RC-07AC-025

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR, RESISTENCIAY COMORBILIDAD
DE Mycobacterium tuberculosis EN PERSONAS ATENDIDAS EN EL
HOSPITALUNIVERSITARIO “DR. JOSE ELEUTERIO GONZALEZ”
Y COMPARACION DE LA RESISTENCIA CON
UNPRIMER NIVEL DE ATENCION

POR

AMADOR FLORES ARECHIGA

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER A
EL GRADO DE DOCTOR EN CIENCIAS CON ORIENTACION EN INMUNOBIOLOGIA

2023



EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR, RESISTENCIA Y COMORBILIDAD
DE Mycobacterium tuberculosis EN PERSONAS ATENDIDAS EN EL
HOSPITALUNIVERSITARIO “DR. JOSE ELEUTERIO GONZALEZ”
Y COMPARACION DE LA RESISTENCIA CON
UNPRIMER NIVEL DE ATENCION

Comité de tesis

o » )
SRR A B ST XA 15

Dr. Reyves Tamez Guerra
Prestdente

/ ', y ‘,r" . .‘/. ;

‘/' N ,’,’ . s . -
Dra. Lydia Guadalupe Rivera Morales

Secretaria

Dra. Cristina Rodriguez Padilla
Vocal /

-
————— R e el

Dr. Jorge Castro Garza
Vocal

———
-

P < T
Q‘_}. S

//
Dr. Jose M "Vazquez Guillén

Vocul

l)]l I\.ﬂlll\h\d .\l\.li Lllle}ﬂBtkECCION
Subairectora de Posgr2@B0SGRADC

2023



EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR, RESISTENCIA' Y COMORBILIDAD DE
Mycobacterium tuberculosis EN PERSONAS ATENDIDAS EN EL HOSPITAL
UNIVERSITARIO “DR. JOSE ELEUTERIO GONZALEZ”

Y COMPARACION DE LA RESISTENCIA CON UN
PRIMER NIVEL DE ATENCION

Direccién de Tesis

'/Zeufes S %'(cu»\ea /T -

Dr. Reyes Tamez Guerra

Director



DERECHOS RESERVADOS®
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta Tesis estd protegido, el uso de imagenes,
fragmentos de videos, y demas material contenido que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, serd exclusivamente para fines educativos e
informativos y debera citar la fuente donde se obtuvo mencionando al autor o

autores.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco al doctor Edelmiro Pérez Rodriguez, exdirector de la Facultad de
Medicina, por apoyar el equipamiento del laboratorio de biologia molecular y la

remodelacion del area. Lo mismo los reactivos necesarios.

Al doctor Jestis Ancer Rodriguez, quien me facilité el equipo para mis pruebas y
el suministro de reactivos. En todas sus diversas posiciones en la Universidad Autdnoma

de Nuevo Leon, siempre recibi multiples atenciones de su parte.

Mi reconocimiento y gratitud al doctor Reyes Tamez Guerra por su guia en el

doctorado y en tantos apoyos y atenciones que recibi de su parte a lo largo demuchos afios.

Al rector de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, Dr. Santos Guzman Lépez,
el reconocimiento se extiende en areas diferentes de mi doctorado;sin embargo, es mi

deseo agradecer el trato amable que lo caracteriza y que me ha dispensado.

A la doctora Lydia Guadalupe Rivera Morales por su valioso consejo, su alto

sentido de responsabilidad académica.

A mi entrafiable Facultad de Medicina y la de mi doctorado, Facultad de Ciencias

Biologicas y a la Universidad que nos congrega. Gracias por su apoyo.

Agradecimiento a Argentina Argelia Santa Ana por su esmerada edicion de esta

tesis.



DEDICATORIAS

No he considerado otra dedicatoria que la de mis padres, abuelo materno y mi tia.

Todos fallecidos y, en vida, recibi de ellos amor, apoyo y cuidados.

A mi padre, quien fallecio dos meses cinco dias antes de que yo naciera, lo conoci
en fotografias, los relatos de mi madre y mi abuelo. Mi tia Cleotilde a quien todos los
sobrinos le llamabamos “Llalld”. Al envejecer cuidé de ella porque no se caso, en su
funeral, al despedirla le dije: Bienaventurados los que pueden pagar una deuda de amor y

de cuidados, cuidaste de mi infancia, yo de tu vejez.

Mi abuelo fue un amoroso padre en mi orfandad paterna, me ensefié que existen

formas de mostrar carifio en el tono de voz y en los hechos, mas que en las palabras.

Mi madre, maestra normalista, se esforzO en mi educacion, en mi carrera
profesional nunca falt6 dinero para libros, no hubo para diversiones, fue una economista

nata.

Para mis queridos Padre y Madre, Amador Flores Cadena y Celia Aréchiga Cant.
Mi abuelo Martin Aréchiga Delgado y Cleotilde Aréchiga Cantu.

Ellos viven en mi, yo en ellos.

Vi



INDICE

Introduccion

Antecedentes
Historia
Genotipificacion Molecular
Espoligotipificacion
MIRU-VNTR
Diagnostico Microbiologico
Pruebas Inmunolégicas
Derivado Proteico Purificado
Igra
Epidemiologia

Justificacion

Hipotesis

Objetivo general

Obijetivos especificos

Material y métodos
Comité de Etica en Investigacion
Poblacion de estudio
Historias clinicas
Identificacién microbioldgica
Toma de muestra
Recepcion, conservacion y transporte de las muestras

Extendido de la muestra

Pag.

10
11
12
12
13
13
13
13
13
14
14
15

vii



Tincion de Ziehl-Neelsen
Observacion microscopica
Informe de resultados
Identificacion molecular
Extraccion de ADN
Espoligotipificacion
MIRU-VNTR
Resistencia genética a los farmacos antituberculosos
Resistencia fenotipica
Resultados
Distribucion segln sexo
Edad
Comorbilidad con VIH
Comorbilidad con diabetes
Espoligotipificacion
MIRU-VNTR
Resistencia a los antituberculosos
Discusion
Conclusiones
Perspectivas
Anexo 1
Anexo 2
Anexo 3

Bibliografia

16
16
17
18
18
19
22
26
29
30
31
33
34
35
36
40
41
47
50
51
52
53
54

59

vii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Informe de resultados para la tincion BAAR

Tabla 2. Cantidades de reactivos para espoligotipificacion

Tabla 3. Condiciones de amplificacion de espoligotipificacion

Tabla 4. Iniciadores utilizados: genotipificacion por MIRU-VNTR

Tabla 5. Cantidades de reactivos para genotipificacion por MIRU-VNTR.

Tabla 6. Condiciones de amplificacion para MIRU-VNTR

Tabla 7. Locus y alelos de MIRU-VNTR

Tabla 8. Mutaciones blanco de genes asociados a la resistencia genética

Tabla 9. Cantidades de reactivos para deteccidn de resistencia genética

Tabla 10. Condiciones de amplificacion para MIRU-VNTR

Tabla 11. Familias genotipificadas en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez”

Tabla 12. Espoligotipos totales y SIT obtenidos del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez”

Tabla 13. Espoligotipos orphan reubicados en familias segun las reglas bayesianas
Tabla 14. Linajes obtenidos con MIRU-VNTR del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez”

Tabla 15. Antibidticos determinados por la técnica Anyplex™ y sus genes

Tabla 16. Combinacién de resistencias fenotipicas técnica MGIT para personas
atendidas

en la SSANL para un total de 150

Tabla 17. Resumen de multifarmacorresistencia para rifampicina e isoniacida por
técnicas Anyplex™ y MGIT grupo perteneciente a la SSANL

Tabla 18. Familias y su relacion con la resistencia genética y porcentaje,

personas atendidas en el HU

17
19
19
22
23
24
25
27
28
29

37

38
39

40
41

44
44
45
45
46
46



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Evidencia de primeros casos de TB: a) Egipto, b) Italia.

Figura 2. Proceso para la recepcion de muestras de expectoracion

Figura 3. Proceso de coloracion Ziehl-Neelsen

Figura 4. Distribucion seglin sexo en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez” y en la Secretaria de Salud Nuevo Leon.

Figura 5. Rangos de edades.

Figura 6. Comorbilidad con VIH en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez”.

Figura 7. Comorbilidad con diabetes en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez”.

Figura 8. Resistencias obtenidas en personas del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez”.

Figura 9. Resistencias obtenidas en personas atendidas en la Secretaria de Salud de

Nuevo Ledn.

15
16

32
33

34

35

42

43



ADN

BAAR

CFP-10

DR

dNTPs

ELISA

ENSANUT

ESAT-6

EMB

HU

IGRA

INH

MDR

MGIT

MIRU-VNTR

MTB

LISTA DE ABREVIATURAS

Acido desoxirribonucleico

Bacilo &cido-alcohol resistente

Por sus siglas en inglés: culture filtrate protein 10

Por sus siglas en inglés: direct repeat

Desoxinucledtidos trifosfato

Por sus siglas en inglés: Enzyme-linked immunosorbent
assay

Encuesta Nacional de Salud y Nutricion

Por sus siglas en inglés: early secretory antigenic target 6
Etambutol

Hospital Universitario

Por sus siglas en inglés: interferon-gamma release assay
ensayo de liberacion de interferon-gamma

Isoniazida

Multidrogorresistente

Por sus siglas en inglés: Mycobacterial growth indicator
tube

Por sus siglas en inglés: Mycobacterial interspersed

repetitive units - variable number tandem repeats

Mycobacterium tuberculosis

xi



MTC

OMS

PZA

PPD

RIF

SIT

SSANL

STP

B

TST

VIH

Por sus siglas en inglés: Mycobacterium tuberculosis
complex

Organizacién Mundial de la Salud

Pirazinamida

Por sus siglas en inglés: purified protein derivative
(derivado proteico purificado)

Rifampicina

Por sus siglas en inglés: spoligo international type
Secretaria de Salud de Nuevo Leon
Estreptomicina

Tuberculosis

Por sus siglas en inglés: tuberculin skin test

Virus de Inmunodeficiencia Humana

xii



RESUMEN EN ESPANOL

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa, curable y prevenible, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la ha considerado como reemergente debido a

la aparicion de cepas resistentes a los antibidticos entre otros factores.

En el presente estudio se analizaron ciento noventa casos de pacientes con
tuberculosis pulmonar que acudieron al Hospital Universitario (HU) “Dr. José Eleuterio
Gonzélez” de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn y ciento cincuenta resistencia

genética y fenotipica de la Secretaria de Salud de Nuevo Ledn (SSANL).

Se analizaron edad, sexo y comorbilidad de TBP con VIH y diabetes. Se realiz6
genotipificacion molecular de M. tuberculosis por espoligotipificacion y MIRU-VNTR.
Se determinaron los patrones genéticos de la resistencia en el HU y en la SSANL. Los
patrones fenotipicos de la resistencia a los antibi6ticos de primera y segunda linea en
pacientes de la SSANL.

La distribucion de acuerdo con el sexo, en la suma de las poblaciones del HU y
SSANL, fue de trescientos cuarenta que corresponden (n=230) 70 por ciento en hombres
y (n=102) 30 por ciento en mujeres. El promedio de edad fue de 41.7 por ciento. El 13.7
por ciento de las personas estaban coinfectadas con VIH y 31.6 presentaron comorbilidad
con diabetes mellitus. La infeccién por VIH y comorbilidad con diabetes simultanea es de

(n=5) que corresponde a 2.6 por ciento.

Las familias de espoligotipos predominantes fueron las siguientes: X1 (SIT 19, n
46, 24.2 por ciento), T1 (SIT 53, n 45, 23.7 por ciento), H3 (SIT 50, n 7, 6.8 por ciento) y
Beijing (SIT 1, n 11, 5.8 por ciento). El 12.6 por ciento de los aislados del HU fueron
genotipicamente resistentes (ver la figura 8). La resistencia genética en la SSANL es de
(n= 22) 14.7% (ver figura 9). Fenotipicamente, en aislados de la SSANL se presenta
(n=41) y porcentaje de 27.3% (ver tabla 16). Las técnicas de Anyplex™ (genotipica) y
MGIT (fenotipica) no coinciden en su totalidad con la farmacorresistencia. De once
familias Beijing encontradas en este estudio ninguna mostro resistencia genética a los

antibioticos.

xii



ABSTRACT

Age, sex, and comorbidity of TBP with Tuberculosis (TB) is an infectious, curable,
and preventable disease; the World Health Organization (WHO) has considered it as re-

emerging because of the appearance of antibiotic-resistant strains.

In the present study, 190 isolates were obtained from patients with pulmonary
tuberculosis at the University Hospital (HU) “Dr. José Eleuterio Gonzéalez” from the

Universidad Autébnoma de Nuevo Leon.

HIV and diabetes were analyzed. Molecular genotyping of M. tuberculosis was
performed by spoligotyping and MIRU-VNTR. Genetic resistance in the HU and SSANL
samples. Phenotypic patterns of resistance in SSANL patients to first and second-line

antibiotics were determined.

The distribution according to sex, in the sum of the HU and SSANL populations,
was 340, which corresponds to 70 percent to men and 30 to women. The average age was
41.7 percent. In addition, 13.7 percent of people were co-infected with HIV, and 31.6 have
comorbidity with diabetes mellitus. HIV infection and diabetes comorbidity have (n=5)
2.6 percent.

The predominant spoligotype families were the following: X1 (SIT 19, n 46, 24.2
percent), T1 (SIT 53, n 45, 23.7 percent), H3 (SIT 50, n 7, 6.8 percent), and Beijing (SIT
1, n 11, 5.8 percent). 12.6 percent of the HU isolates were genotypically resistant (see
figure 8). Genetic resistance in SSANL is (n = 22) 14.7% (see figure 9). Phenotypically,
in isolates of SSANL, it was presented (n = 41) and a percentage of 27.3% (see table 16).
The Anyplex™ (genotypic) and MGIT (phenotypic) techniques do not fully match drug
resistance. Of eleven Beijing families found in this study, none showed genetic resistance

to antibiotics.
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INTRODUCCION

El género Mycobacterium, de la familia Mycobacetriaceae pertenece al orden de
los Actinomycetales y se han identificado méas de doscientas especies de micobacterias

diferentes.

Existe un grupo de micobacterias que presentan mas del 95 por ciento de similitud
en su ADN y es denominado MTC (por sus siglas en inglés: Mycobacterium tuberculosis
complex), este incluye a M. tuberculosis. Es usual, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
africanum, Mycobacterium microti, Mycobacterium pinnipedii, Mycobacterium mungi y
Mycobacterium canetti (Gonzalez-Martin 2014; de Martino 2019).

El principal microorganismo de este complejo es Mycobacterium tuberculosis, una
bacteria aerobia obligada con un tamafio de 0.4 x 3 um de forma cilindrica. Se caracteriza
por su resistencia a la decoloracion con la mezcla de alcohol etilico y &cido clorhidrico.
Esta constituido de lipidos, que incluyen acidos micélicos, ceras y fosfatidos; ademas de
proteinas y polisacaridos (Koch 2018; Riedel 2020).

Los componentes de la membrana celular de la micobacteria interfieren con la
activacion de citocinas de linfocitos T y macréfagos, una vez dentro del macréfago las
micobacterias inhiben la fusidn del fagosoma y lisosoma para escapar hacia el citoplasma
(Cardona 2012; Struthers 2018).

Existen diversos sitios de infecciones por Mycobacterium tuberculosis, la
pulmonar es la méas frecuente con ochenta por ciento seguida por ganglios linfaticos,
cuarenta; liquido pleural, treinta; genitourinario, quince; huesos y articulaciones, diez; y,
meningitis, cinco. Debe entenderse que el veinte por ciento restante de la TB pulmonar se

llevo a cien (Murray et al. 2009).



La manipulacion de muestras expone al personal del laboratorio de contraer la
enfermedad, en consecuencia, el procesamiento debe efectuarse en un laboratorio de
bioseguridad nivel tres (Molina 2010; Casillas Vega 2020).

Es posible que la tuberculosis (TB) sea la enfermedad infecciosa mas antigua,
algunos autores la asocian a una coevolucion entre Mycobacterium tuberculosis (MTB) y

los hominidos desde hace tres millones de afios (Gutierrez et al. 2005; Daniel 2006).

Otros consideran a la teoria denominada out of Africa acontecida hace 70 000 o0 90
000 afos en la que emigraron hacia otros continentes como Europa y Asia en grupos
pequefios, M. tuberculosis acompafio al hombre en su emigracion. La coevolucion del
hombre representa una interaccion entre este hospedero y M. tuberculosis, la bacteria
puede adaptarse y evadir las defensas del hospedero, y este logra resistir la invasion del
MTB mediante su inherente capacidad inmunolégica para neutralizar la invasion (Brites
y Gagneux 2015).

Incuestionables evidencias apuntan a otros miembros del MTC asociados a
diferentes especies animales tales como: ganado (Mycobacterium bovis); cabras
(Mycobacterium caprae); mangostas (Mycobacterium mungi); suricata (Mycobacterium
suricattae); focas y leones marinos (Mycobacterium pinipedii); musarafa, camparol y
ratobn de campo (Mycobacterium microti); oryx, gacela, antilope, venado y antilope
acuatico (Mycobacterium urycus); y chimpancés (Chimpance bacillus) (Bafiuls et al.
2015).

El estudio filogenético de los miembros del complejo M. tuberculosis han
identificado siete linajes, cada uno con una distribucion geogréafica especifica: linaje 1,
Africa del Este, Filipinas y la costa del océano Indico; linaje 2, Asia Oriental; linaje
3 Africa del Este y Asia Central; linaje 4, Europa, América y Africa; linajes 5y 6, Africa
Occidental; linaje 7, Etiopia; las lineas animales se desprenden del linaje humano 6 como

se muestra en la figura 1 (Comas et al. 2014; Sanchez-Montalva et al. 2018).



ANTECEDENTES

Historia

China, Italia y Egipto tienen antecedentes historicos sobre el conocimiento inicial
de la tuberculosis (figura 1) (Stone 2017).
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Figura 1. Evidencia de primeros casos de TB: a) Egipto, b) Italia.

Escritos arcaicos chinos en el aflo 2700 antes de nuestra era, dan cuenta de casos
de tuberculosis en miembros de la monarquia egipcia, que estuvieron bien preservados y
que se ubican en el afio 4000 antes de nuestra era (A.E.). Hipdcrates (460 — 370 A.E.)
describié la TB y le Ilam6 phtisis o consuncion y describi6 los sintomas, si bien, al ver
que sucedia en familias, la consider6 como una enfermedad hereditaria. En el Antiguo
Testamento, Levitico 26:16 y Deuteronomio 28:22, el Sefior amenaza a quienes no
cumplan sus preceptos: seran castigados con una plaga o consuncién, que hace referencia

a la tuberculosis (Daniel 1999).

Los judios fueron infectados de TB durante el tiempo que vivieron en Egipto.
Avristoteles 384 — ¢. 312 A.E., Galeno (129 — 226) y Villemin (1834 — 1913) consideraron
que la tuberculosis era una enfermedad infecciosa y el Gltimo probo el carécter infeccioso

al inocular material de pulmones de animales enfermos a sanos (Farga 2004).

Robert Koch (1843 —1910), el 24 de marzo de 1882, present6 ante la Sociedad de
Fisiologia de Berlin, su descubrimiento sobre la etiologia de la TB por el llamado bacilo

de Koch. La fecha quedo6 grabada en la historia, y se convirtio en el dia mundial de la
3



tuberculosis en el que se recuerda al doctor Koch y se informa sobre los avances en el
diagnostico, prevencion y tratamiento de la TB (Ledermann 2003; Farga 2004; Cartes
Parra 2013).

A la postre del descubrimiento del agente etiolégico por Robert Koch, no hubo

avances en el tratamiento de la tuberculosis pulmonar (TBP).

Diversos autores escribieron textos, poemas y letras musicales que mencionan a la
tuberculosis como Fedor Dostoyevski (1821 — 1881) y Thomas Mann (1815 — 1955) con
Crimen y castigo y La montafia magica, respectivamente. Perduran letra y mdsica de
tangos como “Se va el tren” y “Caminito del taller”, entre otros. ES de mencionarse que
se incluy6 por més de un autor un tango denominado “TBC”, que parece indicar (por sus
siglas en inglés tuberculosis complex) el complejo de Mycobacterium tuberculosis. Sin
embargo, en nada se relaciona con tuberculosis, sino con “te besé”. Escribir sin leer la
letra conduce a error.

Musica popular (bolero), autor, Pedro Junco, cubano (1920 — 1943), entre otras
canciones escribio el bolero “Nosotros™ que, en sus lineas finales dice: “no es falta de
carifio/ te quiero con el alma/ y en nombre de ese amor/ y por tu bien, te digo adios”. A la
mayoria de las personas les parece una cancién romantica, no un rompimiento para evitar

el contagio por tuberculosis (Ledermann 2003).

En una poesia del zacatecano Antonio Guzman Aguilera (1894 — 1958), “La
Chacha Micaila”...

“1Qué poco a poquito se me jué muriendo!

Tosia y tosia/ y lloraba la probe en silencio...” (Scribd 2020).

Ejemplos de peliculas del siglo XX son Vaquero de medianoche (1969), personaje
con TB, Ratso Rizzo, actor, Dustin Hoffman; Los miserables (1921) personaje con TB

Fantine, interpretado por Anne Hathaway en la version musical (2012); Mouline Rouge!



(2001), personaje con TB Santine, interpretado por Nicole Kidman, por citar algunos

ejemplos (Rovello 2018; Perciaccante 2019).

Contrario a la observacién epidemioldgica que sefiala a la tuberculosis como
menos frecuente en las mujeres. En las diferentes versiones de las manifestaciones
artisticas prevalecen las mujeres con TB, si se toma esta compilacion, dos Operas, dos
peliculas y la novela Crimen y castigo, son ocho, y los hombres tres: Ratso Rizzo, Hans

Castorp y Pedro Junco.

Genotipificacion molecular

La genotipificacion se define como el proceso para determinar un genotipo en la
variante de ADN en un organismo mediante técnicas de laboratorio. Este proceso facilita
el conocimiento de la epidemiologia, en este caso de M. tuberculosis (Garcia y Astudillo
2019).

Espoligotipificacion

El fundamento de este método de tipificacion se basa en el polimorfismo de ADN
presente en un locus cromosomico particular; es decir, en la repeticion directa que esta

presente de forma Unica en las bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis.

La region de la repeticion directa en M. bovis consta de secuencias directamente
repetidas de 36 pares de bases, que estan intercaladas por espaciadores de ADN no
repetitivos, cada uno de 35 a 41 pares de bases de longitud. Se determind que el numero
de copias de la secuencia en la repeticion directa en M. bovis fue 49. En otras cepas del
complejo de M. tuberculosis, se encontrd que el numero de elementos DR (por sus siglas

en inglés: direct repeat) varia de manera significativa.



MIRU-VNTR

Las secuencias de repeticion en tandem de namero variable VNTR (por sus siglas
en inglés: variable number of tandem repeat) son marcadores para el genotipado de
especies bacterianas como el complejo M. tuberculosis basado en la amplificacion por
PCR, utilizando cebadores especificos para las regiones flanqueantes y la determinacion
de los tamafios de los amplicones, para realizar posteriormente la migracion

electroforética.

Los tamafios citados reflejan los numeros de las copias amplificadas. El resultado
final es un cddigo numérico correspondiente a la repeticion en cada locus de VNTR. Los
cddigos son tiles como estudios comparativos intra e interlaboratorios. Los cddigos de
MIRU-VNTR tienen las ventajas de ser rapidos y apropiados para los aislados de M.

tuberculosis, incluidas las cepas que cuentan con pocas copias de 1S6110 (Supply 2005).

Diagnostico microbiologico

La prueba de BAAR, cuando es positiva, permite establecer un diagnoéstico de la
TB. Lo mismo puede ser util para evaluar la respuesta al tratamiento si un BAAR positivo,
se vuelve negativo. Es importante sefialar que la revision de los BAAR debe realizarse por

personal calificado.

El cultivo de Lowenstein-Jensen es el estandar de oro para el diagnostico de la TB.
El largo periodo de incubacién que puede ser de ocho a doce semanas es una limitante de

esta prueba.

La asociacion entre las pruebas inmunologicas positivas y el contacto previo con

MTB puede tener interpretaciones variadas.

En nifios mexicanos que al nacer reciben la vacuna BCG (Bacilo Calmette-Guérin)

que es una vacuna contra la TB, la respuesta a TST es positiva por efecto de la vacuna. En



nifos norteamericanos, que no reciben la vacuna, la positividad significa contacto con

Mycobacterium tuberculosis.

El efecto de la BCG es temporal y los anticuerpos desaparecen en la juventud y
madurez, en poblacién mexicana de 20 afios 0 mas la interpretacion de la prueba positiva

es vélida. Si la BCG fuera efectiva a esas edades, la TB estuviera bajo control.

Pruebas inmunoldgicas

Derivado proteico purificado (PPD, por sus siglas en inglés)

La proteina purificada derivada de la tuberculina o TST (por sus siglas en inglés:
tuberculin skin test) conocida como prueba de Mantoux, es una prueba utilizada para
conocer si una persona ha estado en contacto con el bacilo tuberculoso, es una prueba in
vivo, se aplica por via intradérmica 0.1 mL que contiene 5 unidades de tuberculina y uno
de los principales problemas con esta prueba es que la persona a quien se le aplica regrese
alas 48y 72 horas para poder leer la reaccion. Se mide la induracion presentada en el sitio

de la aplicacion que debe tener 5 milimetros o mas de induracion (Cascante et. al. 2007).

IGRA

La prueba IGRA (por sus siglas en inglées interferon-gamma release assay), es un
ensayo in vitro que valora la respuesta inmunitaria frente a MTB. El ensayo consiste en
detectar el interferon gamma (INF-Y) liberado por las células T en respuesta a la

estimulacion con antigenos especificos de MTB, como el early secretory antigenictarget
6 (ESAT-6) y el culture filtrate protein 10 (CFP-10).

De acuerdo con su relacion con la TB se reconocen tres grupos de personas, el
primero es el que no ha estado en contacto con M. tuberculosis, en consecuencia, son TST
(por sus siglas en inglés: tuberculin skin test) negativo. El segundo grupo ha estado en
contacto con M. tuberculosis sin presentar sintomas ni ser infectante. La bacteria esta

“contenida” y no se multiplica, ni se disemina por estar limitada por macréfagos, si bien



las pruebas TST, PPD e IGRA son positivas. Este grupo representa de un tercio a un cuarto
de la poblacién mundial. El tercer grupo presenta una infeccién por MTB, activa e
infectante por tratarse de baciliferos y sintoméaticos con fiebre, pérdida de peso,

ocasionalmente se manifiestan hemoptisis (OMS 2018).

Una persona infectada con TB y/o TST o PPD positiva y BAAR (bacilo acido-
alcohol resistente) positivo puede infectar de diez a catorce personas por afio y causar

lesion identificable radiolégicamente (Nachiappan 2017; O’Garra et al. 2013).

La otra alternativa es infectar a sujetos con TST o PPD positivo (incluida IGRA),
aunque la lesion pulmonar no evolucionara a una lesion cavernosa ni es bacilifero, por lo
mismo, no contagia a terceros, eso es tuberculosis latente. Lo que se aprecia en el estudio
radioldgico es un nddulo de Ghon, que es de naturaleza granulomatosa, que en cinco a
diez por ciento de los individuos evolucionan a TBP activa. El resto puede permanecer

toda la vida sin activarse (Pai 2016).

Epidemiologia

A nivel mundial en el afio 2019, se reportaron diez millones de personas enfermas
de TB, con un estimado de 1.4 millones de muertes por esta infeccion, de ellas, 208 000
padecian VIH. En el caso del continente americano durante ese mismo afio, se registraron
289 000 casos de TB (OMS 2020).

Algunos factores que retrasan el control de esta enfermedad son: desnutricion,
diabetes, tabaquismo y virus de inmunodeficiencia humana (VIH), las causas citadas

aumentan la susceptibilidad inmunoldgica (Divangahi 2013).

Los factores que inciden en el avance de la TBP son los relacionados directamente
con la bacteria que son los genes de virulencia y farmacorresistencia, los vinculados al
huesped; es decir, la genética o estado del sistema inmune, asi como el medio ambiente:

hacinamiento, desnutricion y pobreza (Herndndez-Pando 2004).



Cuando aparecio la estreptomicina en 1943 se le denominé “la droga milagrosa”
por su eficacia para curar casos de tuberculosis considerados en fase terminal. Este
acontecimiento se encontraba en su fase esperanzadora cuando algunos enfermos se
consideraron curados volvian a presentar sintomas y no hubo dosis elevada que los curara.
A partir de ahi se inici6 el conocimiento de la resistencia a los antibioticos en la TBP
(Ryan 1992; Cicero-Sabido y Meléndez-Mier 2018).

Conforme a la base de datos Spoldb4 del Institut Pasteur de la Guadeloupe, en el
nivel mundial la familia con mayor nimero de aislamientos es la Beijing con un 10.5 por
ciento, si bien su mayor distribucion geografica pertenece a paises asiaticos (Woodman et
al. 2019).

Existen trabajos de investigadores locales y nacionales. En el ambito local destacan
las investigaciones de Katia Pefiuelas-Urquides et al. 2008 y 2018; Lucio Vera-Cabrera et
al. 2014; Samantha Flores Trevifio et al. 2013 y 2015; Casillas Vega 2020, libro con
capitulo sobre tuberculosis. Flores Trevifio et al. (2013 y 2015) con un metaanalisis de
once trabajos nacionales en el afio 2014. Cerezo-Cortés y colaboradores en el afio 2019
realizaron una revision de la familia Beijing en varios paises de Latinoaméricay el Caribe
en donde el mayor porcentaje de familia Beijing se localiza en Cuba con 17 por ciento,
seguido de Per( con 9 por ciento y México con un analisis de dieciséis articulos y mil
novecientas unas muestras; de estas, veinticinco son de la familia Beijing que

corresponden a 1.3 por ciento (Cerezo-Cortés 2019).



JUSTIFICACION

Existen varios factores que deben mejorarse para alcanzar la meta de la
Organizacién Mundial de la Salud de erradicar la TB para el 2035; entre los datos del
microorganismo, los genes de virulencia y farmacorresistencia; en el hospedero, las
caracteristicas genéticas de la inmunidad y el medio ambiente de pobreza, desnutricion y

hacinamiento, asi como el VIH/SIDA vy la diabetes.

La incidencia de TBP en México es de 15.64 por 100 000 habitantes y una tasa de
mortalidad de 1.59. EIl estado de Nuevo Leon triplica la media nacional con 3.45
(ENSANUT 2020).

Al realizar pruebas de resistencia a los antibidticos en la TBP es valido

cuestionarse, segun los resultados, si se cambia la terapéutica a los enfermos con TBP.

Es preciso considerar el efecto negativo de la diabetes y el VIH/SIDA en la

respuesta inmunogenica del hospedero.

El presente estudio aborda esas variables y mediante la utilizacion de métodos
moleculares para observar las familias que aparecen en los enfermos en el Hospital
Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”, tales como la familia Beijing y Manilla

conocidas por su resistencia a los antibioticos y mayor virulencia.
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HIPOTESIS

Existe mayor diversidad genética y farmacorresistencia entre los aislados de M.
tuberculosis pulmonar obtenidos del Hospital “Dr. José¢ Eleuterio Gonzalez” y un primer

nivel de atencion representado por la Secretaria de Salud de Nuevo Ledn.
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OBJETIVO GENERAL

Genotipificar mediante espoligotipos y MIRU-VNTR, asi como determinar
farmacorresistencia de personas con tuberculosis pulmonar, correlacionar con datos

clinicos y comparar con un primer nivel de atencion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener los aislamientos de M. tuberculosis de pacientes con tuberculosis

pulmonar.

2. Genotipificar los aislados clinicos de personas infectadas con tuberculosis

pulmonar por técnicas de espoligotipificaciéon y MIRU-VNTR.
3. Determinar y comparar la resistencia genética y fenotipica a los antibioticos.

4. Correlacionar datos clinicos especificos relacionados con TB y los resultados

obtenidos por diferentes métodos.

5. Comparar los resultados obtenidos del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez” con los casos de los centros de primer nivel de la Secretaria de Salud de

Nuevo Leon.
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MATERIAL Y METODOS

Comité de Etica en Investigacion

El presente trabajo fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion del

Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”, registrado con la clave PC18-

00001.

Poblacion de estudio

El estudio se realizd con un total de ciento noventa muestras, durante el periodo
de agosto de 2017 a noviembre de 2019, en el laboratorio de micobacterias y el laboratorio
de Biologia Molecular del Departamento de Patologia Clinica de la Facultad de Medicina
de laUANL vy ciento cincuenta en el laboratorio estatal de la Secretaria de Salud de

Nuevo Leon.

En cuanto a la comparacion de resistencia a los antibioticos contra la TBP, se
obtuvieron ciento cincuenta datos de resistencia a los farmacos antituberculosos de la
SSANL.

Es menester aclarar que este trabajo se limita a TBP y no incluye muestras de otras

manifestaciones de tuberculosis.

Historias clinicas

Se compilaron las historias clinicas para cada una de las muestras positivas para

TBP, registrando los datos tales como: sexo, edad, positividad para VIH y glucemia.

Identificacion microbioldgica

La identificacion microbioldgica se llevd a cabo siguiendo los lineamientos del
Manual para el diagnostico bacteriolégico de la tuberculosis (2018) difundido por la

Organizacién Panamericana de la Salud.
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Toma de muestra

La muestra se toma en un envase con las siguientes caracteristicas:
e Boca ancha.

e Capacidad entre 30 y 50 mL.

e Cierre hermético.

e Material plastico transparente.

Se tomé la muestra por triplicado, la primera al momento de la consulta, la segunda

por la mafiana al dia siguiente y la tercera por la noche, ese mismo dia.

La muestra de esputo mucopurulento proveniente del arbol bronquial es la que

asegura mayor probabilidad de que se puedan observar bacilos.

En el caso de pacientes que no pueden expectorar, como nifios 0 ancianos, se
realiza una induccion de esputo que consiste en fluidificar las secreciones con solucion
fisioldgica y nebulizaciones para facilitar su drenaje, asi como el lavado gastrico o

bronquial.

Recepcion, conservacion y transporte de las muestras

Al momento en el que se recibid la muestra se comprobd que los envasesestuvieran

claramente identificados, acompariados por la boleta correspondiente a la baciloscopia.

Las muestras fueron conservadas en un refrigerador protegidas de la luz y dentro

de una bolsa hermética para evitar posibles contaminaciones.

El personal de laboratorio que recibi6 la muestra realizo el procedimiento descrito

en lafigura 2.
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Abrir la caja sobre la Inspeccionar las

Colocarse guantes S mesa adecuada > | muestras, revisando que
desechables exclusivamente para no se hayan producido
este fin derrames
|
v
Desinfectar el exterior . .

de los envases con fenol Comprobar que las Desinfectar la caja con
al 5%, si el derrame ha |—>>|  muestras estén bien |—>| hipoclorito de sodio al

sido mayor debera identificadas 1%

esterilizar la caja

v

Anotar los datos de cada
paciente, el tipo y la
calidad de muestra
recibida.

Lavarse las manos
luego de quitarse los [—>
guantes

Retirarse los guantes N
desechables

Figura 2. Proceso para la recepcion de muestras de expectoracion.

Extendido de la muestra

Para cada muestra se folié un portaobjetos que es el mismo nimero asighado como

registro del laboratorio.

Se tomo6 la muestra con la lamina correspondiente y se colocé justo al lado del
mechero, de manera gue la llama quedé entre el operador y el frasco. Después se destapo
con cuidado el envase para evitar la formacion de aerosoles y con un aplicador se procedid
a seleccionar la particula mas purulenta de la muestra para ser enrollada en la punta del
aplicador. Se colocaron las particulas sobre el portaobjetos dibujando un 6valo de dos
centimetros de largo. El extendido se dejo secar a temperatura ambiente, y al estar seco

completamente se situd la lamina con un soporte directo sobre una llama.
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Tincion de Ziehl-Neelsen
La coloracion realizada en el laboratorio para la deteccion de bacilos &cido-alcohol

resistente fue la de Ziehl-Neelsen, el procedimiento efectuado esta descrito en la figura.

Calentar hasta
Cubrir el extendido emision de vapores
con fucsina filtrada tres veces durante
cinco minutos

—> Lavar con agua

W
Cubrir con o st e
decolorante durante |— Lavarconagua |—> i
! metileno por un
tres minutos minuto

v

Lavar conagua [—> Secar al aire

Figura 3. Proceso de coloracion Ziehl-Neelsen.

Observacion microscopica

Se utilizo un objetivo de 10x, se enfocd el extendido, se busco el area méas densa
de material y sobre ella se colocd una gota de aceite de inmersion para cambiar
cuidadosamente al objetivo de 100x. Una vez enfocado, se recorrié la muestra en lineas

rectas sin repetir los campos de observacion.

Se observaron 100 campos y se cuantifico el namero de BAAR observados en el
total de los 100 campos. En caso de observar menos de cinco BAAR en los 100 campos,
la lectura se ampli6 a 200 campos. En la tabla 1 se muestran los criterios para el reporte

de conteos en el microscopio.
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Informe de resultados

En la siguiente tabla se muestra el informe de resultados que debe reportarse para

los extendidos tefiidos con la coloracion de Ziehl-Neelsen.

Tabla 1. Informe de resultados para la tincion BAAR

Resultado del examen microscopico

Informe

No se encuentran BAAR en los 100

campos observados

No se observan bacilos acido-alcohol

resistente

Se observan de uno a nueve BAAR en

100 campos observados

Numero exacto de bacilos en 100 campos

Se observan entre 10 y 99 BAAR en 100

campos observados.

Positivo (+)

Se observan de uno a 10 BAAR por

campo en 50 campos observados.

Positivo (++)

Se observan mas de 10 BAAR por campo

en 20 campos observados

Positivo (+++)
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Identificacién molecular

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN genomico se realizé con un kit comercial (ISOLATE I
Genomic DNA Kit, BIOLINE. Memphis, Tennessee, EUA). Se tomaron con un asa de 3
mm de cinco a diez colonias con un maximo de dos semanas de crecimiento y se
suspendieron en 200 pL de amortiguador de lisis GL en un tubo cénico (SSlbio®, EUA)
de 2 mL se colocaron en un bafio seco (dual block Labnet. Edison, Nueva Jersey, EUA)
para ser inactivadas a 80°C por 50 minutos. Se centrifugaron seis minutos a 14 000
gravedades en una microcentrifuga (Select BioProducts, Force 1618. Wembley,

Australia).

Se desecho el sobrenadante y el sedimento se resuspendio en 25 pL de proteinasa
K'y 200 pL de amortiguador de lisis G3 y se incubd durante 15 minutos en el bafio seco a
70°C. Después se agitd en vortex (Labnet 120V. Edison, Nueva Jersey, EUA) y se
afiadieron 210 pL de etanol grado molecular (Sigma-Aldrich. Darmstadt, Alemania),
se agitd en vortex nuevamente, y se transfirié a una columna incluida en el kit que se
coloco en un tubo conico de 2 mL y se centrifugd durante un minuto a 12 000 gravedades.
Se elimind el sobrenadante y sobre la columna se agregaron 500 pL de amortiguador GW1
y se centrifugd a 12 000 g, se elimind el sobrenadante y el sedimento se resuspendio con
600 uL de amortiguador GW2, y se centrifug6 durante un minuto a 12 000 g, se retiro el

sobrenadante y se repitio el centrifugado para eliminar el etanol residual.

Se colocd la columna dentro de un tubo cénico (SSIbio®. EUA) de 1.5 mL y se
afiadieron 100 pL de amortiguador de elucién previamente calentado a 70°C, se incubo
por un minuto y se llevo a cabo un Gltimo centrifugado durante un minuto a 12 000 g. El

ADN obtenido se conservo a —20 °C en amortiguador.

El ADN se cuantifico mediante el espectrofotdémetro NanoDrop (8000 Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) y se ajusté a una concentracion de 20
ng/uL con agua grado molecular (Corning. Nueva York, EUA) para los experimentos

posteriores.

18



Espoligotipificacion

Se efectud una amplificacién de los espaciadores dentro de una estacion de trabajo
para PCR (UVP. Jena, Alemania). En un tubo con amortiguador para PCR (Axygen Inc.
Nueva York, EUA) se afadieron los siguientes reactivos: GoTaqg® Green Master Mix
(Promega. Madison, Wisconsin, EUA), agua grado molecular (Corning. Nueva York,
EUA) Yy los oligonucleotidos incluidos en el kit para espoligotipificacion (Mapmygenome,
Hyderabad. India) DRa 5-GGTTTTGGGTCTGACGAC3', DRb 5'CCGAGAGGGGA
CGGAAAC-3'y el ADN en una concentracién de 20 ng/uL. Las cantidades se muestran

en la tabla 2. Se incluyeron las cepas BCGP3 y H37RV como controles.

Tabla 2. Cantidades de reactivos para espoligotipificacion

Reactivo Cantidad
GoTaq® Green Master Mix 12,5 L
Agua grado molecular 8.5 uL
DRa 1L
DRb 1L
ADN 5L
Volumen final 28 pL

Se inicio el proceso en un termociclador punto final de acuerdo con el protocolo

mostrado en la tabla 3 (BiometraTone 96G, Analytik Jena, Alemania).

Tabla 3. Condiciones de amplificacién de espoligotipificacion

Tiempo Temperatura Ciclos

3 min 96°C 1
1 min 96°C

1 min 55°C 30
30s 72°C

5 min 72°C 1
© 4°C
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Los productos de amplificacidn se conservaron refrigerados a 4°C hasta el proceso

de hibridacion.

A tubos cénicos de 200 pL con 20 pL de la muestra amplificada se agregaron 150
pL del amortiguador 2xSSPE/0.1% SDS vy se introdujeron en el termociclador durante
diez minutos a 99°C para desnaturalizar el ADN y de inmediato se transfirieron a una
gradilla fria. Se lavo la membrana (Mapmygenome. Hyderabad, India) que contiene un
conjunto de cuarenta y tres oligonucleotidos correspondientes a cada espaciador de la
region DR se lavo durante cinco minutos a 60°C con 150 ml de amortiguador
2XSSPE/0.1% SDS.

En la base de un equipo (Miniblotter™ 45. Immunetics, Cambridge, MA) se situd
un cojin de espuma (Mapmygenome. Hyderabad, India) y después la membrana, cuidando
que las ranuras del Miniblotter™ coincidieran con la linea de la membrana en la que se
encuentran los oligonucledtidos; se colocé la tapa del Miniblotter™ ajustando con los
tornillos incluidos de manera equitativa y enseguida se removid el exceso del
amortiguador por aspiracion con una micropipeta y se colocaron los productos de PCR
diluidos en cada espacio del equipo para evitar las burbujas. EI Miniblotter™ se colocd
en el horno de hibridacion (ProBlot™ HO600A Labnet. Nueva Jersey, EUA) a 60°C
durante sesenta minutos. Enseguida las muestras se removieron con micropipeta para
luego introducir la membrana en el tubo de hibridacién para realizar los lavados por
duplicado con 50 mL del amortiguador 2xSSPE/0.5% SDS durante diez minutos a 60°C.
Posterior a los lavados se agregaron 2.5 pL del conjugado estreptavidina — peroxidasa
conjugada (500U/mL, Innova Biosciences Ltd.) diluidos en 10 mL de amortiguador
2xSSPE/0.5% SDS vy el tubo de hibridacién se colocé en el horno a 42°C durante sesenta
minutos con rotacion moderada. Se lavo la membrana dos veces con 50 ml de
amortiguador 2xSSPE/0.5% SDS durante diez minutos a 42°C, y se lavd de nuevo por
duplicado con 50 ml de amortiguador 2xSSPE durante cinco minutos a temperatura

ambiente.
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Para la quimioluminiscencia, la membrana se incub6 durante dos minutos con 7
mL del reactivo que contiene luminol, acido cumarico, tris, peroxido de hidrégeno y agua
milli-Q® (GE Healthcare). La membrana se coloco entre dos acetatos dentro de un casete
y encima se coloco una pelicula (Hyperfilm™, Amersham™ L.ife Sciences) para rayos X
y se dejé exponiendo por veinte minutos a temperatura ambiente y, posteriormente, se
procedié a realizar el revelado. Este Gltimo proceso se efectué en un cuarto oscuro
equipado con una bombilla roja para que la iluminacion no afectara el revelado (Aranaz
et al. 1996).
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MIRU-VNTR

La técnica de genotipificacion por MIRU-VNTR se llevd a cabo de acuerdo con la
guia disponible en los protocolos de la plataforma MIRU-VNTR plus (Supply 2005). La
amplificacion por PCR de las diferentes regiones se realiz6 con los iniciadores especificos

para cada region a amplificar (tabla 4).

Tabla 4. Iniciadores utilizados: genotipificacion por MIRU-VNTR

Locus Secuencia de iniciadores
5’>CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT 3°

a2 5’GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC 3’
5’CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT 3’
> 5’AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA 3°
5’GCGCGAGAGCCCGAACTGC 3°
>80 5’GCGCAGCAGAAACGCCAGC ¥’
5’GGGTTGCTGGATGACAACGTGT 3°
o0 5’GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA 3°
S’GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC 3’
900 5’GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT 3’
5’TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA 3°
1odd 5’CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC 3’
5’AGATCCCAGTTGTCGTCGTC 3’
1995 5’CAACATCGCCTGGTTCTGTA 3’
5’CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG 3°
#1630 5S’CGAAGTGAATGGTGGCAT 3’
5’AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT 3°
2105 5’CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT 3°
5’CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT 3’
20t 5S’ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA 3’
2996 5’TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC 3°

5’CATAGGCGACCAGGCGAATAG 3’
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S’ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA 3’

3192 5’GTGCCGACGTGGTCTTGAT 3’
5’CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC 3’

300 5’TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG ¥’
5’AACGCTCAGCTGTCGGAT 3’

102 5’CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT 3’

2156 5S’TGACCACGGATTGCTCTAGT 3’

5’GCCGGCGTCCATGTT 3’

La PCR se realizo en una cabina (UVP. Jena, Alemania) utilizando los siguientes
reactivos: GoTag® Green Master Mix (Promega. Madison, Wisconsin, EUA), iniciadores
especificos para cada region, agua grado molecular (Corning. Nueva York, EUA) y el
ADN en una concentracién de 20 ng/pL de acuerdo con las cantidades descritas en la tabla

5 para cada reaccion de PCR.

Tabla 5. Cantidades de reactivos para genotipificacion por MIRU-VNTR.

Reactivo Cantidad
GoTag® Green Master Mix SuL
Agua grado molecular 8 uL
Iniciador A 0.5 puL
Iniciador B 0.5 puL
ADN 5 pL
Volumen final 19 uL

La cantidad del iniciador Ay B del locus 4156 se aument6 a 1 L, obteniendo por

volumen final 20 pL.

Se utiliz6 como control positivo una cepa de M. tuberculosis H37Rv y, como

control negativo, agua grado molecular.
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La amplificacién se realiz6 en un termociclador punto final, el protocolo de
amplificacion se describe en la tabla 6 (Biometra TOne 96G, Analytik Jena. Jena,
Alemania).

Tabla 6. Condiciones de amplificacion para MIRU-VNTR

Tiempo Temperatura Ciclos

15 min 96°C 1
1 min 96°C

1 min 55°C 40
1.5 min 72°C

10 min 72°C 1
0 4°C

Posterior a la amplificacion se procedié a conservar los productos a una

temperatura de 4°C hasta su uso.

El analisis de los productos de PCR se llevo a cabo mediante electroforesis con gel
de agarosa al 3 % de 18 cm; se realiz6 pesando 4.5 g de agarosa ultrapura grado molecular
(Invitrogen. Carlsbad, California, EUA), estos fueron disueltos en 250 mL de
amortiguador TBE 1x en un matraz Erlenmeyer de 500 mL. De inmediato se condujo a
calentamiento en un microondas hasta observar una solucion homogénea y se vacio en el

molde para la cdmara de electroforesis y se colocaron los peines.

Después de una hora de solidificacion se colocd el gel en una camara de
electroforesis (HSU-020 CBS scientific 500 — 600 VDC/20W/90mA/55°C. California,
EUA) que contenia amortiguador TBE 1X.

Se colocaron 10 pL de los productos de amplificacién en los pocillos del gel de
agarosa. Se situé un marcador de peso molecular de 100 pb en uno de los pocillos
(HyperLadder™ 1kb Bioline. Memphis, Tennessee, EUA) y se utiliz6 la fuente de poder
(EC105 Thermo. Massachusetts, EUA) a 105 V durante noventa minutos. Por ultimo, las
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bandas presentes en el gel se visualizaron en un fotodocumentador (M-20V UVP UVsolo

Touch Analytik Jena. Alemania).

Las iméagenes de los diferentes geles se analizaron en el programa VisionWorks®,
para asignar el peso molecular de cada sefial de acuerdo con el marcador utilizado en el
gel. Una vez determinado el peso molecular se procedié a establecer el nimero de
repeticiones en tandem en el alelo. Al obtener el nimero de repeticiones en tdndem para
cada uno de los locus, en una muestra se logro el patron de los quince locus de MIRU-VNTR

ver tabla 7.

Tabla 7. Locus y alelos de MIRU-VNTR

Locus Alelo Longitud (pb) de la unidad de
repeticion
424 537 ol
577 171 58
580 175 77
802 354 54
960 482 53
1644 565 53
1955 116 57
2163b 67 69
2165 195 75
2401 252 58
2996 285 51
3192 492 53
3690 272 58
4052 153 111
4156 563 59
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Resistencia genética a los farmacos antituberculosos

Se realizo el ensayo para determinar la resistencia genética de los antibidticos de
primera linea (isoniacida y rifampicina) y segunda linea (fluoroquinolonas y drogas
inyectables) con el sistema Anyplex™ II MTB/MDR/XDR utilizando una PCR multiplex
(tabla 8).
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Tabla 8. Mutaciones blanco de genes asociados a la resistencia genética

Resistencia a Gen Mutaciones blanco
droga relacionado
Resistencia a katG S3151 S315N S315T S315T
isoniacida (AGC—ATC) (AGC—AAC) (AGC—ACC) (AGC—ACA)
(INH-R) Promotor -15 -8 -8
inhA (C-T) (T—A) (T—0C)
Resistencia a rpoB L511P Q513K Q513L Q513P
rifampicina (CTG—CCG) (CAA—AAA) (CAA—CTA) (TCG—TTG)
(RIF-R) 3a.a. delecion D516V D516Y S522L
in513~516  (GAC—TAC) (GAC—TAC) (TGC—TTG)
S522Q H526C H526D H526L
(TCG—CAG) (CAC—TGC) (CAC—GAC) (CAC—CTC)
H526N H526R H526Y S531L
(CAC—»AAC) (CAC—CGC) (CAC—TAC) (TCG—TTG)
S531W L533P
(TCG—TGG) (CTG—CCG)
Resistencia a gyrA A0V S91P D94A D94G
fluoroquinolonas (GCG—-GTG) (TCG—CCG) (GAC—GCC) (GAC—GGO)
(FQ-R) D94H D94N D94Y
(GAC—CAC) (GAC—AAC) (GAC—TAC)
Resistencia a rrs 1401 (A—G) 1402 (C—T) 1484 (G—T)
drogas
inyectables Promotor -37 (G—T) -14 (C—-T) -10 (G—A)
(Inj. Drug-R) eis
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El kit cuenta con dos pares de iniciadores, uno para la deteccion y amplificacion
de mutaciones multifarmacorresistentes y otro para las mutaciones que producen
resistencia extrema (XDR), un mix contiene ADN polimerasa, asi como los
desoxinucledtidos trifosfato (INTPs) y el uracilo ADN glicolasa. Ademas, dispone de dos
controles positivos, uno de ellos de tipo silvestre y el otro control interno. El kit se
almacend a -20°C.

Las mezclas de la PCR multiple se llevaron a cabo en una cabina (UVP. Jena,
Alemania), utilizando tiras de ocho tubos sin tapas (TLS0851, Bio-Rad. Hercules,

California, Estados Unidos de América) (tabla 9).

Tabla 9. Cantidades de reactivos para deteccion de resistencia genética

Reactivo Cantidad
Mix S5uL
Primer MTB/MDR o
5L
MTB/XDR

Agua 5L

ADN 5uL
Volumen final 20 pL

Para cada muestra se utilizaron dos tubos, uno para la deteccién de tuberculosis
multifarmacorresistente y otro para la deteccion de aislados extremadamente resistente.
Para realizar la mezcla del control positivo, control tipo silvestre y control negativo se

emplearon de estos reactivos en vez del &cido desoxirribonucleico.
Se procedio a colocar las tiras de tapas a cada una de las tiras de tubos y se llevaron

a analizar en el termociclador de tiempo real (CFX96™ Bio-Rad. Hercules, California,

Estados Unidos de América) de acuerdo con el protocolo mencionado en la tabla 10.
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Tabla 10. Condiciones de amplificacion para MIRU-VNTR

Tiempo Temperatura Ciclos

15 min 95°C 1
30s 95°C

1 min 60°C 50
30s 72°C
30s 55°C 1

Curva de fusion: 55°C ~ 85°C (5 s/0.5°C)

Por ultimo, se seleccionaron los fluoréforos utilizados en el experimento (FAM,
HEX, Cal Red 610, Quasar™ 670 y Quasar™ 705). Al concluirse el proceso, se almacend
el archivo en una carpeta designada para visualizar los picos de fusién. Se exportaron
todas las hojas de datos al programa Microsoft Excel. En la plataforma All-in-One de
Seegene se indico la deteccion de M. tuberculosis, asi como de alguna resistencia y el gen

responsable de tal mutacion (Igarashi 2017).

Resistencia fenotipica
La técnica MGIT (por sus siglas en inglés, Mycobacterial growth indicator tube),
indica la resistencia fenotipica para los siguientes antibioticos: isoniacida, rifampicina,

etambutol, pirazinamida y estreptomicina.

Los antituberculosos enunciados se midieron por personal de la SSANL en

personas atendidas por ellos con un nimero total de ciento cincuenta, en el afio 2019.
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RESULTADOS

Los resultados corresponden a trescientos cuarenta personas diagnosticadas con
TBP. Ciento noventa pertenecientes al HU y ciento cincuenta a la Secretaria de Salud de

Nuevo Ledn. El orden de datos presentados es el siguiente.

e Datos obtenidos de historias clinicas, de personas atendidas en el HU.
Segun sexo.
Grupos de edad.
Comorbilidades.
VIH - SIDA
Diabetes

Ambas comorbilidades

e Espoligotipificacion.

¢ MIRU-VNTR.

e Farmacorresistencia.
Anyplex™ (HU, SSANL).

MGIT (SSANL).
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Distribucion segun sexo
En este estudio el total de hombres enfermos de TBP en el HU es de ciento
veintinueve, que corresponde a 67.8 por ciento y sesenta y una mujeres con 32.2, para un

total de ciento noventa.

El grupo de la SSANL fue de ciento nueve para hombres y cuarenta y una mujeres

con 70 y 30 por ciento, respectivamente, y un total de 150.
En el ejercicio de sumar los dos grupos, el total de hombres fue de doscientos
treinta y ocho para un porcentaje de 70 y las mujeres ciento dos con 30 por ciento y un

total de trescientos cuarenta (figura 4).

En el presente estudio la distribucidn fue la siguiente:
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Distribucion segun sexo en el HU

67.80%
Hombres n=129 Mujeres n=61
Distribucion segun sexo SSANL

72.7%

27.3%

Hombres n=109 Mujeres n=41

Distribucion segun sexo HU y SSANL

70%

Hombres n=238 Mujeres n=102

30%

Figura 4. Distribucion segun sexo en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”

y en la Secretaria de Salud Nuevo Leon.

32



Edad
La media de todas las edades de personas fue de 41.7 afios que se encuentran en

el grupo de 41 a 50y en el de 31 a 40 que es también la mediana.

Grupos de edad

51-60
41-50
31-40

21-30

Figura 5. Rangos de edades.

El grupo de edad de 0 a 20 afios es el menor con catorce personas.

En doce del total de ciento noventa no se registro6 la edad, por lo que esa ausencia

de cifras se registré como “no dato”.
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Comorbilidad con VIH
La comorbilidad de TBP y VIH SIDA es de 13.7 por ciento con 86.3 sin
comorbilidad, el nimero de tales porcentajes es de ciento sesenta y cuatro para negativos

de VIH, SIDA y veintiséis positivos para un total de ciento noventa personas.

Comorbilidad con VIH

13.7%

86.3%

mSin VIH 164 mCon VIH 26

Figura 6. Comorbilidad con VIH en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.
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Comorhbilidad con diabetes

La comorbilidad de TBP y diabetes es n de cincuenta y cinco personas con diabetes
para un porcentaje de 31.6 y TBP no diabéticos con una n de ciento setenta y cuatro y un
porcentaje de 68.4. La suma corresponde a ciento setenta y cuatro, en dieciséis casos no

se obtuvieron datos sobre los valores de glucosa sanguinea.

Sobre la base de la American Diabetes Association (ADA) se registré como
paciente con diabetes a quien se le detect6 una glucemia de 126 o mas miligramos por

decilitro.

Comorbilidad con diabetes

‘316
684_/‘

B Diabeticosn=55 ® Npo diabéticos n=119

Figura 7. Comorbilidad con diabetes en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.

Es menester sefialar que se identificaron cinco personas en el HU con una doble
comorbilidad de TBP con diabetes y VIH que corresponde a 2.6 por ciento.
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Espoligotipificacion

Se procesaron ciento noventa espoligotipos. En la tabla 11 se aprecia que el total
de familias identificadas fueron veintidés y once cepas fueron orphan, ello significa que

no se identificaron como pertenecientes a una familia determinada.

En la tabla 11 se muestra el nUmero y porcentaje de las familias identificadas,
conteniendo el mayor niumero de organismos las familias como es el caso de X1 con 46,
T1, 45; H3, 13; Beijing, 11; X3, 7; S mismo nimero; T2, 6; EAI2 Manilla. El resto muestra
numeros decrecientes hasta familias con un solo aislado. Los porcentajes se encuentran en

la columna de la derecha y los SIT se agregan en la tabla 12.
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Tabla 11. Familias genotipificadas en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”

Familia n Porcentaje
X1 46 24.2
T1 45 23.7
H3 13 6.8
Orphan 11 5.8
Beijing 11 5.8
X3 7 3.7
S 7 3.7
T2 6 3.2
EAI2 Manilla 6 3.2
X2 5 2.6
T3T2 5 2.6
LAM 5 2.6
LAM9 5 2.6
X 4 2.1
LAM?2 3 1.6
H 2 1.1
LAM3 2 11
LAMS 2 11
T5-Madrid2 1 0.5
LAMS 1 0.5
LAM1 1 0.5
Manu2 1 0.5
LAM 9 1 0.5
Total general 190 100
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Tabla 12. Espoligotipos totales y SIT obtenidos del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”

Espoligotipo SIT Familia n %
ENEEEEEEEEEEEEEEE NN OO 119 X1 41 21.6
EEEEEENEENEENEEEEEEEEEEEENEEEEEECOCONNNEENE 53 T1 27 14.2
000000000000000000000000000000000CAEEEEEEEE 1 Beijing 11 58
ENEEEEEEEEEEEEEEEEOEEEEEEEOO00NC NSNS EEE 19 EAI2 Manilla 8 4.2
(T LT O T LI I (] [ inl [nimimiwf T T T T T 50 H3 7 3.7
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENEEEEEEENCCOONENCNEN 52 T2 6 3.2
(T O T I T CITf emiaml TT T ][] [ (uim=ial T T T TT ] 42 LAM 9 6 3.2
EENEEEEEEEEEEEEEEE NN EEEROOOCONRO00008 137 X2 5 2.6
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEOD0CEEEOEEE 73 T2-T3 5 2.6
EEEOO000000CEEEEECEEEEEEENEEEEEE OO0 NE NN 92 X3 4 2.1
EEEEEEEECCNNEEEEEEEEEEEEEEEEEEERCCCCOssnncEn | 1356 S 4 2.1
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEOO00000NEEE 787 U 3 1.6
ERECO0000000NEEEE N EEEEEEEEEEEEEOO0CENONENE 70 X3 2 1.1
EOEEEEENCCENEEENEEEEEEEEEEEEEERRCOCOnnnnnnn | 1217 T1 2 1.1
EREOO0000000SEEEEEEEEEEEE NN EEOOO0ONEE0000 200 X3 2 1.1
ENEEEEEEEEENEEEEENEEERCOROOREROROOCCeennnnn | 1235 H3 2 1.1
EEEEEEEEEEEENENEEEEEEEEEEEEEEEEOO0EEEEEEE 167 T1 1 0.52
EEEEEEEECOOEEEEEEEEECCO0OEEEEEERRCO0Oeencoon | 1224 H3 1 052
LT Tl [P ] ] [mimlufm] [ ] |ul ]| |einmw]{]]]]] 176 LAM 5 1 0.52
(T ml O inl [T ][ (nmniwl T TTT]]] 58 T5_MAD2 1 0.52
ENEEEENEEEENEEEEECEEEEEEEEERCEERCOCCunnnnnn | 1329 X1 1 052
(Tl LIl {11 ]| [mimimin] {10 ] 1] |uimuinl {1]]]]] 17 LAM 2 1 0.52
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERCOOORO0CCuennnnn | 1283 H3 1 052
ENEEEEEEEENENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEOD00EEE0000 51 T1 1 0.52
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEROOO00000NEE 239 U 1 0.52
EEEEEEEECCONNEEEEEEEERCCO00000CEEROOCCeennnnn | 1225 S 1 052
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE OO0 EEEOEEE 52 T2 1 0.52
ENEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEE NN EE NN 583 MANU 2 1 052
000000000000000000C0 OSSO0 ENEEEEE 258 T1 1 0.52
(T Il TP LTI PO TP I (I [(nmmin] TTTT]]] 708 X1 1 0.52
ENEEEENEEEENEEEEECEEEEEEEEEEEEERCCOOEnCennn | 1394 X1 1 052
EEEEEEEEEEEEEE S EEEEEEEEEEEEEEE OO0 N EEEEE 732 T1 1 0.52
EEEEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEORO000ONEEONE 49 H3 1 052
EEEEEEEEEEEEEEENEEEENEEEEEEEEECO00RE0000 18 X2 1 0.52
EECEEEEEEEEECEEECEERCOOCEEEEEEENCO0Cunnnnnn | 1215 LAM 2 1 0.52
ENEEEENEEEENEEEEEEEEEEREERCCO00ORCO0Ceennnnn | 1908 H3 1 052

Orphan 35 18.4
Total 190 | 100.1
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En latabla 13 se presentan 24 orphans de un total de 35 que se identificaron, segun

reglas basadas en la presencia o ausencia de espaciadores.

Este método se describe en el articulo escrito por Aminian et al., en donde se utiliza

un extenso algoritmo desarrollado con técnicas bayesianas (Aminian et al. 2013).

Tabla 13. Espoligotipos orphan reubicados en familias segun las reglas bayesianas

Espoligotipo Familia n

EEEEEEEEEEEEEE N EEEEEEEEEEEEEEOOOEEEEEEE X 2
ENCEEEEEEEEEEEEEEEEEC D EEEEEEEENCO0SEEEEEE LAM 2
EOEEEEEESEESEEEEEEEEEEEEEEEECENO00EEEEEEE S 2
EEEEEEEEEEEEEEEEEC EEEEEEEEEEECOEROO0CEEEEEEE T1 2
EEEEEEEEEEEROO000000000OEEEEEOEEEO00EEEEEEE LAM 8 1
EEEEEEEEEEECEEEEEEECO0CEEEEEEENO000NCOEEEEE LAM 2 1
EEEEEEEEEEEEC EEEEEEEEEEEEEOO000RO00CEEEEEEE H 1
EEEEEEEEEEEEEEEEOOD00CEEEEEEEED000 S EEEEEEE LAM 1 1
EEEEEEEEEEECEEEEECEEEEEEEEEEEEOO00000000000 X 1
EO0000EEEEO00000NCOEEEERERCOO00000000000000000 X 1
EEEEEEEEEEEECEEEEEEOOOOONEEECOEEEO00 S EEEEEE LAM 1
EEEEEEEEEEEEEEEEN N EEEEEEEEEEEEOO0EEEEEEE T1 1
EEEEEEEEEECEEEEEEEOOD0CNEEEEEEEO00 S EEEEEE LAM 1
EEEEEEEEEEEEEEEEN EEEEEEEEEEEEECOO00EEEEEEE LAM 5 1
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEOEOO0ONEEEE LAM 1
EEEO0000000000000000000EEEEEEEEE0000EEE00NE X 1
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE O EEEEOEEEORO00EEEEEEE T1 1
EEECO0000000CEEEEECEEEEEEE O EEEEEEO00EEEEEEE S 1
0000000000000000R00CEEEEEEEEEEEEO00OEEEEEEE X 1
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEROO00000NEEEEE X 1
Total 24
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MIRU-VNTR

El andlisis de MIRU-VNTR revel6 que el locus con mayor diversidad alélica fue

QUB 26, por lo tanto, es el mas discriminatorio. En cuanto al locus con menor diversidad

alélica fue el MIRU 04, es decir, el menos discriminatorio.

Los genotipos identificados mediante la plataforma MIRU-VNTRplus fueron los

siguientes:

Tabla 14. Linajes obtenidos con MIRU-VNTR del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”

Linaje n Porcentaje
X 28 37.3
Ghana 16 21.3
Beijing 10 13.3
EAI 6 8
Haarlem 6 8
Uganda 5 6.7
LAM 2 2.7
S 2 2.7
Total 75 100

El 50 por ciento de los codigos de MIRU-VNTR fueron desconocidos.
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Resistencia a los antituberculosos

La resistencia a los antituberculosos se realizd genotipicamente tanto en las
muestras de la SSANL como en las del HU la cual se realiz6 en las instalaciones del HU.

Los antituberculosos y genes relacionados por Anyplex™ se mencionan en la tabla 15.

Tabla 15. Antibidticos determinados por la técnica Anyplex™ y sus genes

Antibidtico Genes relacionados
o inhA
Isoniacida
katG
Rifampicina rpoB
Fluoroquinolonas gyrA
rrs

Farmacos inyectables )
promotor eis
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Se analizaron un total de ciento noventa muestras provenientes del Hospital
Universitario, obteniendo resistencia en veinticuatro de ellas; es decir, el 12.6 por ciento

y ciento sesenta y seis sensibles para un porcentaje de 87.4 determinadas por Anyplex™,

RIF (rpoB) [N | 2.6%
INH-R1 (kat G) [ | 1.6%
_ TOT
- I | 169
INH-R2 (inhA) 1.6% 12 6%
FQ (gyrA) NN | 16%

RIF (rpoB), INH-R1 (katG) 3.7%

INH-R1 (kat G), INH-R2 (inhA) 0.5%

M‘

RIF (rpoB), INH-R1 (katG), FQ (gyrA) 1%

o

1 2

w

4

(€]
)]
~N

8

Figura 8. Resistencias obtenidas en personas del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.
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En cuanto a la resistencia obtenida por Anyplex™ (figura 9) en personas atendidas
en la Secretaria de Salud de Nuevo Leon el n de resistencia fue de 22 que corresponde a

14.7 por ciento, los sensibles fueron ciento veintiocho, porcentaje de 85.3.

RIF (rpoB) [ | 2.0%
INH-R1 (katG) [ | 2.7%
FQ (oyrA) | | 2.7%

TOT
14.7%

RIF (o), NH-R1 (i) |+

RIF (rpoB), INH-R1 (katG), FQ (gyrA) 1.3%

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 9. Resistencias obtenidas en personas atendidas en la Secretaria de Salud de Nuevo Ledn.
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En la tabla 16 se presenta la resistencia fenotipica a los antituberculosos. La
estreptomicina es la mas elevada con 8.7 por ciento y el total de resistentes son cuarenta

y uno que representa el 27.3 por ciento.

Tabla 16. Combinacion de resistencias fenotipicas técnica MGIT para personas atendidas
en la SSANL para un total de 150

Antituberculoso n %
STP 13 8.7
PZA 4 2.7
INH 3 2.0
PZA, STP 3 2.0
INH, RIF, STP 2 1.3
INH, RIF, EMB, PZA, STP 2 1.3
INH, RIF, PZA, STP 2 1.3
INH, RIF, PZA 2 1.3
RIF 2 1.3
RIF, EMB, PZA 2 1.3
RIF, EMB, PZA, STP 2 1.3
EMB 1 0.7
INH, PZA, STP 1 0.7
INH, RIF, EMB, STP 1 0.7
INH, RIF, EMB, PZA 1 0.7
Total 41 27.3
Sensibles a todos los farmacos 109 72.7

44



En una comparacion entre la técnica Anyplex™ que corresponde a resistencia
genotipica con la MGIT, fenotipica, se encontrd que cuatro fueron positivos
a Anyplex™ y tres a MGIT, ambos siete y sensibles ciento treinta y seis. Total

150, este grupo pertenece a la SSANL, ver porcentajes en la tabla 17.

Tabla 17. Resumen de multifarmacorresistencia para rifampicina e isoniacida por

técnicas Anyplex™ y MGIT grupo perteneciente a la SSANL

Técnica n %
Anyplex™ 4 2.7
MGIT 3 2.0
Ambos 7 4.7
Sensibles 136 90.7
Total 150 100.1

La familia Beijing suele reportarse como resistente a los antibiéticos; sin embargo,
en las once identificadas con Anyplex™ en personas atendidas en el HU, ninguna
manifesto resistencia. Este resultado condujo al planteamiento de la interrogante: qué
familias se asocian a resistencia. Utilizando el programa Excel, se cruzaron las familias
identificadas con la resistencia (ver tabla 18). Los resultados fueron los siguientes: en total
se reportaron veinticuatro muestras resistentes, de estas, once pertenecen a la familia X1,
tres a T1, tres a T2, dos a H3, dos a T3 T2, una a LAM, X3 y X. La resistencia mas
significativa se observa en la familia X1, si bien no es la familia con mayor porcentaje es
la de mayor cantidad con once, que representan 23.9 por ciento. La familia T2 es la que

manifiesta mayor porcentaje de resistencia con 50 por ciento.
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Tabla 18. Familias y su relacion con la resistencia genética y porcentaje,

personas atendidas en el HU

Familia n n Porcentaje
Resistencia
X1 46 11 23.9
Tl 45 3 6.7
T2 6 3 50
H3 13 2 15.4
T3 T2 5 2 40
LAM 5 1 20
X3 7 1 14.3
X 4 1 25
Beijing 11 0 0
Orphan 11 0 0
S 7 0 0
EAI2 6 0 0
Manilla
X2 5 0 0
LAM 9 6 0 0
LAM 2 3 0 0
H3 2 0 0
LAM 3 2 0 0
LAM 5 2 0 0
T5 1 0 0
Madrid
LAM 8 1 0 0
LAM 1 1 0 0
MANU 2 1 0 0
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DISCUSION

La OMS en el 2020 report6 una distribucion de sexo a nivel mundial de 63 por

ciento de hombres y 37 por ciento de mujeres.

A fin de contar con un nimero mayor de hombres y mujeres, en este trabajo se
sumaron los dos grupos estudiados, el del HU y el de la SSANL, que totalizan trescientas
cuarenta personas, hombres y mujeres, separados por sexo, corresponden a doscientos
treinta y ocho hombres que equivalen al 70 por ciento, las mujeres suman ciento dos, ello

representa 30 por ciento.

Los intervalos de confianza de las dos poblaciones son las siguientes: hombres de
laOMS 0.622 —0.623. En cambio, para hombres investigados por el HU y la SSANL son
de 0.649 — 0.746. Los intervalos de confianza de las dos poblaciones no se yuxtaponen,
por lo tanto, son poblaciones estadisticamente diferentes. Igual sucede con el 0.377 —
0.378 de las mujeres reportadas por la OMS y el 0.254 — 0.351 HU con SSANL 0.254 —
0.351.

La misma referencia de la OMS (2020) indica que existen setecientas sesenta mil

personas con TBP que padecen comorbilidad con VIH-SIDA, con un porcentaje de 7.6.

El hallazgo de comorbilidad TBP-VIH en el HU es de 26 que corresponde a 13.7
por ciento. Los intervalos de confianza de la OMS para VIH son 0.076 — 0.076, intervalos
idénticos por los nimeros tan elevados en el reporte de la OMS. Los intervalos en el HU
son 0.095 — 0.193. Debido a que los intervalos no se yuxtaponen, puesto que son
poblaciones estadisticamente diferentes, el HU evidencia que el porcentaje es mayor que
el de la OMS.

La comorbilidad de TBP con diabetes es 10.3 por ciento, segin la Encuesta

Nacional de Salud y Nutricién (ENSANUT 2020) en poblacion de veinte afios 0 més. En

47



el grupo del HU el porcentaje de comorbilidad de diabetes y TBP fue de 28.9 por ciento,
casi el triple de los datos proporcionados por la ENSANUT.

Por otra parte, la OMS informa que existen trescientas cincuenta mil personas con

la misma comorbilidad con TB, equivalente a 3.5 por ciento.

Encontramos cinco casos de comorbilidad de tuberculosis pulmonar con VIH y
diabetes que representa 2.6 por ciento, ello impulsé una revision bibliografica, no se

localiz6 un reporte similar.

Los intervalos de confianza son los siguientes: OMS 0.035 — 0.035, el HU 0.230 —
0.358. Estas cifras muestran que personas estudiadas en el HU presentan mayor intervalo

que las de la OMS, en consecuencia, las poblaciones son estadisticamente diferentes.

De las diversas familias de espoligotipos predominantes en Asia Oriental se
encuentra el linaje 2 al que pertenece la familia Beijing, ubicada geograficamente en Asia

Oriental que incluye China, Corea del Norte, Corea del Sur, Mongolia y Japdn.

Es importante sefalar que los reportes de familias Beijing en México revelan el
paulatino ascenso. En un metaanalisis realizado en diversos paises de América Latina se
indica que, de dieciseéis articulos publicados para un total de mil novecientas una muestras
en México, las familias Beijing fueron veinticinco que representan el 1.3 por ciento. En
las ciento noventa muestras del presente estudio se identificaron once familias Beijing,
todas SIT 1y porcentaje de 5.8. China posee un porcentaje de Beijing de 83.3 habitantes
(Balasanynts et al. 2012; Hagiya et al. 2016; Meshkov et al. 2019).

Es menester definir el avance de la familia Beijing en algunos paises, entre ellos

México. Es un efecto de migracion de Asia Oriental, o visitantes que se contagian y la

introducen en sus paises, entre otros, México (Liu et al. 2018).
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O tal vez ambos efectos, como ha sucedido con la COVID-19 (INSP 2021) es
preciso mencionar que de los once organismos Beijing identificadas en el presente trabajo,

ninguna mostro resistencia genética ni fenotipica a los antituberculosos.

Las resistencias genéticas estudiadas tanto en muestras del HU como en las de la
SSANL, asi lo constatan. La SSANL, por su parte, no reporto la resistencia genotipica a
los antituberculosos, en el grupo HU no se efectuaron estudios con la técnica MGIT.
Coincidieron un total de siete de catorce (tabla 16) que corresponde a 50 por ciento. No
coincidieron cuatro positivas para Anyplex™ y negativas por MGIT; tres resultaron
positivos en MGIT y negativas en Anyplex™:; veinticuatro de ciento noventa fueron
positivas para Anyplex™ que representa 12.6 por ciento. En el grupo de ciento cincuenta
de la SSANL, veintidods de ciento cincuenta, que equivale al 14.7 por ciento. Ninguna de

estas variables mostrd intervalos de confianza significativos.

De acuerdo con otros trabajos de investigacion en donde se genotipica mediante
espoligotipificacion es frecuente la distribucion genética y regional de cepas de
Mycobacterium bovis (Rodwell et al. 2010; Milidn Suazo et al. 2012). Sin embargo, en
este estudio de investigacién no se encontré patron alguno que llevara a identificar a

Mycobacterium bovis en ninguna de las muestras analizadas.

En su oportunidad es factible cruzar la técnica MGIT con las diversas familias del
grupo de la SSANL mediante el programa Excel.
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10.

11.

CONCLUSIONES

La distribucion de TBP de acuerdo con el sexo en la suma de las poblaciones del

HU y SSANL es de 70 por ciento en hombres y de 30 en mujeres.
La moda de edad es de 31 a 40 afios.

El 13.7 por ciento de las personas se encuentran coinfectadas con VIH y en el

31.6 existe comorbilidad con diabetes mellitus.
La comorbilidad simultanea de diabetes y VIH es de 2.6% en el HU.

Las familias de espoligotipos predominantes son X1 n=46 (24.2 %), T1 n=45
(23.7 %), H3 n=13 (6.8 %) y Beijing n=11 (5.8 %).

El 12.6 % de los aislados son genotipicamente resistentes.

La resistencia genética predominante es rifampicina (rpoB) e isoniacida (katG).

La técnica fenotipica (MGIT) mostro 27% de resistencia a los antituberculosos.

La monorresistencia fenotipica predominante es la estreptomicina n=13.
Dos cepas mostraron resistencia fenotipica a los cinco antibidticos.

Las técnicas de Anyplex™ (genotipica) y MGIT (fenotipica) no proporcionan

resultados coincidentes de resistencia.
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PERSPECTIVAS

Serd conveniente verificar si el hacinamiento en reclusorios incrementa la TBP

comparado con la poblacion general.

Es posible que las nuevas vacunas para coronavirus puedan cambiar la escasa

inmunidad de la Calmette-Guérin con cien afios de escasos resultados.

La resistencia MDR y XDR debe modificar el esquema de tratamiento en esta
poblacion.

Establecer la relacion genotipica y fenotipica que explique si la resistencia de la

familia Beijing se manifiesta solo mediante fenotipica.
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ANEXO 1

Ejemplo.

Espoligotipos en placas radiograficas

Control negativo

v v v

iE
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Ejemplo
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Anexo 3

Cadigos de genotipificacion MIRU-VNTR
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Las imagenes de los anexos son procedentes de los experimentos realizados en el Hospital

Universitario “Dr. Joseé Eleuterio Gonzalez” durante el periodo de 2017 al 2021.
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