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion (1S6110-RFLP, por sus siglas es
inglés) es un poderoso método molecular que aprovecha esta caracteristica del complejo
para brindar informacién epidemioldgica de la tuberculosis (ver figura 1) (34). La
comparacion de perfiles de 1S6110-RFLP de las diferentes cepas causantes de la
enfermedad en una comunidad o region geogréafica permite relacionar las cepas aisladas de
persona en persona. Los aislamientos de pacientes infectados de tuberculosis con cepas que

no estan relacionadas epidemiol6gicamente poseen diferentes patrones de 1S6110-RFLP,
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mientras que aquellos provenientes de pacientes tuberculosos epidemiologicamente
relacionados generalmente presentan patrones idénticos de 1IS6110-RFLP (31, 35, 36).

El 1S6110-RFLP es considerado el estandar de oro para la genotipificacion del
complejo M. tuberculosis porque provee una extensa diversidad de perfiles para
aislamientos con mas de 6 copias de 1S6110. Ademas se han desarrollado amplias bases de
datos para la comparacion interregional de cepas obtenidas de diferentes aislamientos.
Comparandolo con los Gltimos métodos moleculares a base de PCR (como MIRU, VNTR,
espoligotipificacién, etcétera), es el mejor método para discriminacion entre diferentes
cepas (1, 31, 37).

Sin embargo, el IS6110-RFLP tiene varias desventajas. Una limitacion esta
relacionada al hecho de que para llevar a cabo el método se necesita abundante material
genético proveniente de cultivo micobacteriano, lo que hace que la técnica pueda
demorarse semanas e incluso meses. Otra desventaja importante es que el 1S6110-RFLP
tiene poco poder discriminatorio entre aquellas cepas con menos de seis copias de 1S6110 y
es casi nula la discriminacion con las que tienen una o dos copias de la misma secuencia de
insercion, como por ejemplo M. bovis. A esto debe afiadirse que el método es muy
laborioso, dificilmente automatizable, caro y que sus resultados son muy dificiles de
analizar, requiriendo complejos programas de computacién para su comparacion inter-

laboratorios (1, 35, 38).
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2. Genotipificacion de unidades repetitivas esparcidas micobacterianas
(MIRU) y cantidad variable de repeticiones consecutivas (VNTR)

En el genoma de M. tuberculosis se han identificado varios loci distintos con una
cantidad variable de repeticiones consecutivas (VNTR). Se han descrito 41 VNTR como
unidades repetitivas esparcidas micobacterianas (MIRU). De estos, se han utilizado 12 para
genotipificar los aislamientos clinicos de M. tuberculosis. De ahi el nombre de
genotipificacion de MIRU-VNTR (39, 40).

Los ultimos métodos de genotipificacion de MIRU-VNTR se han automatizado y se
basan en la utilizacion de PCR multiplex (PCR en el cual se puede amplificar mas de una
secuencia de ADN en una misma reaccion empleando dos o mas pares de cebadores), lo
que ha hecho que el tiempo de realizacion de la técnica sea considerablemente menor que el
usado en la genotipificacion por 1S6110-RFLP (41). La genotipificacion MIRU-VNTR es
altamente reproducible y tiene un alto poder discriminatorio entre cepas (37). Para
aumentar la capacidad de discriminacion también se ha desarrollado genotipificacién
MIRU-VNTR que puede tipificar 15 loci MIRU (1).

La principal desventaja de la genotipificacion de MIRU-VNTR consiste en que su
poder discriminatorio es aun menor al estandar de oro (1S6110-RFLP) y por lo tanto

patrones genotipicos similares pueden resultar en diferentes linajes (1, 37).

3. Espoligotipificacion
a. Origen
En 1991, Hermans et al describieron un locus cromosomal caracteristico

perteneciente a la bacteria Mycobacterium bovis BCG, la cual pertenece al complejo M.
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tuberculosis. Se detectd una secuencia de insercion a la que se llamo 1S987 y las regiones
que la flanqueaban, localizados en una porcion de repeticiones directas (DR). El locus DR
es una region cromosomal que contiene de 10 a 50 copias de una repeticion directa de 36
pb, separadas estas copias por espaciadores de ADN con varias secuencias, cada una de la
cual mide 35 a 41 pb (ver figura 2). La secuencia genética del 1S987 contiene 20 DRs. La
conclusion mas importante a la que se llegd en ese estudio es que las secuencias DR se
encuentran Unicamente en las especies pertenecientes al complejo M. tuberculosis y no a
otras especies micobacterianas. Por lo tanto, esa regiébn DR y su secuenciacion genética
puede permitir la genotipificacién del complejo (42, 43).

Con base a esta informacion, Kamerbeek et al publicaron en 1997 un método que
permite la deteccién y diferenciacidén simultanea de cepas del complejo M. tuberculosis
para el diagnostico y epidemiologia de la enfermedad. Este método fue denominado
espoligotipificacion (en inglés spoligotyping, acrénimo de spacer oligotyping). EI método
es capaz de genotipificar las cepas del complejo M. tuberculosis en base a sus diferencias
en la region DR (que en su mayoria tiene insertada una o varias copias de 1S6110), por lo
que tiene una excelente aplicabilidad epidemioldgica al relacionar aquellas cepas que

compartan la misma composicion genética (43).

b. Principio y caracteristicas
El principio de la espoligotipificacion esta descrito en la figura 2. En la mayoria de
las cepas del complejo M. tuberculosis varia el nimero de DRs que poseen y la presencia o
ausencia de espaciadores particulares. La espoligotipificacion comprende la utilizacion del

PCR para amplificar el locus DR, seguido por hibridacion de los productos de PCR a una
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membrana que contiene unidos covalentemente oligonucle6tidos correspondientes a los 43
espaciadores descritos para la cepa de M. tuberculosis H37Rv. EI ADN hibridado se detecta
por quimioluminiscencia. Las cepas individuales son positivas 0 negativas para cada
espaciador, las combinaciones de estos es lo que genera el espoligotipo caracteristico de
cada cepa (43).

Una caracteristica importante de la espoligotipificacion que la hace superior a otros
métodos es que posee una metodologia sencilla y barata, haciendo bastante factible su uso
en paises pobres (43). Como se requieren solamente 2 microgramos de ADN cromosomal
de M. tuberculosis para poder reproducir el método, se pueden usar preparados hervidos,
muestras clinicas, material embebido en parafina y material proveniente de laminas tefiidas
con Ziehl-Neelsen (1).

Una de las principales ventajas de este método consiste en el corto tiempo en que se
obtienen resultados. Dado que para llevar a cabo la espoligotipificacion puede utilizarse
directamente lisado celular, la técnica no requiere purificacion de ADN, brindando
resultados en 1 ¢ 2 dias en contraposicion de la tipificacion 1S6110-RFLP que requiere de
hasta 2 meses, que es el tiempo en que crece la bacteria en el cultivo (31, 43).

Otra ventaja importante de la espoligotipificacion es su capacidad discriminatoria
con aquellas cepas pertenecientes al complejo M. tuberculosis que posean pocas copias de
la secuencia de insercidn 1S6110. Por ejemplo, las especie M. bovis posee por lo general
solamente una copia de dicha secuencia de insercion (37).

La espoligotipificacion también permite la diferenciacion de M. bovis con respecto a

las demas especies pertenecientes al complejo M. tuberculosis. Las cepas pertenecientes a
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M. bovis carecen de los ultimos cinco espaciadores caracteristicos de las demas especies del
complejo (43).

Los resultados obtenidos de la espoligotipificacion pueden reportarse como datos
binarios (ausencia/presencia), como cddigo octal o cddigos hexales (44). Esto ha permitido
la elaboracion de amplias bases de datos internacionales que no necesitan software
sofisticado para su analisis y que permiten la comparacion interlaboratorios (1).

Sin embargo, la espoligotipificacion presenta serias desventajas. Su poder
discriminatorio en general es inferior a aquel que pueda brindar el andlisis 1IS6110-RFLP o
MIRU-VNTR (34, 37). Se han descrito espoligotipos idénticos que no estan relacionados
filogenéticamente, esto debido a que en algunos casos las regiones DR pierden
irreversiblemente espaciadores, llevando a evolucion convergente (45). Aun asi la
combinacion de métodos de genotipificacion con diferentes blancos moleculares es la
tendencia preferida actualmente. Por ejemplo, la combinacion de espoligotipificacion y
MIRU-VNTR ha mostrado una discriminacién tan poderosa como la que brinda el uso

exclusivo del método de I1S6110-RFLP (46).

c. Bases de datos de espoligotipificacion
La difusion de la espoligotipificacion ha permitido la elaboracién de bases de datos
para la comparacion de resultados entre laboratorios. Las principales bases de datos
internacionales han sido publicadas por el Instituto Pasteur de Guadalupe (20, 21). En la
ultima base de datos internacional publicada por Brudye et al. en 2006, estan contenidos
los espoligotipos de cepas aisladas del complejo M. tuberculosis, cada uno de los cuales

tiene asignado un niimero llamado “tipo compartido internacional” (SIT, por sus siglas en
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inglés), una descripcion binaria, una descripcion octal, una distribucion geografica y su
respectivo linaje o familia (21). Un linaje o familia es definido como un conjunto de cepas
con espoligotipos relacionados (47).

En 1999 el primer intento de generar una base de datos fue publicado por Sola et al,
la cual se limitaba a describir espoligotipos de cepas aisladas en paises del Caribe (22). En
2001 se publico la segunda base de datos la cual incluia espoligotipos pertenecientes a
cepas aisladas en 4 paises de América, 7 de Europa, 2 de Africa y 2 de Asia. En ella se
incluian 3,319 espoligotipos agrupados en 259 SIT con fines de estudios epidemioldgicos a
nivel mundial (23).

En el afio 2002 se crearon reglas en base a modelos matematicos, con el fin de
simplificar la agrupacién de las distintas familias que conformaban los espoligotipos
registrados en las bases de datos. Asi, se crearon 9 superfamilias (familias o linajes
relacionadas filogenéticamente) dependiendo de la presencia o ausencia de ciertos
espaciadores. Estas son llamadas: Afri, T, Beijing, EA-I, Haarlem, LAM-1, LAM-2, X y M.
bovis (48).

La ultima base de datos fue publicada en 2006 por Brudey et al. Esta fue llamada

SpolDB4 (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/) e incluye 39,295 cepas

de 122 paises. De estas cepas, 35,925 fueron agrupadas en 1,939 SITs y las restantes 3,370
fueron espoligotipos Unicos. SpolDB4 brinda un panorama mas claro de la distribucion
geografica de los linajes del complejo M. tuberculosis a nivel mundial (21).

También es posible encontrar otras bases de datos en la red. El sitio SPOTCLUST

(http://cqi2.cs.rpi.edu/~Vvitoli/SPOTCLUST .html) permite compartir espoligotipos hallados

en cualquier parte del mundo para su analisis y agrupamiento genético. En otro sitio de la


http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/
http://cgi2.cs.rpi.edu/~vitoli/SPOTCLUST.html

25

red llamado spolTools (http://www.emi.unsw.edu.au/spolTools/search.php) puede buscarse

informacidn por autor de publicacién o por espoligotipos, con su respectiva informacion
filogenética. En este Gltimo sitio puede obtenerse un novedoso modelo gréafico, Ilamado
“espoligobosque”, como una alternativa sencilla para relacionar filogenéticamente los
espoligotipos que se obtengan. Este disefio se propone en contraposicion a los
dendogramas clasicos que son representaciones graficas usadas ampliamente para
simbolizar las relaciones genéticas entre los aislamientos tipificados. EIl espoligobosque
permite evidenciar una relacion filogenética mas directa entre grupos de genotipos que un

dendograma haciendo mas sencilla su comprension (49).

d. Clasificacion de familias/linajes por espoligotipificacion

En SpolDB4 se definen 62 linajes genéticos agrupados en 10 superfamilias
redefinidas como: Beijing, parecido a Beijing (Beijing-like en inglés), Centro Asiatica
(CAS), Este Africana-India (EAI), Haarlem, Latino Americana-Mediterranea (LAM),
Manu, S, Ty X. Estas familias se encuentran distribuidas en 8 regiones geograficas: Africa,
Centroamérica, Europa, Lejano Oriente asiatico, Medio Oriente y Asia Central,
Norteamérica, Oceania y Suramérica. (21).

En Latinoamérica la superfamilia predominante es LAM, la cual se encuentra
principalmente en Suramérica y el Caribe. Sin embargo, en Centroamérica las superfamilias
mas halladas son T, Haarlem y LAM representando estas mas del 75% de los espoligotipos
aislados en esa region. Un resumen de las superfamilias y su distribucion a nivel mundial se

daen la figura3 (21).


http://www.emi.unsw.edu.au/spolTools/search.php
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IV. JUSTIFICACION

Segun calculos de las organizaciones de salud la tuberculosis caus6 a principios del
milenio la muerte de alrededor de 3 millones de personas en todo el mundo. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que del afio 2002 al afio 2020, mil
millones de personas adquiriran la infeccion, de estos 150 millones desarrollaran la
enfermedad y 36 millones morirdn de tuberculosis (15a). Segun la OMS en Guatemala
para el afio 2006 la prevalencia de tuberculosis fue de 103/100,000 habitantes, con 34
nuevos casos para la misma cantidad de habitantes. Debe agregarse que de cada 100
pacientes viviendo con VIH/SIDA en el pais, 13 padecian la enfermedad, situando a la
nacion entre aquellas con mas cantidad de personas infectadas por ésta bacteria en América
Latina (18). Si bien la tuberculosis es altamente infecciosa ésta afecta principalmente a
aquellas personas con serios inmunocompromisos, por lo que la poblacion infectada con
VIH/SIDA es més vulnerable a padecer la enfermedad.

En el pais existen muy pocos estudios basados en técnicas moleculares para la
genotipificacion de M. tuberculosis. Por ello no se cuenta con un conjunto completo de
perfiles genéticos de las cepas aisladas de las personas infectadas, haciendo que la dindmica
de la enfermedad permanezca como una incégnita. La Clinica Familiar “Luis Angel
Garcia” es la entidad encargada de brindar atencion integral a los pacientes que viven con
VIH/SIDA que asisten al HGSJD. Asi mismo al HGSJD asisten ademés de los pacientes
que viven con VIH/SIDA, pacientes inmunocompetentes de todas las regiones del pais que
se encuentran enfermos de tuberculosis. Es por ello que se hace necesario el uso de la
técnica molecular de la espoligotipificacion que proveeria de informacion importante
acerca de la transmisién y epidemiologia de la tuberculosis en Guatemala, porque
permitiria la elaboracion perfiles epidemioldgicos de las cepas de los pacientes y su
correspondencia con las caracteristicas demograficas, clinicos y de laboratorio de los
pacientes. Esto permitiria monitorear las principales cepas circulantes del pais y
contribuiria sustancialmente a elaborar planes de control mas eficientes.

Por lo anterior es necesario el contar con los perfiles genéticos de las cepas de M.
tuberculosis aisladas de los pacientes que asisten a la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia”

y demas servicios del HGSJD.
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V. OBJETIVOS

a. Objetivo General:
Caracterizar genotipicamente a través de la técnica de espoligotipificacion las
cepas de Mycobacterium tuberculosis que infecten a los pacientes que asistan a
la Asociacion de Salud Integral/Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” y demas

servicios del Hospital General San Juan de Dios en el afio 2009.

b. Objetivos Especificos
i. Diferenciar los distintos grupos genéticos de cepas aisladas de M.
tuberculosis
ii. Elaborar un perfil epidemiolégico de pacientes con tuberculosis.
iii. Diferenciar entre los perfiles epidemioldgicos de pacientes infectados con

VIH y sin VIH.
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VI. HIPOTESIS

Por ser un estudio de corte transversal observacional descriptivo carece de hipdtesis.
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VII. MATERIALES Y METODOS
A. Universo (poblacién) y muestra
1. Universo
Pacientes que asistieron a la Asociacion de Salud Integral/Clinica Familiar
“Luis Angel Garcia” y demas servicios del Hospital General San Juan de Dios
de los que se aislaron al menos una cepa de Mycobacterium tuberculosis durante

el afo 2009.

2. Muestra

Se realizd un muestreo por conveniencia en pacientes tuberculosos con y
sin VIH. Se llevé a cabo durante el afio 2009 y se obtuvieron 39 aislamientos
de M. tuberculosis de distintos pacientes. Se incluyeron solamente aquellos
pacientes de los que se aislo en medio de cultivo solido al menos una cepa
perteneciente al complejo M. tuberculosis y de los cuales se obtuvo la
informacién  demogréafica y clinica completa. También se incluyeron
solamente  las cepas de las cuales pudo completarse la informacion
microbioldgica (tipo de muestra, tincion de Ziehl-Neelsen, fecha de aislamiento,

resultado de sonda de identificacion y servicio del que se aisl0) correspondiente.

B. Materiales
1. Recursos Humanos
Br. César Roberto Conde Pereira

Asesora: Licda. Anneliese Moller



Asesora: MSc. Blanca Samayoa Herrera

Asesora: Dra. Dalia Mei Ling Lau Bonilla

2. Cultivos y tinciones
a. Medio Lowenstein-Jensen
b. MGIT OADC

¢. Tincion de Zieh-Neelsen

3. Equipo
a. Termociclador
b. Miniblotter MN45
c. Soportes de goma
d. Incubadoraa 80°C
e. Centrifuga para microtubos
f. Botellas para hibridacion
g. Horno de hibridacion
h. Cassette de exposicion

i. Bandejas pléasticas

4. Reactivos
a. Solucion de NaCl 150 mM
b. Agua bidestilada

c. Agua Grado Biologia Molecular



. EDAC (100 g.)
. SDS 10 % con alto grado de pureza (500 g.)

SSPE 2x

. 2x SSPE/0.1% SDS

. 2x SSPE/0.5% SDS

1% SDS

Buffer TE

. FastStart PCR Master

Conjugado de Streptavidina-peroxidasa

. Liquido de deteccion ECL

. EDTA 20 mM (pH = 8)

. Reactivos de decontaminacién (NaOH/NALC)

. AccuProbe (Gen-Probe)(Sondas de ADN)

5. Otros materiales

. Microtubos de 1 mL

. Micropipetas (0-20 pL, 20-200 uL)
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. Membrana para espoligotipifiacion de Isogene Life Science con 43

oligonucle6tidos correspondientes a los espaciadores (para mas

especificaciones ver figura 2)
. Hyperfilm (Filmes Rayos X)
. Tips con filtro (0-20 pL, 20-200 uL)

Guantes
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g. Pinzas pléasticas
h. Control positivo 1: M. tuberculosis cepa H37Rv

i. Control positivo 2: M. bovis BCG P3

C. Métodos
1. Obtencion de cepas e identificacion

La obtencion de cepa se llevo a cabo a través del cultivo de los diferentes tipos de
muestras (esputos, biopsias, secreciones, médulas éseas, sangre, liquidos corporales,
etcétera) procesadas en el Laboratorio de Micobacterias y Hongos del HGSJD. EI medio
de cultivo Lowenstein-Jensen fue utilizado para realizar el aislamiento. Los medios
inoculados fueron incubados a 37°C por un periodo de cuatro a ocho semanas.

Para identificar las cepas pertenecientes al complejo M. tuberculosis se usaron las
sondas de ADN comerciales AccuProbe (Gen-Probe, San Diego, CA) a partir de colonias
frescas (no mas de 30 dias) sospechosas de pertenecer al género Mycobacterium,
diferenciando asi las cepas del complejo M. avium/intracellulare, M. kansasii y M.

gordonae.

2. Preparacion de los lisados a partir de colonias

a. Resuspender dos asadas de células en 250 pulL de 1xTE en un tubo Eppendorf.

b. Matar las células por incubacion a 80°C por una hora.

c. Centrifugar el tubo a 1300 rpm por 2 minutos, descartar el sobrenadante y
resuspender el sedimento en 500 uL. de NaCl 150 mM. Repetir éste paso dos

Veces mas.
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d. Descartar el sobrenadante y resuspender el sedimento en 25 ul de agua

bidestilada o 1xTE (50).

3. Amplificacion in vitro de los espaciadores de ADN por PCR
a. Siempre incluir ADN gendmico de M. tuberculosis H37Rv de M. bovis BCG,
como controles positivos y agua como control negativo.
b. Mezcla de reaccion:
5 pL templado de ADN (10 ng)
4 uL primer DRa (20 pmol) (biotinilado)
4 uL primer DRb (20 pmol)
4 pL de la mezcla de NTP (2.5 mM cada dNTP, para una
concentracion final de 0.2 mM de cada dNTP)
5 pL buffer concentrado 10X
5 uL MgCl,
0.25 pL Taq polimerasa (5 unidades/ puL)
23 pL de agua grado Biologia Molecular para ajustar a un
volumen final de 50 pL
c. Colocar los microtubos en un termociclador y realizar el siguiente ciclo 35
Veces:
3 minutos a 96°C
1 minuto a 96°C
1 minuto 55°C

30 segundos a 72°C
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5 minutos a 72°C  (50).

Observaciones.

A. La preparacion de la mezcla debe llevarse a cabo en un laboratorio libre de
productos de PCR micobacterianos que contengan secuencias de DR.

B. EI cebador DRa esta biotinilado y debe almacenarse a 4°C. repetidos
descongelamientos y congelamientos de los cebadores biotinilados puede resultar en
patrones de espoligotipos débiles.

C. El cebador DRb debe almacenarse en pequefas alicuotas a -20°C.

D. Para la amplificacion de la region DR a partir de muestras clinicas el nimero de
ciclos puede incrementarse a 40.

E. Los productos de PCR se pueden usar inmediatamente, pero también se pueden
almacenar a -20°C para usarse después.

F. Todas las incubaciones deben llevarse a cabo en un recipiente plastico con una
agitacion muy suave.

G. Limpiar con mucho cuidado y firmemente el miniblotter con jabdén neutro y una
gasa antes de su uso.

H. Nunca tocar la membrana con guantes, el talco produce manchas y rayas en el fondo
en la pelicula cuando se revela e interfiere con la interpretacion de los patrones de
los espoligotipos. Usar una pinza adecuada para tal cometido.

I. La calidad del SDS es muy importante. Debe ser recientemente preparado, no

almacenar por mas de una semana (50).
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4. Hibridacion
a. Todas las soluciones amortiguadoras deben prepararse a partir de las
soluciones stock y precalentarse antes de usarse.
250 mL 2xSSPE/0.1% SDS, 60°C
500 mL 2xSSPE/0.5% SDS, 60°C
500 mL 2xSSPE/0.5% SDAS, 42°C

500  2xSSPE, Temperatura ambiente

b. Agregar 20 uL de cada producto de PCR a 150 uL 2xSSPE/0.1% SDS para
hacer diluciones de muestres.

c. Calentar la dilucion de las muestras 10 minutos a 99°C y enfriar en hielo
inmediatamente para desnaturalizar el producto de PCR.

d. Lavar lamembrana 5 minutos en 250 mL 2xSSPE/0.1% SDS, 60°C.

e. Desarmar el miniblotter, retirar el soporte de proteccion y colocar un soporte
nuevo sobre el cual se colocara la membrana (ver figura 4) teniendo cuidado
de que los oligonucledtidos queden viendo hacia arriba y que al momento
de cerrar el miniblotter la disposicion de los oligonucle6tidos sea
perpendicular a la posicién de vaciado de las muestras. Cerrar el miniblotter
ajustando con firmeza.

f. Remover el fluido residual de las ranuras del miniblotter por aspiracion.

g. Rellenar las ranuras con los productos de PCR diluidos. Evitar la formacién

de burbujas. Hibridar 60 minutos a 60°C en un horno para hibridacién en
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una superficie horizontal sin agitar para evitar contaminacion con ranuras
vencidas.

. Remover las muestras del miniblotter por aspiracion, desarmar el miniblotter
y tomar la membrana por una esquina usando pinzas.

Lavar la membrana dos veces con 250 mL 2xSSPE/0.5% SDS, 60°C por 10
minutos.

Colocar la membrana en un la botella de hibridizacion. Permitir que se
enfrie, para evitar la inactivacion de la streptavidina-peroxidasa que se le va
agregar.

. Agregar 2.5 pL del conjugado streptavidina-peroxidasa (500 U/mL) a 10 mL
de 2xSSPE/0.5% SDS, 60°C e incubar la membrana en esta solucion de 45 a
60 minutos a 42°C en el cilindro de rodamiento.

Lavar la membrana dos veces en 250 mL 2xSSPE/0.5% SDS, 42°C por 15
minutos.

. Enjuagar la membrana dos veces con 250 mL 2xSSPE por 5 minutos a
temperatura ambiente.

. Para la deteccion por quimioluminiscencia se incuba la membrana por 1
minuto en 20 mL de liquido de deteccion ECL.

. Dentro de cassette de exposicion cubrir la membrana con una seccion de
plastico transparente y exponerla al Hyperfilm (filme de rayos x) por 20

minutos.
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p. Si la sefial es muy débil o muy fuerte la membrana se puede usar otra vez
directamente para exponer otra pelicula por un periodo mas corto o mas
prolongado (50).

g. El filme sera revelado en la seccion de Rayos X del hospital en el equipo
marca Compact Protec de Procesor-Tecnhology de Alemania.

Observaciones.

A. No reutilizar los soportes de goma de espuma.

B. Si menos de 45 muestras se cargan en el miniblotter, rellenar una linea vecina con
2XSSPE/0.1% SDS para prevenir el flujo cruzado entre las lineas.

C. Use un contenedor plastico. No use este contenedor para otros propdsitos, ya que
algunos reactivos disminuyen la intensidad de los patrones de espoligotipo.

D. Las manchas negras que interfieren con la visualizacion de los patrones de los
espoligotipos pueden ocurrir posiblemente debido a la contaminacion durante la
manipulacion de la membrana (tocada con los dedos). Comenzar otra vez en el paso
8. Areas blancas en los patrones de espoligotipos posiblemente indican que la
membrana no esta completamente humedecida con el liquido de deteccién ECL.

Comenzar otra vez en el paso 13 (50).

5. Reuso de la membrana

a. Lavar la membrana dos veces por incubacién en 1% de SDS a 80°C por 30
minutos.

b. Lavar la membrana con 20 mM de EDTA (pH = 8), por 15 minutos a

temperatura ambiente.
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c. Almacenar la membrana a 4°C hasta su uso (en una bolsa plastica con cierre

automatica para evitar deshidratacion de la membrana) (50).

D. Anadlisis de Datos
Se llevod a cabo un estudio de corte transversal observacional descriptivo. Los espoligotipos
encontrados fueron comparados en diferentes bases de datos internacionales para su

analisis.
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VIIl. RESULTADOS
En este estudio se caracterizaron genotipicamente, por medio de la técnica de
espoligotipificacion 39 cepas del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTC) aisladas de
34 pacientes que asistieron a la Clinica Familiar “Luis Angel Garcia” y a otros servicios del

Hospital General San Juan de Dios. Los resultados obtenidos se detallan a continuacion:

Caracteristicas poblacionales de los pacientes

En este estudio fueron incluidas 39 cepas identificadas, a través de sondas
moleculares como complejo Mycobcterium tuberculosis (MTC), pertenecientes a 34
pacientes. Las muestras provenian de 21 hombres y 13 mujeres, que oscilaban entre los 15
a 71 afos. De estos el 76.5% (26) se encontraban entre los 16 y 40 afios de edad. EI 38.2%
(13) de los pacientes estaban coinfectados con el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH).

Todos los pacientes eran guatemaltecos y al momento del estudio el 55.9% (19) de
ellos vivian en el departamento de Guatemala mientras que el resto residian en el interior de
la Republica. Un total de 82.4% (28) pacientes se auto-denominaban como ladinos, el
17.6% (6) restantes como pertenecientes a alguna etnia maya.

Cerca del 35.3% (12) de pacientes complet6 la educacién basica y diversificado,
mientras que el 67.7% (22) s6lo educacion primaria 0 ninguna. El ingreso promedio
mensual fue de Q.1511.76 (£536.98). Los resultados se resumen en la tabla No. 1.

La mayoria de los pacientes del estudio se encontraban en edad econémicamente
activa (entre los 16 y 60 afios de edad), residentes de la ciudad capital del pais, solteros, con

educacion formal completada hasta la educacion basica, mestizos y con ingreso mensual
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menor al salario minimo del pais (alrededor de Q.1700.00). Las Unicas asociaciones
significativas entre los pacientes infectados con VIH/SIDA vy los que no estaban infectados
estaban relacionadas a la etnia (p = 0.041) y el ingreso mensual (p=0.042).

Tabla No. 1. Datos demograficos de pacientes y caracteristicas poblacionales (N = 34)

VIH/SIDA VIH/SIDA
Parametro negativo positivo valor p
(n=21) (n=13)

Edad (n=34) n (%) n (%)
<15 (1) 1(4.8) 0
16-40 (26) 15 (71.4) 11 (84.6) 0.64
41-60 (4) 2(9.5) 2 (15.4) 0.97
>60  (3) 3(14.3) 0
Género (n = 34)
Masculino (21) 10 (47.6) 11 (84.6) 0.073
Femenino (13) 11 (52.4) 2 (15.4) 0.073
Residencia (n = 34)
Ciudad capital (19) 10 (47.6) 9(69.3) 0.22
Interior (15) 11 (52.4) 4(30.7) 0.22
Estado civil (n = 34)
Soltero (18) 11 (52.4) 7 (53.8) 0.93
Casado (3) 2(9.5) 1(7.7) 0.66
Viudo/Divorciado (5) 3(14.3) 2 (15.4) 0.68
Unidn Libre (8) 5(23.8) 3(23.1) 0.71
Paciente vive con (n = 34)
Coényuge (11) 7 (33.3) 4(30.8) 0.82
Padres (14) 8(38.1) 6 (46.2) 0.64
Hijos (3) 3(14.3) 0
Otros  (6) 3(14.3) 3(23.0) 0.85
Escolaridad (n = 34)
Primaria/Basicos (29) 17 (81.0) 12 (92.3) 0.68
Diversificado (1) 1(4.8) 0
Ninguna (4) 3(14.2) 1(7.7) 0.97
Etnia (n = 34)*
Ladinos (28) 20(95.2) 8 (61.5) 0.041
Etnias mayas (6) 1(4.8) 5(38.5) 0.041
Ingreso Mensual* Q.1657.14 Q.1276.92 0.042
(Promedio) (x478.1) (+561.5)

* La etnia y el ingreso mensual fueron las Unicas caracteristicas con asociacion significativa entre ambos grupos.
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Descripcion de espoligotipos encontrados

Los espoligotipos encontrados en este estudio fueron clasificados segun dos bases
de datos: SpolDB4 y SITVIT. La base SpolDB4 fue publicada en 2006 por Brudye et al., y
contiene informacion especifica por area geografica lo que permitio la comparacion de
espoligotipos por regiones. La base de datos SITVIT se encuentra en linea y la actualiza el
Instituto Pasteur de Guadalupe’. La base SITVIT permiti6 la clasificacion de los
espoligotipos encontrados en este estudio dentro de familias y SITs especificos.

Las 39 cepas caracterizadas como complejo M. tuberculosis fueron agrupadas en 20
diferentes espoligotipos. De éstas, 35 cepas se clasificaron en 18 espoligotipos que ya han
sido reportados en la base de datos internacional SITVIT/SpolDB4 mientras que 4 cepas se
agruparon en 2 espoligotipos que no habian sido reportados a julio de 2010 en
SITVIT/SpolDB4 (ver tabla No. 2). De estas Ultimas cepas, 3 compartian un espoligotipo y
1 cepa huérfana. Todos los pacientes de los que sea aislaron dos 0 méas cepas de distintos
sitios anatomicos compartian el mismo espoligotipo, por lo que el andlisis se basd en 34
cepas. Todas las cepas espoligotipificadas, a excepcion de las 4 cepas no reportadas en
SITVIT/SpolDB4, fueron clasificadas en 6 familias, éstas fueron las familias: Beijing (2),
Latino Americana-Mediterraneo (LAM) (10), T (8), Haarlem (H) (1), X (6) y U (3). El
29.4% (10) de las cepas pertenecieron a la familia LAM (subfamilias LAM3 y LAM9),
por lo que ésta familia fue la méas frecuente en el estudio. Aunque esta familia ha sido
reportada en todo el mundo, predomina en Latinoamérica representando hasta el 40% de
cepas aisladas en la region. Las otras dos familias méas frecuentes fueron la T y X, con

23.5% (8) y 17.6% (6) de las cepas, respectivamente. Estas tres familias (LAM, T y X) en

1 El Instituto Pasteur de Guadalupe con sede en la isla caribefia de Guadalupe es un anexo del Instituto
Pasteur de Francia, que se especializa en el estudio de enfermedades infecciosas.
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conjunto fueron aisladas en el 71% (24) de los pacientes del estudio. Las familiasHy U y

los espoligotipos GUAOL1 y GUAOQ2 (éstos ultimos dos nombrados provisionalmente

mientras se asigna nombre oficial) mostraron una frecuencia 24% (8) de las cepas

tipificadas. EI 6% (2) de las cepas pertenecieron a la familia Beijing.

Tabla No. 2. Descripcion de 19 SIT encontrados para este estudio y su comparacion con SITVIT.

Cepas en
este % en % en estudio
SIT No. de cepa estudio este Cepas % en comparado
* Cédigo octal ¥ (n=39) estudio enSITVIT SITVIT conSITVIT Linaje/Etiqueta
1 000000000003771 85, 89 2 5,1 2965 7,5 0,1 Beijing
27,44,72,
33 776177607760771 153, 161 5 12,8 609 1,5 0,8 LAM3
42 777777607760771 38 1 2,6 1307 3,3 0,1 LAM9
44 777777757760771 94, 95 2 51 121 0,3 2,0 T5
50 777777777720771 76 1 2,6 1203 3,0 0,1 H3
53 777777777760771 24,59, 77 3 7,7 2380 6,0 0,1 T1
70 700076777760671 28, 29 2 51 50 0,1 4,0 X3
73 777737777760731 52 1 2,6 131 0,3 0,8 T2-T3
92 700076777760771 87 1 2,6 255 0,6 0,4 X3
119 777776777760771 33,99 2 51 414 1,0 0,5 X1
130 776177607760731 43, 45,55 3 7,7 44 0,1 6,8 LAM3
100, 102,
137 777776777760601 105 3 7,7 298 0,8 1,0 X2
160 777777477400001 30 1 2,6 9 0,0 11,1 U
222 777774077560771 49 1 2,6 9 0,0 11,1 T1
12, 47, 50,
237 777777777700000 53 4 10,3 54 0,1 7,4 U (likely H3)
376 376177607760771 107 1 2,6 14 0,0 7,1 LAM3
638 001777607760771 39 1 2,6 2 0,0 50,0 LAM9
732 777763777760771 96 1 2,6 9 0,0 11,1 T1
NO NO
GUAO1€ 000000004620731 69,91, 106 3 7,7 REPORTADO APLICA NO APLICA NO ID
NO NO
GUA02 376077600000000 97 1 2,6 REPORTADO APLICA NO APLICA NO ID

% SIT son las siglas en inglés del Tipo internacional compartido que es la nomenclatura usada para identificar a las cepas del
complejo M. tuberculosis que pertenecen al mismo espoligotipo.
¥ Las cepas 43 y 45; 28 y 29; 47, 50 y 53; 100 y 102, corresponden a los 4 pacientes de los que se aislaron cepas de diferentes sitios
anatomicos.

€ La nomenclatura GUAO1 y GUAO2 sera utilizada arbitrariamente en este estudio para definir dos espoligotipos que no han sido
reportados en SITVIT/SpolDB4.
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Distribucion de SITs por regiones

Con respecto al andlisis en base a los SITs encontrados, el 53.9% estuvo
conformado por: SIT33-LAMS3 (n=5), SIT237-U (likely H3) (n=4), SIT53-T1 (n=3),
SIT130-LAM3 (n=3), SIT137-X2 (n=3) y GUAO1 (n=3). Los SITs (n=18) restantes
representaron menos del 3% de frecuencia en este estudio. Una comparacion de estos
resultados se presenta en la tabla No. 3. En la misma se puede observar que: el SIT33-
LAM3 fue segun SpolDB4 mas frecuentemente aislado en Estados Unidos (26%),
Argentina (17.5%) y Suréfrica (14.6%). El SIT237-U (likely H3) ha sido reportado en
Estados Unidos (17.6%), Austria (13.5%), Alemania (10.8%) y paises del Este de Europa
(17.6%). Los otros SITs més frecuentes en el pais presentaron una distribucion mundial
amplia la cual incluye a Estados Unidos, ltalia, Suréfrica, Francia de Ultramar? y Reino

Unido.

2 Francia de Ultramar se refiere a las dependencias o territorios bajo soberania francesa situados fuera del
continente europeo.
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Tabla No. 3. SITs mas frecuentes en el estudio y su distribucién mundial segtiin SpolDB4 (n = 18)

Numero en % en estudio

SIT estudio comparado Distribucion por pais
+ Etiqueta Cddigo Octal n (%) con SpolDB4 Pais (% en SpolDB4) ¥
33 LAM3  776177607760771  5(12.8) 1,0 USA® (26.0), ARG (17.5), ZAF (14.6), ESP (5.3)

USA (17.6), AUT (13.5), DEU (10.8), RUS

U (likely (9.4), POL (8.1), CMR (6.8), IDN (6.8), ITA
237  H3)  777777777700000 4 (10.3) 0,2 (6.8)
53 T1  777777777760771  3(7.7) 7,0 USA (43.6), FXX (6.0), ITA (5.0)
130 LAM3  776177607760731  3(7.7) 0,1 USA (61.8), ITA (11.8), ZAF (8.8)
137 X2 777776777760601 3 (7.7) 2,0 USA (81.1), GBR (7.6)

* Se incluyeron en esta tabla los SIT que representaran mas del 5% de los espoligotipos del estudio. La
cepa GUAO1 no fue incluida debido a que no esta reportada en SpolDB4.

¥ Aparecen incluidos los paises que representan mas del 5% de los SITS reportados en la base.

£ La abreviacion de tres letras de los nombres de los paises se ha realizado de acuerdo a la norma I1SO
3166-1. Fuente: Base de datos SITVIT/SpolDB4 (http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/).

Familias y distribucién geogréfica en Guatemala

Con respecto a las familias de MTC y su distribucion geogréafica en el pais la familia
LAM fue aislada en su mayoria en el departamento de Guatemala (n=3), seguido en
frecuencia por los departamentos de Jutiapa (n=2) e Izabal (n=2). Mientras que La familia
T, fue més frecuente en los departamentos de Guatemala (n=2) y Retalhuleu (n=2). En lo
que respecta a la familia Beijing solo fue encontrada en los departamentos de Guatemala
(n=1) y Suchitepéquez (n=1). El espoligotipo GUAO01 fue aislado en Guatemala (n=2) y El
Progreso (n=1). Las familias Haarlem (n=1), X (n=6), U (n=3) y el espoligotipo GUA02
(n=1) fueron encontradas exclusivamente en el departamento de Guatemala. La distribucion

geografica de las familias se observa en la tabla No. 4.


http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/
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Tabla No. 4. Distribucién geografica en Guatemala de las cepas espoligotipificadas (N = 34) #

Beijing LAM T H X U GUAO1 GUA02
Departamento n (%) n (%) nN(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) Total
Capital y alrededores
Guatemala 1 3 2 1 6 3 2 1 19
(50) (30) (25) (100) (100) (100) (66.7) (100) (55.9)
Interior
Jutiapa - 2(20) 1(12.5) - - - - - 3(20)
1
El Progreso - 1(10) - - - - (33.3) - 2 (13.3)
Izabal - 2 (20) - - - - - - 2(13.3)
Retalhuleu - - 2 (25) - - - - - 2(13.3)
Suchitepequez 1 (50) - 1(12.5) - - - - - 2(13.3)
Baja Verapaz - 1(10) - - - - - - 1(6.7)
Jalapa - - 1(12.5) - - - - - 1(6.7)
Petén - 1(10) - - - - - - 1(6.7)
Quiché - - 1(12.5) - - - - - 1(6.7)
1
Total Interior 1 (50) 7(70) 6(75) 0 0 0 (33.3) 0 15 (44.1)

* Listado de departamentos en los cuales se aislé al menos una cepa del complejo M. tuberculosis y que se
caracterizaron genéticamente en éste estudio.

En la Figura No. 1 se muestra la distribucion de familias de MTC en los
departamentos del pais en los que se haya aislado al menos una cepa. Todas las familias se
encontraron en la region central de Guatemala, mientras que en el interior de la Republica

no ocurrié esta situacion.



46

Beijing

LAM ]
T ]
H [
X

]

GUAO1
GUAO02 =]

Legend - COUNT_Familia
Missing or Excluded
1,00 - 2,75
2,76 - 4,50

4,51-6,25
6,26 +

Figura No. 1. La familia LAM (70%) mas frecuente en el interior del pais y fue aislada en los
departamentos de Petén, Izabal, Baja Verapaz, El Progreso y Jutiapa. Igualmente ocurrié con la familia T
(75%) que se encontré en los departamentos de Quiché, Suchitepéquez, Retalhuleu, Jalapa, Jutiapa.
Ambas familias fueron aisladas en el departamento de Guatemala pero en menor proporcién. El
departamento de Guatemala fue el Unico en donde se encontraron todas las familias.

En la grafica No. 1 se observa que el 55.9% (19) de los pacientes de los que se
aislaron cepas de MTC residian en el departamento central de Guatemala y sus municipios,
mientras que el restante 44.1% (15) residian en el interior. Luego de Guatemala el
departamento del con mayor frecuencia de cepas fue Jutiapa con el 8.9% (3) de las
muestras del interior, le siguieron con el 5.9% (2) de las cepas los departamentos de El
Progreso, lzabal, Retalhuleu y Suchitepéquez. Las dos familias mas frecuentes en el
interior del pais fueron la familia T con un 75% (6) de prevalencia contra 25% (2) del
departamento central de Guatemala y la familia LAM con un 70% (7) de prevalencia
mientras que en la capital ésta representd el 30% (3). Las familias H, X y U vy el

espoligotipo GUAOQ2 fueron exclusivos de la region central de Guatemala.
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Grafica No. 1. Distribuciéon Familias Capital vs.
Interior (N = 34)
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Descripcion de frecuencias de familias Capital vs. Interior. Las familias T y LAM fueron las tnicas
aisladas en mayor proporcidon en el interior del pais que en la capital. Las familias H, X, U y
espoligotipo GUAO02 fueron exclusivos de la capital.
Distribucién de familias, demografica y factores reportados como asociados

Con respecto a la distribucion de las familias del complejo M. tuberculosis y su
relacion con algunos factores reportados como asociados la familia LAM se distribuyd
mayoritariamente entre aquellos pacientes sin infeccion de VIH/SIDA (n=8) y aquellos
sin ventilacion en su lugar de trabajo (n=5). La familia T (n=6) fue frecuentemente
encontrada en pacientes sin VIH/SIDA. Las familias X (n=5) y U (n=3) fueron
identificadas en pacientes infectados con VIH/SIDA. La familia Beijing fue encontrada en
igual proporcion en pacientes con y sin VIH/SIDA. Sin embargo, los pacientes infectados
con estas familias compartian habitacion con mas de 2 personas. La familia H y los

espoligotipos GUAOL y GUAOQ2 fueron exclusivamente aislados de pacientes sin VIH/SIDA.
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De las 13 cepas aisladas de pacientes con VIH/SIDA, 5 cepas fueron clasificadas
dentro de la familia X. Ademas las 3 cepas pertenecientes a la familia U fueron aisladas
exclusivamente de pacientes con VIH/SIDA. De pacientes sin VIH/SIDA se aislaron 21
cepas, las cuales en su mayoria (67%) fueron agrupadas dentro de las familias LAM y T.

Los 3 pacientes privados de libertad habian cumplido condenas, 2 de ellos
(uno con cepa Beijing y otro con cepa T1) estuvieron recluidos en el centro preventivo de
Mazatenango, Suchitepéquez, el otro paciente (cepa X1) estuvo recluido en un centro
carcelario de la ciudad capital. En lo que respecta a aglomeraciones en transporte, 14
pacientes afirmaron viajar en buses llenos de personas. De estas 14 personas 1 de ellas se le
identificé la familia Beijing. En general todos los pacientes del estudio compartian
dormitorio con una persona o mas (1.7 en promedio). Esta informacion se presenta en la

tabla No. 5.
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Beijing LAM T H X U GUAO1 GUAO02 Total
Factores Asociados (n=2) (n=10) (n=8) (n=1) (n=6) (n=3) (n=3) (n=1) (n=34)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

VIH/SIDA
Positivo 1(50) 2 (20) 2 (25) - 5(83.3) 3 (100) - - 13 (38.2)
Negativo 1(50) 8 (80) 6 (75) 1(100) 1(16.7) - 3(100) 1 (100) 21(61.8)
Ventilacion en lugar de trabajo
Si 1 (50) 2(20) 3(37.5) - 1(16.7) - 1(33.3 1(100) 9 (26.5)
No - 5(50) 1(12.5) - 1(16.7) 2(66.7) 2(66.7) - 11 (32.4)
No sabe 1 (50) 3(30) 4 (50) 1(100) 4(66.6) 1(33.3) - - 14 (41.1)
Estancia en carcel
Si 1 (50) - 1(12.5) - 1(16.7 - - - 3(8.8)
No 1(50) 10(100) 7(87.5) 1(100) 5(83.3 3(100) 3(100) 1(100) 31(91.2)
Aglomeracion bus
Si 1 (50) 4(40) 3(37.5) - 2(33.3) 2(66.7) 2(66.7 - 14 (41.2)
No 1 (50) 6(60) 5(62.5) 1(100) 4(66.7) 1(33.3) 1(33.3 1(100) 20 (58.8)
Consumo de tabaco
Si - 1(10) 1(12.5) - 1(16.7) 2(66.7) - - 5(14.7)
No 2 (100) 9(90) 7(87.5) 1(100) 5(83.3) 1(33.3) 3(100) 1(100) 29 (85.3)
Consumo de bebidas alcohdlicas
Si 1(50) 3 (30) 1(10) - 2(33.3) 2(66.7) - - 9 (26.5)
No 1(50) 7 (70) 7 (70) 1(100) 4(e6.7) 1(33.3) 3(100) 1(100) 25 (73.5)
Conviviente por dormitorio 2.5 14 2.3 2.7 1.7 0.7 1.7 0.5 1.7

Familias del complejo M. tuberculosis e informacion clinica de los pacientes

En este estudio se encontré informacion acerca de la distribucion de las familias del

complejo M. tuberculosis de las cepas aisladas con respecto a datos clinicos de los

pacientes. La familia LAM fue aislada principalmente en pacientes con primer diagnostico

de tuberculosis (n=9), sin embargo, fue aislada en un paciente que ya habia sido

diagnosticado con la enfermedad.

La localizacion de la tuberculosis causada por esta

familia tuvo la misma proporcion, en la presentacion pulmonar (n=5) como la

extrapulmonar (n=5). La familia T fue aislada exclusivamente de pacientes con primer

diagnostico de tuberculosis (n=8) y un paciente infectado con esta familia fallecio en el

tiempo que durd este estudio. La localizacion de la tuberculosis causada por la familia

Beijing fue en su totalidad pulmonar (n=2). Las familias X (n=3) y U (n=2) fueron aisladas
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en mayor proporcion de muestras extrapulmonares. Para los 32 pacientes incluidos de este
estudio fue su primer diagnostico de tuberculosis. Los 2 casos restantes habian padecido la
enfermedad con anterioridad. Uno presentd una cepa de la familia LAM y era originario de
Baja Verapaz con diagnostico de 1 mes atras y el segundo caso fue diagnosticado hace 6
afios con tuberculosis y en el presente estudio presentd una cepa de la familia X. En el
primer caso el paciente completo tratamiento y en el segundo el paciente se encontraba
cumpliendo el protocolo de antituberculosos. Treinta pacientes habian recibido tratamiento
antifimico (consistente en isoniacida, rifampicina, etambutol y pirazinamida), aunque no se
pudo corroborar si completaron el esquema del tratamiento. Estos datos se observan en la
tabla No. 6.
Durante el estudio 3 pacientes fallecieron, de los cuales 2 estaban infectados con

VIH/SIDA. Las familias identificadas en los pacientes fallecidos fueron la LAM, T y X.
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Beijing LAM T H X U GUAO1 GUAO02 Total
Parametro (n=2) (n=10) (n=8) (n=1) (n=6) (n=3) (n=3) (n=1) (n=34)
n (%) n (%) n(%) n(%) n(%) n(%) n (%) n (%) n (%)
Primer
Diagndstico TB
Si 2 (100) 9(90) 8(100) 1(100) 5(83.3) 3(100) 3(100) 1(100) 32(94.1)
No - 1(10) - - 1(16.7) - - - 2(5.9)
Tiempo con TB 17.5 20.6 19.8 10.0 3.3 40.0 18.0
(dias promedio) (3.5) (18.0) (12.3) 15 (7.9) (1.5) (22.9) 5 (17.3)
Tratamiento TB
recibido
Si 2 (100) 9(90) 7(87.5) 1(100) 4(66.7) 3(100) 3(100) 1(100) 30 (88.2)
No - 1(10) 1(12.5) - 2(33.3) - - - 4(11.8)
Antituberculosos
recibidos
Estreptomicina - - 1(12.5) - 1(16.7) - - - 2(5.))
Isoniacida 2 (100) 9(90) 7(87.5) 1(100) 4(66.7) 3(100) 3(100) 1(100) 30 (88.2)
Rifampicina 2 (100) 9(90) 6 (75) 1(100) 4(66.7) 3(100) 3(100) 1(100) 29 (85.3)
Etambutol 2 (100) 9(90) 7(87.5) 1(100) 4(66.7) 3(100) 3(100) 1(100) 30 (88.2)
Pirazinamida 2 (100) 9(90) 6(75) 1(100) 4(66.7) 3(100) 3(100) 1(100) 29 (85.3)
Localizacion de
TB
Pulmonar 2 (100) 5(50) 5(62.5) 1(100) 2(33.3) 1(33.3) 1(33.3) 1(100) 18(52.9)
Extrapulmonar - 5(50) 3(37.5) - 3(66.7) 2(66.7) 2(66.7) - 16 (47.1)
Estatus del
paciente
Vivo 2 (100) 9(90) 7(87.5) 1(100) 5(83.3) 3(100) 3(100) 1(100) 31(91.2)
Fallecido - 1(10) 1(12.5) - 1(16.7) - - 3(8.8)
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IX. DISCUSION

En Guatemala, las investigaciones en el campo de la epidemiologia molecular son
muy pocas O casi inexistentes. Este estudio describe los patrones genéticos por
espoligotipificacion de cepas guatemaltecas de MTC vy su relacion entre el tipo de paciente
y las cepas.

Al realizar el analisis de la distribucién de las familias de MTC halladas para
Guatemala y su comparacion con los paises vecinos de Centroamérica (Belice, Honduras,
El Salvador, Nicaragua, Costa Rica y Panama), México y el Caribe se deben considerar dos
factores importantes: 1) la desproporcién existente entre la cantidad de cepas reportadas
por México y el Caribe en comparacion con la cantidad de cepas reportadas por los paises
centroamericanos en SpolDB4 (base de datos que es la referencia en este estudio)(21).
Cuando se analizan detenidamente los paises que aportaron cepas a SpolDB4 se puede
notar como los paises de Centro América (Guatemala, Belice, El Salvador, Honduras, Costa
Rica, Nicaragua y Panama) se encuentran poco representados. Por lo tanto es probable que
conforme se hagan mas estudios en los paises de Centro América y estos se reporten en
bases de datos internacionales las prevalencias de las diferentes familias pueda variar seguin
la regién geografica especifica y puedan en algin momento coincidir con los hallazgos de
éste estudio; y 2) la historia de migraciones humanas externas e internas de los distintos
paises a comparar (20). Se cree que la expansion de la tuberculosis y las familias
pertenecientes al MTC se ha dado en el mundo a través de las distintas migraciones entre
poblaciones humanas (20).

La familia mas frecuentemente encontrada fue la LAM (29.4%), a pesar de que

segun SpolDB4 ésta familia ocupa el tercer lugar en frecuencia en la region
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centroamericana. Sin embargo, debe tomarse en cuenta que los resultados de este estudio se
ven apoyados en la evidencia existente acerca de la distribucion cosmopolita de esta
familia, que representa hasta el 40% de los aislamientos obtenidos en Sur América, siendo
la mas prevalente en esa region vecina, y cerca del 25% de los que se realizan en Centro
Ameérica (21, 51). La familia LAM, ademas de Latinoamérica, se encuentra presente en la
cuenca del Mediterraneo (Espafia 30%). Histéricamente Guatemala fue habitada por
oleadas de migrantes provenientes de Espafia a partir del siglo XVI, lo que podria explicar
la llegada de las cepas de esta familia a la region (52).

Aunque la familia T no fue la mas prevalente en el pais, fue la segunda familia mas
encontrada en éste estudio. Esta familia, que representa las cepas modernas de tuberculosis,
fue seguin SpolDB4, la mas frecuente en Centro América, ademas de que se ha encontrado
en todos los continentes, representando hasta el 30% de todas las cepas reportadas en
SpolDB4. Agrupa un conjunto de cepas genéticamente mal definidas, por lo que, se
esperaria en un futuro poder definir adecuadamente a las cepas clasificadas en esta familia
y comprender mejor su dinamica y distribucion regional (20, 21).

La familia X, la tercera familia mas frecuente en este estudio, representa un grupo
de cepas, con bajo numero de 1S6110, altamente prevalentes en Norte América (21.5%) y
Centro América (11.9%), relacionada a la colonizacién inglesa de estas regiones (21). La
presencia de esta familia ha sido reportada en el Reino Unido, Estados Unidos, Australia y
colonias britanicas en el Caribe (20). En Guatemala podria esperarse por lo tanto una
cantidad significativamente alta de cepas de ésta familia, sustentando esto en base de que
Belice, pais caribefio vecino de Guatemala que con anterioridad formaba parte del pais,

fuera colonia britanica hasta antes de 1981 (53). Sugiriendo esto que la presencia de la
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familia X en el pais se haya podido dar principalmente a través de migraciones
poblacionales de Belice hacia el territorio guatemalteco y viceversa.

Las cepas de la familia Beijing reportadas por primera vez en este estudio, estan
asociadas generalmente a tuberculosis multidrogo resistente (MDR, resistencia contra, al
menos, rifampicina e isoniacida) y a cuadros febriles severos (54, 55). Cerca del 6% de las
cepas de este estudio pertenecieron a esta familia, una prevalencia que triplica el cerca del
2% de cepas de la familia Beijing que se reportan en total en el area de Centro América,
segun SpolDB4 (21). Lo mismo ocurrié cuando se compard la prevalencia encontrada por
otros estudios en la regidn de Latino Ameérica en general. En la base internacional SITVIT
para la region de Sur Ameérica se ha reportado una baja prevalencia y para Centro América
aun, en la literatura reportada hasta la fecha no se ha reportado alguna cepa de ésta familia
(56, 57). La familia Beijing, ha sido descrita en China y ademas es prevalente en el Lejano
Oriente® (45.9%), Mediano Oriente* (16.5%) y Oceania (17.2%). Estas cepas se diseminan
a otras partes del mundo principalmente por la inmigracién de pacientes originarios de
éstas regiones (54). Las dos cepas aisladas en este estudio pertenecian a pacientes de
origen guatemalteco y no se pudo encontrar informacion de que hubieran tenido contacto
con migrantes asiaticos. Uno de los pacientes guatemaltecos infectados con la familia
Beijing al momento del estudio trabajaba como ayudante (cobrador) de bus urbano, lo que
podria potenciar su capacidad de contacto con otras personas y ayudar con la dispersion de
estas cepas.

La familias halladas con menos frecuencia en el estudio fueron la familia Haarlem

(H) y la familia U. De acuerdo a SpolDB4 la familia H es una de las tres mas prevalentes

3 Segun SpolDB4 el término Lejano Oriente incluye paises situados al este del continente euroasiatico (China,
Japon, Vietnam, Corea, Birmania, etcétera).

4 Segln SpolDB4 el término Mediano Oriente incluye paises situados al sudoeste de Asia (Arabia Saudita, Irak,
Israel, Jordania, Oman, etcétera).
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en la region de Centro América, dato que no concuerda con este estudio en el cual ésta
familia es la menos prevalente, representando cerca del 3% de los aislamientos (20, 21). En
lo que respecta a la familia U esta representa a todos aquellos SIT que permanecen sin
clasificar, ya que no cumplen ninguna regla para formar parte de las demas familias
“convencionales”. En esta familia de distribucion mundial se agrupan cepas que presentan
bloques de delecion, deleciones diseminadas o patrones que no son comunes en ninguna
otra familia (20, 21). En este estudio se aisl6 de dos pacientes el mismo tipo de cepa
perteneciente a la familia U y éstas presentaban caracteristicas genéticas parecidas a las
encontradas en la familia H. Sin embargo, se deben hacerse mas estudios para determinar la
manera de clasificar correctamente estos espoligotipos en el futuro.

En este estudio se hallaron dos espoligotipos, GUAOL y GUAO02, que no han sido
reportados en SITVIT/SpolDB4 por lo que no se han clasificado en alguna familia
especifica. El espoligotipo GUAO1 fue hallado en dos pacientes, mientras que el
espoligotipo GUAO2 se clasifico como espoligotipo huérfano, ya que, fue hallado en un
solo paciente de este estudio. Estas cepas deberan ser reportadas en un futuro a la base de
datos internacional para poder hacer el andlisis epidemiolégico molecular correcto y
determinar a qué familia pertenecen.

Cuando se hizo el analisis en base a los tipos compartidos o SITs, los espoligotipos
mas frecuentes en este estudio (representando 21/34 cepas 6 61.6% de las cepas) fueron en
orden decreciente: SIT33-LAM3 (12.8%), SIT237-U (10.3%), SIT44-T5 (7.7%), SIT53-T1
(7.7%), SIT130-LAMS3 (7.7%), SIT137-X2 (7.7%). Todos estos SITs han sido reportados
como predominantes en Estados Unidos, incluidos SIT33-LAMS3 y SIT237-U, que fueron

los dos SITs més frecuentes en este estudio. El SIT33-LAM3, también ha sido encontrado
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frecuentemente en la region de Sur América (Argentina, Brasil y Venezuela) y ademas ha
sido hallado en México, aunque la prevalencia en este pais fue baja (menor al 0.3%) (58).
El Unico nexo epidemiologico del SIT33-LAMS3 con Centro América fue que en la base de
datos SITVIT existen 11 cepas reportadas para El Salvador, las cuales fueron aisladas y
tipificadas en los Estados Unidos. De estas 11 cepas reportadas 10 correspondian a éste
SIT, por lo que podria esperarse que en El Salvador la prevalencia de esta cepa también
fuera alta (56). Lo que respecta al SIT237-U nunca antes habia sido reportado en la region
de Centro América o México. Solamente ha sido informado en Estados Unidos, pais que
encabeza los aislamientos de este SIT. En Sur América solo ha sido aislado en Brasil con
una baja prevalencia. Sin embargo, el SIT237-U presenta una composicion genética muy
similar a la familia Haarlem, por lo que probablemente en estudios genéticos posteriores se
clasifique este SIT dentro de esta familia (21, 56). El tercer SIT mas frecuente en este
estudio, el SIT44-T5, es mayoritariamente encontrado en Europa (Austria 25.0%, Italia
12.5% y Replblica Checa 7.1%) lo que sugiere haya llegado a Guatemala con la
inmigracion europea, principalmente alemana, austriaca e italiana de finales del siglo XIX'y
principios del siglo XX (21, 52, 56).

Seis espoligotipos hallados en Guatemala superaron mas del 5% del total de las
cepas reportadas en SITVIT, éstas son: SIT130-LAM3 (6.8%), SIT376-LAM3 (7.1%),
SIT237-U (7.4%), SIT160-U (11.1%), SIT222-T1 (11.1%) y SIT638-LAM9 (50.0%).
Estos espoligotipos han sido reportados alrededor de todo el mundo, sin embargo, no ha
sido demostrada su presencia en los otros paises centroamericanos. En paises cercanos a
Guatemala los espoligotipos anteriores han sido hallados en: SIT130 en Estados Unidos,

Cuba y Brasil; SIT376 en Estados Unidos, Brasil y Venezuela; SIT237 en Estado Unidos y
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Brasil; SIT160 en Estados Unidos y Cuba; SIT222 en México, Peru y Estados Unidos. El
SIT638 solamente ha sido aislado en Holanda y la cepa de ese SIT reportada en este estudio
constituye la mitad de las reportadas en SITVIT. Deben realizarse estudios mas amplios
para determinar el movimiento de los SITs en diferentes areas geograficas.

Con respecto a la distribucion de cepas fue muy similar tanto en el departamento de
Guatemala (55.9%) como para los restantes departamentos del pais (44.1%), esto
posiblemente por la localizacion del hospital en que se realizd el estudio. Tres
departamentos del nor-oriente del pais obtuvieron la mayor frecuencia de cepas: Jutiapa
(20%), El Progreso (5.9%), 1zabal (5.9%) representando en conjunto cerca del 32% total de
las cepas aisladas para todo el pais. Esto se explica debido a que los pacientes son atendidos
en un centro urbano de referencia. La frecuencia de las familias Ty LAM fue tres veces
mayor en el interior del pais que en el departamento central de Guatemala, al contrario de
lo que ocurrio6 con las familias X, H, U y con el espoligotipo GUA02 que fueron exclusivos
del departamento de Guatemala. En el departamento de Guatemala se observaron cepas de
todas las familias. Esta distribucion particular de familias en el departamento de Guatemala
puede explicarse debido a la migracion interna del interior del pais hacia la capital (52, 53).
Probablemente la inmigracion por si misma no explica este fendmeno, por lo que deben
hacerse otros estudios para evaluar otras posibles causas.

La distribucidon de las familias X y U en el estudio fueron casi exclusivamente
encontradas en pacientes con VIH/SIDA quiénes representan la tercera parte de los
pacientes de éste estudio. EI principal factor de riesgo de una paciente para la
manifestacién de tuberculosis es padecer alguna enfermedad inmunosupresora, como el

VIH/SIDA. Estudios recientes han sugerido la infeccion con cepas especificas de MTC en
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poblaciones con VIH, aunque ninguno es concluyente en la manera en la que ocurre éste
fenomeno (59-61). Existen otros factores de riesgo como la aglomeracion y el contacto
estrecho con otros pacientes infectados con el bacilo de la tuberculosis (62). Estos dos
ultimos factores de riesgo podrian sugerir que los pacientes con VIH/SIDA han podido
infectarse en sus visitas y/o internamientos periodicos a los diferentes servicios médicos del
hospital, sin embargo hacen falta mas estudios epidemioldgicos para concluir que los
contagios se han dado de esta manera.

El hallazgo de tres pacientes privados de libertad infectados con las familias
Beijing, T y X pone en evidencia un problema que puede estar generalizado en las carceles
del pais. La sobrepoblacion, la pobreza y la falta de atencion médica en las carceles hacen
de las personas privadas de libertad una poblacion vulnerable para la adquisicion de
tuberculosis (62). Se ha demostrado a traves del uso de epidemiologia molecular el activo
contagio entre privados de libertad (63). Estudios en Rusia y otros paises de Europa del
Este han demostrado la alta prevalencia de la familia Beijing y cepas de M. tuberculosis
multidrogo resistentes (64-67). Aunque las tres cepas aisladas en Guatemala pertenecian a
diferentes familias de MTC y no se logré demostrar ninguna relacion epidemiolégica entre
los tres pacientes privados de libertad, se hace necesario que se realicen estudios posteriores
para determinar la dinamica de la tuberculosis en las carceles nacionales y se pueda, por lo
tanto, intervenir de manera efectiva para controlarla.

En dos pacientes participantes de este estudio se determind que no era el primer
diagnostico de tuberculosis que se les realizaba. A través de espoligotipificacidn es posible
determinar el perfil genético de una cepa, lo que es invariable en el tiempo, por lo que con

ésta técnica es posible definir si un paciente ha sufrido una recaida con la misma cepa de
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MTC o se ha reinfectado con una nueva (1). En el caso especifico de los dos pacientes del
estudio no se contd con ningun tipo de informacion o de tipificacion molecular de su primer
diagnostico, pero si se puso en evidencia la necesidad de implementar técnicas moleculares
como la espoligotipificacion para el control y tratamiento de la enfermedad.

Aunque este estudio brinda el primer panorama de la distribucién de las cepas de
MTC tipificadas por medio de espoligotipificacion en Guatemala y la importancia de la
utilizacion de la técnica en el ambito de la salud publica nacional, es conveniente tomar en
cuenta las limitaciones del mismo: 1) el disefio epidemioldgico que fue de corte transversal
observacional descriptivo, por lo que solamente se limit6 a describir a través de medidas de
frecuencia la situacién de las cepas aisladas en el Hospital General San Juan de Dios y no
pudo demostrar causalidad entre la adquisicion de familias del MTC y factores de riesgo; 2)
El tamafio de la muestra, lo que no permiti6 comparar en forma apropiada los datos
obtenidos de las cepas MTC de este estudio con los encontrados en las bases de datos
internacionales (SpolDB4/SITVIT); 3) La no utilizacion de otras técnicas moleculares para
tipificacion de micobacterias como el PFLR o MIRU-VNTR, para aumentar la
especificidad de informacién de cada cepa.

A pesar de lo anterior el presente estudio aporta datos para comprender mejor el
comportamiento de la tuberculosis en el pais. Es aconsejable que en un futuro se realicen
estudios mas extensos y que cubran mayores areas geografica del pais, asi como
poblaciones mas especificas o en riesgo (pacientes con VIH/SIDA, privados de libertad,
etcétera). Sélo de esta manera se podra poseer una vision mas completa de la dindmica de
la enfermedad y por lo tanto, permita disefiar estrategias razonables para el diagndstico

temprano, la contencion y el tratamiento adecuado de la tuberculosis.
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X. CONCLUSIONES

La familia mas frecuente en este estudio fue la LAM (29.4%), pese a que segun

SpolDB4 es la tercera familia més frecuente en la region centroamericana.

La familia T (23.5%) fue la segunda més frecuente en este estudio, pese a que

segun SpolDB4 es la familia mas frecuente en la regidn centroamericana.

La familia X (17.6%) fue la tercera més frecuente en este estudio.

. Se informa por primera vez la presencia de la familia Beijing (6%) en el pais con

una prevalencia mas alta de la reportada en la region.

. En el pais existen espoligotipos que no han sido reportados ni clasificados en las
bases de datos internacionales como lo demuestra la presencia de los espoligotipos

GUAOL y GUAO2.

Los espoligotipos méas frecuentes en este estudio fueron en orden decreciente:
SIT33-LAM3 (12.8%), SIT237-U (10.3%), SIT53-T1 (7.7%), SIT130-LAM3

(7.7%), SIT137-X2 (7.7%).

. Seis espoligotipos hallados en este estudio superaron mas del 5% del total de las

cepas reportadas en SITVIT, éstas son: SIT130-LAM3 (6.8%), SIT376-LAM3
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(7.1%), SIT237-U (7.4%), SIT160-U (11.1%), SIT222-T1 (11.1%) y SIT638-

LAMO (50.0%).

La frecuencia de las familias LAM y T fue tres veces mayor en el interior del pais

que en el departamento central de Guatemala.

En el departamento de Guatemala se observaron cepas pertenecientes a todas las

familias (LAM, T, X, H, U y Beijing) Yy los dos espoligotipos GUA01 y GUAO2.

La distribucion de las familias X y U en el estudio fueron casi exclusivamente
encontradas en pacientes con VIH/SIDA lo que sugiere que estos pacientes
pudieron haberse infectado en sus visitas y/o internamientos periodicos a los

diferentes servicios médicos del hospital

Se determinG la presencia de familias Beijing, T y X, en cérceles del sistema

penitenciario del pais.
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Xl.  RECOMENDACIONES

Llevar a cabo estudios mas extensos y que cubran una mayor area geografica del
pais para poder tener una visién mas clara de la dindmica de las cepas de MTC que

circulan en Guatemala.

Llevar a cabo estudios mas extensos en poblaciones especificas o en riesgo, como
aquellos pacientes de tuberculosis que viven con VIH/SIDA o se encuentran

privados de libertad.

Desarrollar y estandarizar nuevos métodos de tipificacion molecular tales como
PFLR o VNTR-MIRU para complementar la informacion brindada por

espoligotipificacion.

Desarrollar a largo plazo un sistema de vigilancia en base a las herramientas
brindadas por la epidemiologia molecular para disefiar estrategias coherentes para el

diagndstico, tratamiento y control de la tuberculosis en el pais.
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ANEXO 1

1S6110-Based Genotyping
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MIRU-Based Genotyping

Figura 1. Cromosoma de una hipotética cepa X de Mycobacterium tuberculosis y la genotipificacion de M.
bovis BCG (bacilo de Calmette-Guérin), la cepa de laboratorio H37Rv de M. tuberculosis y la cepa X de M.
tuberculosis en base a secuencias de insercion 1S6110 y unidades de repeticion micobacterianas esparcidas
(MIRU). En la parte superior izquierda se observa el cromosoma de una cepa X de M. tuberculosis. En la
parte superior derecha se observa el resultado de una tipificacién a base de 1S6110. El ADN micobacteriano
es digerido por la endonucleasa de restriccion Pvull donde indican las flechas negras. La sonda 1S6110 se
hibridiza con el ADN de la IS6110 a la derecha del sitio de la Pvull en la IS6110. El tamafo de cada fragmento
hibridizado depende de la distancia entre un sitio y el siguiente sitio que cortara la Pvull (de flecha negra a
flecha negra) que en este caso son los fragmentos de a hasta f, como se ve reflejado en la electroforesis de
los fragmentos de ADN de las cepas BCG, H37RV vy X. Las lineas horizontales a la derecha de las bandas de
electroforesis indican la distribucion de las extensiones de los fragmentos en la gel, incluyendo sitos
cortados por la Pvull que no contienen 1S6110. En la parte inferior derecha se observar tres paneles que son
el resultado de la genotipificacion MIRU. La genotipificacion MIRU incluye el uso de PCR y la electroforesis
en gel para categorizar el nUmero y tamano de las repeticiones en 12 loci independientes, teniendo cada
uno una secuencia repetitiva Unica. Los tamafios de los marcadores de peso molecular (M) y los productos
de PCR para el loci A, B, Cy D en BCG, H37Rv y X se pueden ver. Los tamafios especificos de varios MIRU en
cada cepa resultan ser la “huella” distintiva para cada cepa. (Tomado de Barnes PF, Cave D. Molecular
Epidemiology of tuberculosis. N Eng J Med. 2003;349:1140-1156)
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Figura 2. Espoligotipificacion. (A) Estructura del locus DR en el genoma de la micobacteria. Lo cromosomas
de de M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG contienen 48 y 41 DRs, respectivamente (representados por
rectangulos), los cuales son separados por espaciadores de 35 a 41 pares de bases. (B) Principio de
amplificacién in vitro de la regiéon DR por PCR. Cualquier DR en la region DR puede servir como blanco para
los cebadores; por lo tanto, el ADN amplificado estd compuesto por un largo numero de fragmentos de
diferentes tamanios. El dibujo muestra la combinacién de fragmentos que se producirian por la amplificacién
in vitro de un DR blanco conteniendo cinco DRs contiguos. (C) Patrones de hibridizacién o espoligotipos del
ADN amplificado de 35 cepas de M. tuberculosis y 5 de M. bovis. El orden de los espaciadores en el papel
corresponde al orden en el genoma. (Tomado de Kamerbeek J, et al. Simultaneous detection and strain
differentiation of Mycobacterium tuberculosis for diagnosis and epidemiology. J Clin Microbiol. 1997;35:907-
914.)
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ANEXO 3
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Figura 3. Porcentajes de las principales familias definidas por espoligotipificacion para el complejo M.
tuberculosis en SpolDB4 por continente. Abreviaciones AFR = Africa, CAM = América Central, EUR = Europa,
FEA = Asia Lejano Oriente, MECA = Asia Central y Medio Oriente, NAM = América del Norte, OCE = Oceania,
SAM = América del Sur. (Tomado de Brudey K, et al. Mycobacterium tuberculosis complex genetic diversity:
mining the fourth internacional spoligotyping database (SpolDB4) for classification, population genetics and
epidemiology. BMC Microbiol. 2006. doi: 10.1186/1471-2180-6-23.)



ANEXO 4
Registro Principal: Registro de Estudio:
Registro Consejeria: Fecha de Entrevista:
Iniciales Entrevistador: Numero de Enfrevista:

REGISTRO SEGUIMIENTO EPIDEMIOLOGICO PARA ESPOLIGOTIPIFICACION

Registro Médico: Registro AST:
Iniciales:

Teléfono:

Al.Género: Al.l1. Femenino Al.l. Magculino B. Edad:

C. Fecha de Nacimiento:
D. Fecha de Defuncion:

El. Usuario: E1.1. Ambulatorico E12.  FE1.3 Hospitalizado
E1.3.1. Fecha: E1.3.2. Unidad E13.3.No. Cama
A, DATOS DEMOGRAFICOS

1. Estado del paciente: 1.1. Consciente 1.2, Inconsciente

2. Procedencia (Lugar de nacimiento):

3. Estancia en otro pais: 31.8  32.No_ 33;Cual?

4. Tiempo de estancia: 4.1 Afios. 42Meses 43 Dias

5. Direccion actual:

6. Tiempo de vivir en el lugar: 6.1 Afios. 6.2Meses 6.3Dias

7. Cantidad de personas que viven en la casa:

8. Relacion de convivientes: 8.1. Conyuge: 8.2. Padres: 8.3. Hijos:
8.4 Otros: 8.5 Especificar:

9. Religion:

10. Etnia: 10.1.Ladino  10.2.Indigena  10.3. Garifuna

10.4. Otra_

11. Tiene hijos: 11.1.8i 11.2.No_ 11.3 Cuantos:

12. Estado Civil: 12 1 Soltero 12.2 Casado
12.3. Viudo/Divorciado  12.4 Unido {(union libre)

13. Escolaridad (Anotar afios): 13.1. Primaria  13.2. Basicos  13.3 Diversificado
133 Universitaria  13.4 Ninguna

14. Ingreso mensual en el hogar:

B. FACTORES DE RIESGO

15. Trabaja actualmente: 151 8i 15.2 15.3 ;En qué?
16. Ventilacion en lugar de trabajo: 161.85  162.No_  16.3.Nosabe
17. Espacios abiertos en anteriores lugares

de trabajo: 171.8 172.No_ 173 Nosabe
18. Estancia en la carcel: 181.51 182.No_ 183 Nosabe

19. Nombre dela carcel:

20. Tiempo de encarcelamiento:

21. Fecha aproximada:

22. Numero. de habitaciones en cagza: 22.1 Dormitoriog 222 Otros:
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Registro

23,
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.

32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.

41.
42,

41.1
41.2
41.3
41.4
41.5
41.6

43,
44,
45.
46.
47.

48.
49.
50.

51.

52.

Principal: Registro de Estudio:

Estancia en un orfanato: 231.8i 232 No_ 233 . Nosabe

Tiempo y Fechas de estancia.

Nombre del orfanato:

Aglomeraciones en el bus: 261.8 262.No_ 263.Nosabe

Tiempo de ruta en el bus:

Uso de drogas: 281.8i 282.No_ 283 Nosabe

Tipo de droga:

Tiempo de uso:

Asistencia a una clinica paralos

pulmones/neumologia: 31.1.81 322 No_ 333.Nosabe

Nombre de la clinica:

Fechas de asistencia a la clinica (aprox.):

Hospitalizacion previa: 341.81 342.No_ 343 Noszabe

Fecha de hospitalizaci on:

Fecha de remision:

Motivo de la hospitalizacion:

Sele han recetado pastillas parala tos: 381.81 382 No_ 383.Noszabe

Fechas aproximadas:

Tiempo de tomar pastillas para la

tos:

Perzonas con las que vive:

Se conoce =i el esposo(a) ,pareja ., personas que viven con usted o que conoce

presentan :
Tos persistente 41.11.8 4121 No_ 41.13.Nosabe
Fiebre 41.21.81 4122 No_ 4123 . Nosabe
Escal ofrios 41.31.51 4132 No_ 41.33.Nosabe
Sangre en las flemas 41.41.81 4142 No_ 41.43.Nosabe
Sudores nocturnos 41.51.81 4152 No_ 4153 .Nosabe
Pérdida de peso 41.61.51 416.2.No_ 41613 Nosabe

Consumo de tabaco (cigarrillos, etc.) 431.8i 432.No__ 433 Tiempo:

Consumo de bebidas alcohdlicas: 441.81 442.No__ 443 Tiempo:

Frecuencia de uso de alcohol: 45.1. Ocasional  45.2. Frecuente  45.3.Constante

Familiares con TB: 46.1.8 462.No_ 463.Nosabe

Familiares con tos persistente por mas

de dos meses: 471.81  472.No_ 473.Nosabe

Previas fransfusiones de sangre: 481.8 482.No_ 483.Nosabe

Animales en casa: 49.1.5i 49.2.No . Cudles?

Exposicion laboral a ganado {vacas) o

sus derivados: 501.8_ 502.No  503.Nosabe

Internacion en alguna instituci6n

(policia, ejército, iglesia, seguridad, etc) 51.1.81  512.No 51.3.Nosabe

51.4 ;Cual? 51.5 Tiempo:
Trabajo en una institucion de salud
(hospital, puesto o centro de salud, etc.) 52.1. 5i 52.2. No 523.Nosabe

52.4 ;Cual?
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Registro Principal:
Registro Consejeria:

80

Registro de Estudio:

Fecha de Entrevista:

Iniciales Entrevistador:

Numero de Entrevista:

REGISTRO SEGUIMIENTO EPIDEMIOLOGICO PARA ESPOLIGOTIPIFICACION

Registro Meédico: Registro ASL
Nombre:
A. DATOS CLINICOS Y DE LABORATORIO
1. Prueba del PPD: 11.8_ 12 No_ 13 Nosabe
2. Resultado del PPD: 2.1. Pogitivo 2.2, Negativo
23, Anérgico 24, . Nosabe
3. Vacuna de BCG: 31.8_ 32.No_ 33. Nosabe
4. Embarazo actualmente: 41.8  42.No__ 43.Nosabe
4.4 No aplica
5. Altura del paciente:
6. Peso del paciente (librag)
7. Indice de Kamofsky: Puntuaci én:
8. Indice de masa corporal (IMC)
Peso Kgftalla? (mts); <20 =hajo peso, 20-25 = normal,
=25 = elevada)
9. TFecha de Diagnostico de TB
10. Tiempo con TB:
11. Primer Dx. de TB: 111.8i 11.2.No  11.3.Nosabe
11.4 Fecha
12. Tratamiento Anti-TB: 121.8i 12.2.No_ 123 Nosabe
¢ Cuanto?
13. Medicamentos recibidos:
13.1. Isoniacida 13118 13122No_ 1313 Nosabe
13.2. Rifampicina 1321.8 1322 No_ 1323.Nosmabe
13.3. Pirazinamida 1331.8i 13312 No_ 133.13.Nosabe
13.4. Estreptomicina 1341.8 = 1342.No 1343 Nosabe
13.5. Etambutol 1351.8i 1352.No__ 1353.Nosabe
14. Resistencia a antibiéticos: 141.8 1421 143.R_ 144.E
15. Hace cusmto tiempo estuvo en Tx.:
16. Localizacion de 1a TB: 16.1. Pulmonar ___ 16.2. Extrapulmonar
16.3. Ambos ~ 16.4. Nosabe
17. Rayos X de torax: 17.1.8i 17.2. No 17.3. Nogabe
18. Resultados de los rayos X: LUGAR TIPO
Inf. Apical Caverna
Inf Basal Miliar
Miliar Alveolar
Difuso Consolidado
19. Otras infecciones:
20. Otros tratamientos:

OBLIGATORIAMENTE DEBE COMPLETARSE ANEXO NO.1 CORRESPONDIENTE
AL REGISTRO DE CULTIVOS Y BACILOSCOPIAS POSITIVAS PARA ESTUDIO DE
ESPOLIGOTIOPIFICACION Y ANEXO NO. 2 CORRESPONDIENTE AL REGISTRO
DE PRUEBAS DE LABORATORIQO.
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Registro Principal: Registro de Estudio:
Registro Consejeria: Fecha de Entrevista:
Iniciales Entrevistador: Numero de Entrevista:

REGISTRO SEGUIMIENTO EPIDEMIOLOGICO PARA ESPOLIGOTIPIFICACION

Registro Médico: Registro ASI:

Nombre:

A. PACIENTES CON VIH/SIDA (SECCION EXCLUSIVA)

1. Fecha diagnostico de VIH:
2. FechaDx. de SIDA:
3. Primer Conteo de CD4+ al momento de DX. de VIH/SIDA:

Fecha: Conteo: -
4. Primer Conteo de CD4+ al momento de Dx. de TB:

Fecha: Conteo: -
5. Ultimo Conteo de CD4+ (absoluto):

Fecha: Conteo: -
6. Primera Carga Viral al momento de Dx. de VIH/SIDA :

Fecha: Conteo: -
7. Primera Carga Viral al momento de Dx. de TB:

Fecha: Conteo: -
8. Ultima Carga Viral (absoluto):

Fecha: Conteo:

9. Tx. Anfiretroviral:

Inicio:

Contimia:
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Registro Principal: Registro de Estudio:
Registro Consejeria: Fecha de Entrevista:

Iniciales Entrevistador: Numero de Entrevista:

ANEXONO.1
TABLA PARA REGISTRO DE CULTIVOS Y BACILOSCOPIAS POSITIVAS PARA ESTUDIO DE ESPOLIGOTIPIFICACION

Registro Meédico: Registro ASI:

Nombre:

No. Tipo Resultado Resultado
Muestra | Muestra Registro Servicio No. Cultivo Cultivo Fecha ID AccuProbe No. BK BK Fecha Comentario

Registro Principal: Registro de Estudio:

Registro Consejeria: Fecha de Entrevista:

Iniciales Entrevistador: Ntmero de Entrevista:

ANEXONO.2
TABLA PARA REGISTRO DE PRUEBAS DE LABORATORIO
Registro Médico: Registro AST:
Nombre:
Prueba Fecha Resultado Fecha Resultado Fecha Resultado Fecha Resultado Fecha Resultado Fecha Resultado

Hemoglobina

Hematocrito

VSE

RGB

Plagquetas

BUN

Creati

TGO

TGP

LDH

CPK

Amilasa

Lipasa

Fosfatasa acida

Fosfatasa alcalina




ANEXO 5

Tabla 1. Descripcion binaria de los 20 espoligotipos hallados en este estudio.

83

SIT Descripcién Binaria Cédigo Octal Linaje/Etiqueta
1 0OOOO00000000000000000000000000000NEREEERER  ())))0)0000003771 Beijing
33 mEEEEEEECOOEEEEEEEEEOOOONEEEEEEEOOOONEEEEEE 7617760776077 LAM3
42 EEEEENEEEEEEEEEEEEEEOOOONEESEREEOOCOREEERER  777777607760771 LAM9
44 EEEEENEEEEEEEEEEENNEEEOENEEERNEEOOOONEEEREE  577777757760771 T5
50 NN NN NN NN NENNEEEEEERRRREENNONOOOOREEREEE  777777777720771 H3
53 REEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEECOOONEEEENE  777777777760771 T1
70 NEEOOOOOOOOONEEEECEEEEEEEEEEEREECOOCEECEERE  700076777760671 X3
73 NEEEEEEEEEEECEEEEEEEEEEEEEEEEEEECOOCEEECEEE 777737777760731 T2-T3
92 NEEOOOOOOOOONEEEECEEEEEEEEEEEREECOOCEEREREE  700076777760771 X3
119 NE NN RN EEEENENENCENENEENENENRERCCOONENEEEN 777776777760771 X1
130 NEEEEEEECOCENEEEEEEEOOCONENENEEROOOONENONEN  776177607760731 LAMS3
137 NE NN RN EEEENEEEECHNENEEEEEENEEEOOOONEOOOON 777776777760601 X2
160 NENEEEEEENEENEEEEEECONEEEEEEOOO0O0OOOO0OOON 777777477400001 U
222 NEEEEEEEEEEEEEEEOOOCONEEEEEEOEEECOOOREEEEEE 777774077560771 T1
237 NENEEEENENEEEENENEEEEEEEREEEEOOO0000D000000 777777777700000 U (likely H3)
376 CEEEEEEECOOEEEEEEEEEOOOONENEEEERCOOONEREEEE  376177607760771 LAM3
638 0OOOOOUCEEEEEEEEEEEEOOOONEEEEEEECOOOREREEEE()01777607760771 LAMO
732 NEEEEEEEEEEEEECCEEEECEEEEEEEEECOCONREEEEE  77763777760771 T
GUAO].* 000000000000000000000000ONO0NNOONOOOONNNOREN  )0))))0004620731 NO ID
GUAQ? CEESEEEEOOOOEEEEEEEROOO00000000000000808888 376077600000000 NO ID

* La nomenclatura GUAO1 y GUAO2 fue utilizada arbitrariamente en este estudio para definir dos espoligotipos que no han sido

reportados en SITVIT/SpolDB4.

negros los espaciadores presentes.

Los cuadros blancos en la descripcion binaria representan espaciadores ausentes y los cuadros
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ANEXO 6
“-.w L - Cepa Control M. tuberculosis H37Rv
. - senme Cepa Control M. bovis BCG
» » - » » - » L B B

b

-
5 Cepa No. 59
(L LAl LY LA AL L L LYY ssssenen ses sen Cepa No. 55
SRR NNRRN R RRRRRRNRRERRRRRRRS Cepa No. 53
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(LI TTT]]) Ssnssene Cepa No. 44
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LI ER L] (LI L L] Cepa No. 39
L N # % ww»ans CepaNo.77

ssswsmmnn CepaNo.85

R I e R % wwmas CepaNo.87
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Fotografia 1. Espoligotipos. En esta fotografia se pueden observar los espoligotipos de algunas
cepas tipificadas en este estudio.



