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RESUMEN

Objetivo Tipificar molecularmente aislados clinicos de Mycobacterium tuberculosis
obtenidas en Bogota entre los afios 1995 a 2006, mediante la técnica RFLP-1S6110
para establecer las relaciones filogenéticas existentes entre ellos y determinar
casos debidos a infeccion reciente (casos agrupados) Vs reactivaciones endégenas
(patrones Unicos).

Métodos Se realizé un estudio retrospectivo, en el que se incluyeron 137 aislados
clinicos pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis, obtenidos en
Bogotéa entre los afios 1995 a 2006. Las variables estudiadas para cada paciente
fueron: sexo, edad, confeccion con el Virus de la Inmunodeficiencia Humana,
habitante en situacion de calle, resultado de la baciloscopia, fecha del cultivo. Los
aislados fueron identificados fenotipicamente y confirmados genotipicamente
mediante el método molecular PRA y evaluados para sensibilidad a farmacos
antituberculosos de primera linea utilizando el método simplificado de las
proporciones mdltiples. La genatipificacion se realiz6 empleando el método de
referencia RFLP-1S6110 (Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de
restriccion).

Resultados Todos los aislados fueron confirmados como pertenecientes al complejo
M. tuberculosis, mostrando la identificacion fenotipica una concordancia del 100 %
con la identificacion genotipica. La monorresistencia encontrada fue de 9,4 %, y la
MDR (resistencia a Rifampicina e Isoniazida) fue 2,9 %. La genotipificacion se
realizé a 129 aislados, de los cuales 96 (74 %) mostraron diferentes patrones
RFLP-IS6110 y 35 aislados (26 %) estuvieron agrupados en 17 clusters conformados
por 2 a 4 aislados. La relacién epidemiolégica entre los pacientes no pudo ser
establecida en la mayoria de los casos. De las variables estudiadas solamente el
estado de coinfeccién con VIH fue un predictor significativo para el agrupamiento
(p<0.05).

Conclusién Los resultados de nuestro estudio muestran un alto porcentaje de
genotipos con patrones RFLP-IS6110 Unicos, lo que sugiere gran variabilidad
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genética entre los aislados de M. tuberculosis circulantes en Bogotd, indicando que
la mayoria de los casos de tuberculosis en el estudio pueden ser atribuibles a
reactivaciones endogenas.

Palabras Clave: Tuberculosis, transmisién, epidemiologia molecular, dermatoglifia
del ADN, polimorfismo de longitud del fragmento de restriccion del ADN, tuberculosis
farmacorresistente (fuente: DeCS, BIREME).

ABSTRACT

Objective Characterising clinical Mycobacterium tuberculosis isolates obtained from
1995 to 2006 in Bogota, Colombia, using standardised 1S6110-based RFLP typing
for determining phylogenetic relationships. Calculating cases due to recent infection
(grouped cases) cf endogenous reactivation (single patterns).

Methods This retrospective study characterised 137 clinical Mycobacterium
tuberculosis isolates obtained in Bogota from 1995 to 2006. Study variables consisted
of gender, age, HIV status, homelessness, Ziehl Neelsen smear result and date of
culture. All isolates were freshly identified by phenotypic methods, confirmed by PRA
and evaluated for susceptibility to antimicrobial agents according to the proportional
method. Mycobacterium tuberculosis cultures were typed by standardised 1S6110-
based RFLP.

Results All isolates were confirmed as being M. tuberculosis by phenotypic and
genotypic methods. 9,4 % monoresistance and 2,9 % MDR (rifampicin- and isoniazid-
resistant) were found. 129 M. tuberculosis isolates were genotyped; 96 (74 %) of
them presented unique DNA fingerprints, whilst 35 (26 %) were grouped into 17
clusters consisting of two to four isolates. Direct epidemiological links between
patients could not be established in most cases. Only HIV status was a significant
predictor of clustering amongst the variables being studied (p<0.05).

Conclusion The results of our study revealed a high proportion of unique DNA
fingerprints, suggesting high genetic variability between M. tuberculosis strains in
Bogota, Colombia, meaning that most cases of TB in this study were attributed to
endogenous reactivation.

Key Words: Tuberculosis, transmission, molecular epidemiology, DNA fingerprinting,
restriction fragment length polymorphism, multidrug-resistant tuberculosis (source:
MeSH, NLM).

a Tuberculosis (TB) continGa siendo un problema grave para la salud
publica en el mundo, cada afio aparecen 8,8 millones de nuevos casos

y 1,7 millones de muertes (1). Latasa de incidencia de TB en Colombia
para el 2005 fue de 20 por 100 mil (2). Bogotd, capital del pais, para ese
mismo afio cont6 con una tasa de incidencia de 14,3 por 100 mil (2).

Conel avance de la biologia molecular, diversas metodologias desarrolladas
han permitido un mejor conocimiento de las micobacterias (3), es asi como en
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la actualidad el método molecular PRA (PCR Restriction Analysis, Analisis de
Restriccion del Producto de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa) (4). Se
emplea parasu identificacion a nivel inferior a especie y resulta méas sencillo
y répido frente a los métodos convencionales que son laboriosos y demorados

(3).

Asi mismo, las técnicas moleculares basadas en la tipificacion del ADN
(Acido Desoxirribonucleico) han permitido un mejor entendimiento de la
dindmica de transmision de la tuberculosis y a la vez han contribuido para el
mejoramiento de las estrategias de control (5,6). La metodologia RFLP-1S6110
es la técnica de referencia para la genotipificacién de Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) y fue estandarizada por Van Embden y col.
(7). Este método esta basado en las variaciones encontradas en el nimero de
copias y localizacion en el genoma de la secuencia de insercion 156110 que
ocurren de una cepa a otra, patrones diferentes de RFLP-1S6110 sugieren
cepas epidemioldgicamente no relacionadas y patrones idénticos representan
la transmision reciente de la cepa dentro de la poblacién (8).

El objetivo del presente estudio fue tipificar molecularmente aislados clinicos
de M. tuberculosis obtenidas en Bogota entre los afios 1995 a 2006, mediante
latécnica RFLP-1S6110 para establecer las relaciones filogenéticas existentes
entre ellos y determinar la proporcion de casos debidos a infeccion reciente
(casos agrupados) Vs reactivaciones enddgenas (patrones Unicos). Se
determind la relacién de agrupamiento con coinfeccion con el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH), estado de habitante en condicion de calle
y resistencia a los farmacos, entre otros.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

El estudio realizado fue retrospectivo, descriptivo, utilizando los aislados de M.
tuberculosis disponibles en el Laboratorio de Micobacterias del departamento
de Microbiologia de la Universidad Nacional y en la Secretaria Distrital de
Salud. Se aclara que el diagndstico de la TB en Colombia se basa en la
Baciloscopia, por eso el bajo nimero de cultivos obtenidos.

Datos Demograficos

Los datos demograficos de los pacientes fueron obtenidos de los formatos de
registro de los laboratorios de salud publica de la Secretaria Distrital de Salud
y del laboratorio de Micobacterias del departamento de Microbiologia de la
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Universidad Nacional. Para cada paciente se incluyeron las variables: sexo,
edad, tipo de tuberculosis, coinfeccion VIH, individuo en condicién de calle y
los datos microbioldgicos: fecha del aislamiento, tipo de muestra y resultados
para la tincién de Zielh Neelsen.

Aislados de M. tuberculosis

Se estudiaron 137 aislados clinicos de M. tuberculosis provenientes de
diferentes centros hospitalarios de la ciudad de Bogota de 1995 a 2006,
proporcionados por el laboratorio de Micobacterias del Departamento de
Microbiologia, Facultad de Medicina de la Universidad Nacional y el laboratorio
de Salud publica de la Secretaria Distrital de Salud. Teniendo en cuenta el
comportamiento estable de la tuberculosis en los Gltimos afios para el periodo
de estudio, se calculan aproximadamente 9900 casos diagnosticados en Bogota
(2), por consiguiente los aislados incluidos en este estudio representan el 1 %
del total de casos.

La identificacion fenotipica se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta
por el CDC (9) y fue confirmada genotipicamente mediante el método molecular
PRA, de acuerdo a la metodologia estandarizada por Telenti y col. (4). La
sensibilidad a los farmacos antituberculosos Isoniacida (0.2 pg/ml), Rifampicina
(40.0 pg/ml), Estreptomicina (4.0 pg/ml) y Ethambutol (2.0 pg/ml), se determind
utilizando el método simplificado de las proporciones multiples propuesto por
Canetti y col (10).

Metodologia PRA

Este método se realiz6 de acuerdo con el procedimiento descrito por Telenti
y col (4). Brevemente, un fragmento de 439 pb fue amplificado a partir del
ADN extraido de los cultivos de M. tuberculosis, empleando los
oligonucledtidos TB11 (5 ACCAACGATGGTGTGTCCAT) y TB12 (5'
CTTGTCGAACCGCATACCCT), a continuacion una digestion con las
endonucleasas Haelll y BstEII fue realizada siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Los productos digeridos fueron evaluados en un gel de agarosa
de bajo punto de fusion al 3 %. La identificacion se realizé determinando los
tamanos de los fragmentos obtenidos tras la digestion, siguiendo algoritmos
de referencia, http://app.chuv.ch/prasite/index.html.

RFLP- 1S6110

Esta metodologia se realiz6 de acuerdo a la propuesta de estandarizacion de
Van Embdenyy col (7). Brevemente los aislados fueron subcultivados en medio
Lowenstein Jensen e incubados a 37 °C durante 2 a 3 semanas para llevar aa
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cabo la extraccién del ADN de acuerdo a la metodologia propuesta por Soolingen
D (11), 4.5 pg/ml de ADN de cada aislado fue digerido con la endonucleasa Pvull
y corrido electroforéticamente en un gel de agarosa al 0.8 %. Se realiz6 una
transferencia por capilaridad a una membrana de Nylon (Amersham Pharmacia-
Biotech). Se prepard una sonda de 245-pb de 1S6110, obtenida a través de PCR,
empleando los oligonucleotidos INS-1 (5' CGTGAGGGCATCGAGGTGGC),INS-
2(5' GCGTAGGCGTCGGTGACAAA), la que fue marcada mediante
quimioluminiscencia utilizando el estuche comercial ECL (direct nucleic acid labelling),
siguiendo las recomendaciones del fabricante (Amersham Pharmacia-Biotech).
La hibridacidn se realiz6 durante toda lanoche a 42°C Los patrones de hibridacion
fueron visualizados con el estuche comercial ECL empleando peliculas fotosensibles
(Amersham Pharmacia-Biotech).

Anélisis Estadistico
Se utilizo Excel 2003 para los analisis descriptivos de las variables incluidas en el
estudio.

Andlisis de los patrones RFLP

Los patrones genotipicos obtenidos fueron analizados con el Software Gelcompar
version 4,6 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) y comparados empleando el
método UPGMAy el coeficiente DICE. Se consideraron cepas agrupadas cuando
mostraron genotipos con una similitud =90 % (12) y cepas con patrones (inicos
cuando la similitud fue <90 %, en todos los casos estos estuvieron sujetos a
evaluacion visual. La comparacion de cepas agrupados y no agrupados con las
variables demogréficas estudiadas se realizé a través de la prueba exacta de
Fisher, utilizando el paquete estadistico Stata 8,0.

RESULTADQOS

Todos los aislados de estudio fueron identificados fenotipica y genotipicamente
como pertenecientes al complejo M. tuberculosis. En cuanto a la Pruebas de
sensibilidad a Farmacos antituberculosos se encontrd una monorresistencia global
de 9,4 % vy sus intervalos de confianza del 95 % (IC= 95 % 5,1 - 15,6), a
Rifampicinade 3,6 % (IC95%1,1-8,3), alsoniacida4,3% (IC95%1,6-9,2),
aestreptomicinade 8 % (1C 95% 4 -13) y a Ethambutol de 1,4 % (IC 95% 0,17
-5,1). La multidrogorresistencia (MDR) encontrada fue de 2,91 %. Las
proporciones encontradas en este estudio se encuentran afectadas por las
caracteristicas de la poblacion, debido a que no fue posible diferenciar entre
pacientes previamente tratados y sin tratamiento.
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Aislados incluidos en el analisis a través de RFLP

De los 137 aislados iniciales, un total de 129 aislamientos provenientes de 125
pacientes fueron estudiados a través de RFLP-1S6110, los restantes 8 aislados
no fueron genotipificados debido a deficiencias en la calidad de su ADN.

Anélisis de los patrones RFLP- 1S6110

Un total de 94 aislados (73 %) mostraron patrones Unicos para RFLP 156110,
lo cual sugiere su independencia epidemioldgica (8). Mientras que 35 aislados
(27 %) se encontraron agrupados en 17 clusters, constituidos por 2 a 4 aislados,
representando posibles casos de transmisién reciente. EIl nimero de copias de
IS6110 por aislado estuvo entre 5 a 25 copias de la secuencia de insercion;
solo un aislado presento 5 copias.

La relacion epidemioldgica entre los pacientes agrupados no pudo ser
establecida para la mayoria de los casos. Sin embargo, en tres clusters (nimeros
5, 8y 12) se encontrd asociacion entre los aislados en cuanto a fecha y centro
hospitalario.

Un hallazgo interesante del estudio fue el observado en el cluster nimero 4,
en el cual un genotipo de M. tuberculosis aislado de un paciente infectado por
VIH, permanecio durante 10 afios, siendo recuperado de otro individuo VIH
positivo. Finalmente el cluster nimero 13, estuvo conformado por 3 aislados
obtenidos de la misma paciente, infectada también por VIH.

Aunque los datos obtenidos en este estudio obedecen a un andlisis descriptivo,
ellos parecen sugerir que la transmision de la tuberculosis en Bogotéa es atribuida
principalmente a reactivaciones de infecciones adquiridas en el pasado y que
posiblemente factores individuales son méas importantes en la transmision de la
enfermedad.

Caracteristicas de los pacientes

Los pacientes estuvieron en un rango de edad de 2 a 82 afios, con una media
de 46,7 afios y una desviacion estandar de 18,3 afios. La mayoria de los pacientes
(35 %) estuvieron entre 30-44 afiosy 71 % pertenecieron al sexo masculino.
El 77 % de los pacientes present6 formas pulmonares de la enfermedad y un
8,8 % estuvo coinfectado con VIH. Un 95 % de los pacientes presentd un
resultado positivo para la baciloscopiay el 2,2 % correspondio a individuos en
situacion de calle.
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Factores de Riesgo asociados a cepas agrupadas (transmision reciente)

Los pacientes con cepas agrupadas fueron comparados con los pacientes
infectados con cepas no agrupados, para identificar los posibles factores de
riesgo de transmisién de tuberculosis. Laedad, sexo, ser individuo en situacién
de calle, resistencia a farmacos y Baciloscopia positive no mostraron asociacion
estadisticamente significativa con el agrupamiento molecular (p>0.05). En
contraste el estado de coinfeccion VIH-1 estuvo asociado al agrupamiento
molecular (p<0.05). Sin embargo, el nimero de pacientes coinfectados con
VIH en este estudio no es lo suficientemente representativo, se requieren hacer
estudios con un mayor nimero de pacientes que permita confirmar este hallazgo
(Tabla 1).

Tabla 1. Andlisis Estadistico de los posibles factores de riesgo para el
agrupamiento de cepas de M. tuberculosis de Bogota

Mo
Factor de Risego Agrupado agrupada  Valor P (35 %)
NO 28 ED
Riessisbenbe 0.471
Sl 4 T
MO 27 a1
Coinfecsidn WIH 0,032
=]l =} 5
NO 32 o4
Situaciin calle 1.0
Sl 1 2
MEGATIVD 2 5
Resultado BAAR 1.0
POSITIVD a1 a1

Agrupado: genotipos con una similitud >90 %. No agrupado: genotipos con
similitud <90 %,

DISCUSION

Este trabajo representa el primer acercamiento a la epidemiologia molecular
de la TB en Bogota. El analisis de las 129 aislados estudiados mostré un 73 %
de cepas con patrones Unicos mientras que el 27 % de las cepas estaban
agrupadas en clusters, proporcion similar a la observada en otras areas
geogréficas donde la incidencia de TB es baja (13). Este hallazgo sugiere que
la transmision de la TB en Bogota puede atribuirse principalmente a
reactivaciones enddgenas de infecciones adquiridas en el pasado (8) y que las
medidas de control de la enfermedad adoptadas en Bogota han disminuido la
transmision reciente de individuos infectados a individuos susceptibles y que
son los cambios en el estado inmunoldgico de los individuos infectados los que
explicarian la mayoria de los casos.
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Los resultados representan un aporte importante de los métodos moleculares
a laepidemiologiay al control de la TB, el cual dificilmente podria lograrse sin
apoyo de estos métodos. A pesar de ser Colombia un pais donde la TB es
endémica, no se han reportado brotes de fuente coman, lo que refleja mas una
debilidad importante de la vigilancia, por no implementar el uso de métodos de
epidemiologia molecular como herramienta valiosa para evaluar los programas
de control de la enfermedad.

Una de las debilidades potenciales del presente estudio es que la proporcion
de muestras analizadas represento solo el 1 % aproximadamente de todos los
casos diagnosticados durante el mismo periodo en Bogota, situacion que refleja
las debilidades en la vigilancia de la TB en el pais, ya que el diagnostico en la
mayoria de los casos se hace mediante baciloscopia y solo muy ocasionalmente
se realizan cultivos (14). Esto hace dificil la vigilancia continua de caracteristicas
bioldgicas de la micobacteria, como la resistencia y la aparicion de brotes y
conglomerados de la enfermedad. En las nuevas guias de manejo de TB se ha
propuesto que todas las muestras que den baciloscopias positivas sean cultivadas,
accion que permitira tipar los aislados de M. tuberculosis circulantes y mejorar
el entendimiento de la dindmica de transmision de la TB en Bogota.

Una fortaleza del estudio es que los aislados de M. tuberculosis estudiados
provenian de instituciones tanto de la red publica como de la red privada por lo
que los pacientes presentaron caracteristicas epidemioldgicas diferentes. En el
analisis de los agrupamientos realizado para cada centro hospitalario, no se
encontraron cepas en claustres, hallazgo que sustenta la conclusion anterior de
que la transmision desde personas infectadas no es tan importante en Bogota.

Los resultados obtenidos en cuanto a resistencia a farmacos antituberculosos,
no mostraron cambios estadisticamente significativos al ser comparados con
los estudios de vigilancia a la resistencia realizados en Colombia (15) (datos no
mostrados), a pesar de que en nuestro pais solo se realizan las pruebas de
sensibilidad cuando los pacientes presentan fallas en esquemas de tratamiento
y retratamiento. A diferencia de otros estudios (16,17), el nuestro no encontro
asociacion estadisticamente significativa entre cepas agrupadas y resistencia
a farmacos antituberculosos de primera linea, seguramente debido al bajo
porcentaje de cepas resistentes estudiadas. Solamente 4 cepas resistentes (3,1
%) se encontraron formando parte de grupos de transmision, aunque cada una
de ellas form¢ parte de grupos diferentes. La situacion de la resistencia parece
no ofrecer un problema en la actualidad, sin embargo los autores creemos que
el panorama podria cambiar, siendo necesario implementar un programa de
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vigilancia centinela que permita detectar rapidamente la circulacién de cepas
resistentes y MDR que impida su diseminacion a nivel hospitalario o en la
comunidad (18).

De las variantes epidemioldgicas estudiadas solo la condicién de coinfeccién
VIH estuvo asociada al agrupamiento (transmision reciente). Un estudio en
Nueva York encontr6 asociacion entre el estado de coinfecciéon con VIH y
agrupamiento o transmision reciente, pacientes coinfectados con TB y VIH
tiene alto riesgo de transmision y enfermedad (6). Segun reportes recientes, la
prevalencia de VIH en Colombia se ha incrementado de manera importante,
esto implica que también la carga de enfermedad de TB asociada a VIH
podria estar incrementandose, por lo que a todo paciente VVIH positivo debe
estudiarsele TB y micobacteriosis y a todo paciente con TB debe estudiarsele
infeccion VIH (19).

Grupos poblacionales como individuos en situacién de calle han mostrado
ser factores de riesgo para el agrupamiento (20,21). Bogota como ciudad
capital de Colombia se encuentra expuesta a los continuos movimientos
poblacionales de diversas zonas del pais, esta poblacion desplazada muchas
veces termina convirtiéndose en habitante en situacién de calle, lo que puede
agravar el control de la tuberculosis en la capital. A pesar de que el estudio no
logré un buen acercamiento a la epidemiologia de la TB en esta poblacion
especial, es primordial estudiarla debido al alto riesgo que representa como un
foco efectivo e importante de transmision y de dificil control.

En conclusidn, en el presente estudio la variabilidad genética encontrada y
reflejada en una alta proporcidn de genotipos de M. tuberculosis con patrones
Unicos, sugiere que en Bogota la TB es debida més a reactivaciones enddgenas
de infecciones adquiridas en el pasado que a transmisiones recientes lo que
sugiere que las acciones del programa de control en la ciudad, deben
encaminarse al control de los individuos infectados. Nuestra principal
recomendacion es que se implemente rapidamente el cultivo de todas las
muestras positivas para que este tipo de analisis pueda realizarse periédicamente
y asi apoyar los procesos de evaluacion de la efectividad del programa de
control de la TB. Deben plantearse estudios prospectivos en poblaciones de
alto riesgo para TB que logren integrar herramientas de la epidemiologia clésica
y la biologia molecular que permitan mejorar el entendimiento de la dinamica
de transmision de esta enfermedad en la capital «
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