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RESUMEN

La tuberculosis (TB), causada por bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis, es un gran
problema de salud publica mundial, debido a que causa la muerte de millones de personas cada afio.
Después de la emergencia sanitaria por el SARS-CoV-2, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) la renombra como la principal causa de muerte por un agente infeccioso bacteriano unico.
Ademas, el problema se agrava debido a la aparicion de bacterias multifarmacorresistentes (MFR).
La importancia clinica epidemioldgica es alta debido a la reemergencia de esta enfermedad que lleva
a presentar una alta diversidad genética que puede conducir a que se presenten una mayor resistencia
a los antifimicos de primera linea y a la falta de protocolos efectivos para su vigilancia y control. El
objetivo es identificar la variabilidad genética de las cepas aisladas de una poblacion para obtener
informacion sobre la epidemiologia molecular y su correlacion con MFR y comorbilidades (diabetes
y VIH/SIDA). Mediante el empleo de métodos moleculares como la técnica de espoligotipos
podemos identificar las diferentes familias de M. tuberculosis circulando en el estado de Nuevo
Ledn y poder observar su epidemiologia molecular. Asi mismo, el empleo de sistemas de
informacion geoespacial (SIG), nos permite ubicar en lugar y tiempo determinado los casos de
tuberculosis para observar como puede ser la transmision, asi como la formacion de sitios de riesgo.
Un total de 151 aislados fueron recolectados, encontrando diecinueve sub-linajes; siendo los mas
frecuentes T1 con 53 aislados, (35%) y X1 con 29 (19.2%) aislados respectivamente, seguido por
el tipo LAM 1,2,4,5,9 con 15 (10.2%), H 1,3 con 5 (3.3%), MANILLA con 3 (2%), U con 4 (2.6%),
X2 con 5 (3.3%), X3 con 4 (2.6%), Sy T con 3 (2%) aislamientos. Ademas del sub-linaje BEIJING
se encontaron 5 (3.3%) aislamientos y 15 (9.9%) cepas no se pudieron clasificar. En la resistencia,
46 aislamientos mostraron resistencia a los farmacos de primera linea (30.5%); y la multifarmaco
resistencia fue detectada en 20 (13.2%) aislamientos. La Diabetes mellitus 11 fue la principal
comorbilidad con un 21.85% (n= 33) y de un 2.66% (n=4) se reportaron como VIH positivos,
aunque no se encontré una correlacion con la comorbilidad y tipo de cepa. El municipio con el
mayor numero de aislamientos fue Monterrey, seguido por Apodaca y Juarez. Estos resultados
pueden contribuir en el entendimiento de la prevalencia y la alta variabilidad genética de las cepas
en el area metropolitana de Monterrey; asi tambien, esta informacion se puede utilizar para mejorar
los protocolos en la vigilancia contra la tuberculosis y la prevencion de nuevos casos.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis, Spoligotyping, GIS, epidemiologia molecular.



ABSTRACT
Tuberculosis (TB), caused by bacteria of the Mycobacterium tuberculosis complex, is a

major global public health problem since it kills millions of people each year. Before the
SARS-CoV-2 health emergency, the World Health Organization (WHO) considered it the
leading cause of death from a single bacterial infectious agent. Furthermore, the problem is
aggravated by the appearance of multi-drug resistant (MDR) bacteria. The clinical
epidemiological importance is high due to the re-emergence of this disease that leads to a
high genetic diversity that can lead to greater resistance to first-line antimicrobials and the
lack of effective protocols for its surveillance and control. The objective is to identify the
genetic variability of the strains isolated from a population to obtain the molecular
epidemiology and its correlation with MDR and comorbidities (diabetes and HIV/AIDS). A
total of 151 isolates were collected, finding nineteen sub-lineages; being the most frequent
T1 with 53 isolates, (35%) and X1 with 29 (19.2%) isolates respectively, followed by the
type LAM 1,2,4,5,9 with 15 (10.2%), H 1,3 with 5 (3.3%), MANILLA with 3 (2%), U with
4 (2.6%), X2 with 5 (3.3%), X3 with 4 (2.6%), S and T with 3 (2%) isolates. In addition to
the BEIJING sub-lineage, 5 (3.3%) isolates were found, and 15 (9.9%) strains could not be
classified (orphan). In the resistance against the first drugs line, it was observed in 62 isolates
(41%); and Resistance to at least one first-line drug was detected in 36 (23.8%) isolates.
Diabetes mellitus 11 was the main comorbidity with 20% (n=30) and 5% (n=8) were reported
as HIV positive, although no correlation was found with comorbidity and strain type. The
municipality with the highest number of isolates was Monterrey, followed by Apodaca and
Juarez. These results can contribute to the understanding of the prevalence and high genetic
variability of strains in the Monterrey metropolitan area; likewise, with this information it
can be used to improve the protocols in surveillance against tuberculosis and the prevention

of new cases.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Spoligotyping, GIS, molecular epidemiology.

Successus in circumstantiis mutandis pone est. Memento mori



1. INTRODUCCION

La bacteria Mycobacterium tuberculosis es la principal causante de la enfermedad
infectocontagiosa conocida como tuberculosis (TB) y que causa alteraciones inmunoldgicas
multiples (Rook & Hernandez-Pando, 1996),esta pertenece a un complejo de bacterias que
incluyen a M. bovis, M. caprae, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii y M. canettii
(Sylvain et al., 2010). Estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) destacan
que cada afio hay 9 millones de casos nuevos y tan solo en el afio 2022 hubo 1.4 millones de
muertes a causa de esta enfermedad y que han ido en aumento. Por lo anterior, la convierte
en la enfermedad infecciosa mas importante en el mundo después de los cinco afios, motivo
por el cual la OMS la ha declarado emergencia mundial (Global Tuberculosis Report 2023,
s. f.). De acuerdo con las estadisticas presentadas por la Secretaria de Salud (SS), en México
durante el afio 2022, se registraron mas de 28,000 casos de TB pulmonar a nivel nacional;
siendo el estado de Nuevo Ledn uno de los mas afectados con mas de 1,100 casos nuevos
(Salud, s. f.). Estas cifras siguen colocando a México en el tercer lugar entre los paises con
mayor morbilidad y mortalidad por TB en América Latina. El esfuerzo para la erradicacion
de la TB se complica debido a factores como la pobreza y el hacinamiento, la desnutricion
(Bustamante-Montes et al., 2000), los flujos migratorios de las zonas endémicas, algunas
enfermedades inmunosupresoras como la diabetes y la presencia de VIH/SIDA (Caceres
et al., 2022). Aunado a lo anterior, se aumenta el problema debido al surgimiento de cepas
multirresistentes a los antifimicos de primera o segunda linea (MFR), (Ormerod, 2005). La
forma de transmision, asi como la gravedad de la enfermedad, la coloca en una importancia
clinica epidemioldgica alta debido a que no se tienen protocolos con cambios significativos
para su identificacion y control (Vynnycky & Fine, 2000). En la Gltima década se observo un
dramatico resurgimiento en la incidencia de la TB en el mundo, ocasionando la necesidad de
nuevos y mejores métodos para el diagnodstico y prevencion en la diseminacion de esta
enfermedad (Corbett et al., 2003). Los avances en la biologia molecular y el entendimiento
del genoma de Mycobacterium nos han proporcionado nuevas técnicas y herramientas que
pueden ser usadas para la identificacion y confirmacion de aislados provenientes de muestras
clinicas .Una de estas herramientas son los espoligotipos. Este método ha sido utilizado de

manera satisfactoria para la genotipificacion de las cepas de M. tuberculosis obteniendo un



diagndstico mas répido y confiable, ademés que mejoran el estudio en la informacion
epidemiologica (Kamerbeek et al., 1997). Se basa en la amplificacion por reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) de un locus de repeticion directa (DR) Polimoérfico que contiene
multiples repeticiones en tandem separadas por secuencias espaciadoras y permite detectar
la presencia o ausencia de estas secuencias espaciadoras de las DR en el genoma de M.
tuberculosis; es facil de desarrollar y no requiere de una gran cantidad de microorganismos.
Los resultados pueden obtenerse de un cultivo de M. tuberculosis en 1 dia. Por lo tanto, la
utilidad de los espoligotipos se fundamenta en su rapidez, tanto en la deteccion de bacterias
causales de la enfermedad como en la obtencion de informacion epidemioldgica sobre las
identidades de las diferentes cepas; siendo de gran utilidad para la vigilancia de la transmision
de la TB y las intervenciones para prevenir la propagacion de esta enfermedad (Groenen
et al., 1993). El uso de espoligotipos ha proporcionado informacion para poder agrupar las
cepas dentro de familias, que nos permiten estudiar su distribucion filogeografica de las
cepas. Asimismo, gracias al genotificado podemos correlacionar la emergencia de cepas
multi farmacorresistentes con el tipo de familia (Glynn etal.,, 2002) siendo de vital
importancia, pues se estiman 170,000 muertes por tuberculosis MDR, y un gran total de
450,000 casos de TB-MDR (Global Tuberculosis Report 2023, s. f.). Ademads, gracias a la
tecnologia e innovacion de softwares, es posible utilizar sistemas de informacion geoespacial
(GIS), uno de estos softwares es ArcGIS®. El uso de este software ha sido ventajoso para la
captura, edicion, andlisis, tratamiento, disefio, publicaciéon e impresion de informacion
geografica para el monitoreo, andlisis e identificacion de los pacientes diagnosticados con
TB y su comportamiento en una region determinada (Moonan et al., 2004). Con esto
pretendemos tener informacion para la identificacion de conglomerados o clusters, zonas de
riesgo (hot spots) y monitoreo en tiempo real de la enfermedad; como ha sido utilizado en
estudios similares a nivel nacional. Por otra parte, las investigaciones realizadas en modelos
animales de TB, estudios clinicos en humanos (Altare etal., 1998), resultados
epidemiologicos de la susceptibilidad genética de Mycobacterium (Fieschi et al., 2003) y
trabajos in vitro con lineas celulares primarias de humano indican que la respuesta inmune
innata juega un rol muy importante en el control de la tuberculosis y la activacion a una
respuesta inmune adaptativa (Philips & Ernst, 2012). Sin embargo, M. tuberculosis ha

desarrollado multiples estrategias para modular la respuesta inmune y con ello prevenir la



activacion optima de la inmunidad adaptativa. Por consecuencia, es critico comprender la
relacion entre las células de la respuesta inmune innata y la respuesta adaptativa en la TB
para identificar nuevos blancos de terapias inmunomoduladoras y para elucidar los
mecanismos de la inmunidad protectora (Sia et al., 2015). La proteina nuclear de union al
DNA de alta movilidad-1 (HMGBI1) es una molécula conocida de dafios asociados a patrones
moleculares (DAMPs) que activan el sistema inmune innato (Lotze & Tracey, 2005), y se
libera por células necréticas y monocitos / macréfagos en respuesta a citoquinas y a la
estimulacion de antigenos bacterianos (Grover et al., 2014). La HMGBI interactia con otras
moléculas (por ejemplo, LPS bacteriano), y se une a receptores incluyendo el Receptor de
Productos de Glicacion Avanzada (RAGE y existe en células tanto en la forma
"transmembranal" y como de receptor "sefiuelo" soluble) y los receptores de tipo Toll
(TLR2), para activar una cascada de genes pro-inflamatorios (Lamkanfi etal., 2010).
Ademas de la liberacion de citoquinas inflamatorias (por ejemplo, TNF-a), HMGBI1 activara
las funciones de las células inmunes e inducird su maduracion (por ejemplo, monocitos,
c€lulas dendriticas). El papel pro-inflamatorio de HMGB1 se ha demostrado en las
enfermedades autoinmunes, trauma, sepsis y neumonia bacteriana (Angus et al., 2007). Sin
embargo, los datos sobre TB son escasos. Estudios limitados in vitro y modelos animales
han demostrado que M. tuberculosis y M. bovis pueden inducir con eficacia la secrecion de
HMGBI, dando lugar a una hiperactivacion de citoquinas y dafar tejido pulmonar.
Recientemente, se ha observado el aumento de la proteina HMGBI1 en suero de pacientes
infectados con tuberculosis, pero su significado atn se desconoce (Magrys et al., 2013), por
lo que es de nuestro gran interés estudiar la correlacion y los mecanismos celulares

involucrados en la sefializacion a la respuesta inmune innata en el paciente.



2. ANTECEDENTES

2.1 Historia de la Tuberculosis

La tuberculosis es una enfermedad que ha estado con la humanidad durante miles de afios;
ha ido evolucionando en conjunto con los humanos y se ha mantenido persistentemente. El
origen, asi como la evolucion del patdgeno, atin esta lejos de estar completamente entendido;
esto incluye la comprension de los mecanismos en la interaccion hospedero-patogeno, el
desarrollo bacteriano y su virulencia. Sin embargo, se tienen indicios donde se puede
hipotetizar que el género Mycobacterium surgi6 hace mas de 150 millones de afios (Hayman,
1984), teniendo rasgos de colonizacion durante el periodo jurasico. Gracias a las técnicas
modernas aplicando la biologia molecular y la secuenciacion genética, ha sido posible
analizar un gran nimero de cepas de Mycobacterium permitiendo una estimacion rigurosa y
con mayor fidelidad para determinar el origen en el tiempo de las micobacterias. Estas
estimaciones se facilitan debido a la baja tasa evolutiva que se ha observado en M.
tuberculosis (Daniel, 2006), y que sirvio para analizar las cepas. Se observo que existio un
linaje progenitor a M. tuberculosis en el este de Africa hace unos 3 millones de afios, y se
sugiere que esta cepa pudo haber infectado los primeros hominidos en ese tiempo (Gutierrez
et al., 2005). De cualquier forma, todos los miembros actuales del complejo Mycobacterium
tuberculosis, incluyendo las variantes africanas como M. africanum y M. canettii, asi como
M. bovis, tienen un ancestro comun africano de 35,000-15,000 afios de antigliedad (Kapur
et al., 1994); (Brosch et al., 2002). Si bien se sabe que los primeros ancestros provienen del
este de Africa, ya se han identificado los primeros registros en los egipcios como causante
de muertes y deformidades d6seas hace mas de 5000 afios, encontradas en las momias
(Zimmerman, 1979). Desde que comenzaron las primeras migraciones masivas en Africa
hace unos 1.7 millones de afios y se desplazaron fuera de ahi, llevaron sus enfermedades a
las nuevas poblaciones, incluyendo la tuberculosis (Daniel, 2006). Existen escritos que
describen a la tuberculosis en la India hace unos 3300 afios (Wells, 1968), y en China hace
unos 2300 afios («The Story of Clinical Pulmonary Tuberculosis.», 1941). Asi como en

Egipto, en el continente americano la evidencia inicial que se obtuvo de la enfermedad fue



por medio de la observacion 6sea de momias tomadas de Pera y posteriormente, mediante el
analisis del DNA bacteriano, se corrobord que habian sido infectadas por M. tuberculosis, en
la época pre- colombiana, hace unos 1500 afos (Daniel, 2006), posiblemente debido a las
primeras migraciones europeas hacia el continente. A través de los siglos, todo el
conocimiento, la descripcion y el tratamiento hacia la enfermedad fue meramente empirico.
No fue hasta 1882 que se tuvo un cambio radical en el conocimiento de la tuberculosis de la
mano de Robert Koch, quién demostrd que el agente de la enfermedad era una bacteria y con
ello nacieron las técnicas para su identificacién (Philip, 2019). A partir de este punto, el
conocimiento y el esfuerzo por desarrollar tratamientos efectivos para su erradicacion avanzo
considerablemente.

2.2 Descripcion de la enfermedad y etiologia

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa causada principalmente por el bacilo
M. tuberculosis, la cual muestra altas tasas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial.

M tuberculosis sensu stricto forma parte de un grupo conocido como complejo M
tuberculosis (MTCB) formado por ocho especies, donde se incluyen: M. tuberculosis, M.
bovis, M. bovis Bacillus Calmette-Guerin (BCG), M. africanum, M. caprae, M. microti, M.
cannettii y M. pinnipedii, siendo M. tuberculosis sensu stricto el agente causante de un 90 %
de los casos de tuberculosis pulmonar. La tuberculosis sigue siendo serio problema de salud
publica, con aproximadamente un tercio de la poblacion mundial infectada; en el afio 2022
fue causa de 1.5 millones de muertes (Global Tuberculosis Report 2023, s. {.). el 86% de los
nuevos casos de tuberculosis se produjeron en los 30 paises con mayor carga de tuberculosis,

entre los paises mas afectados estan: India, Indonesia, Filipinas, China, Bangladesh (Figura

).
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Figura 1. Incidencia estimada de tuberculosis en 2020. Las diferentes intensidades de color azul
representan el rango de casos de tuberculosis por cada 100,000 habitantes
(https://www.sanidad.gob.es/profesionales/saludPublica/prevPromocion/PlanTuberculosis/mapas.htm

M. tuberculosis es una bacteria de forma bacilar, inmévil, no esporulada, mide de 2 a 4 um
de longitud por 0.2 a 0.5 um de ancho. Esta es una bacteria aerobia estricta, condiciéon que
favorece su localizacion en los alvéolos pulmonares (Pai etal.,, 2016). Es un patdgeno
intracelular de lento crecimiento con un tiempo de generacion de 15 a 20 horas. La pared
celular de la micobacteria es una estructura compleja que se requiere para el crecimiento
celular, la resistencia a los antibioticos y la virulencia (Asselineau et al., 2002). Es una
bacteria que no puede ser tefiida con la coloracion de Gram, debido a su alto contenido en
lipidos, pero si puede ser teflida con la coloracion diferencial de Ziehl-Neelsen, por lo que es
clasificada como una bacteria acido alcohol resistente (BAAR). Ademas de la resistencia a
los colorantes, también su alto contenido en lipidos le confiere una mayor resistencia a los
desinfectantes y la desecacion (Asselineau et al., 2002). La pared celular es parte principal
de la virulencia de la bacteria, estd compuesta de tres macromoléculas distintas:
peptidoglicano, arabinogalactano y acidos micdlicos (Figura 2-A), que estdn rodeadas por

una capa externa de lipidos libres que constituyen una estructura similar a una cépsula, la
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cual contiene ademas de lipidos, proteinas y polisacaridos (Maitra et al., 2019). Gracias a la
tecnologia de secuenciacion, sabemos que el genoma de M. tuberculosis se conforma por
mas de 4,411,529 millones de pares de bases (Figura 2-B), que codifican para unos 4000
genes (Cole et al., 1998), obteniendo un mejor conocimiento en la biologia y sintesis de

proteinas y factores que intervienen en la virulencia (Figura 2-B).
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Figura 2. A) Componentes de la pared celular de M. tuberculosis. B) Genoma de la cepa de M. tuberculosis
H37Rv (Nature Reviews, 2002, 1998).

La infeccion de M. tuberculosis con mayor frecuencia se transmite de persona a
persona por medio de gotitas de 1 - 5 micras de didmetro suspendidas en el aire en forma de
aerosol. Las gotitas infecciosas se generan cuando las personas que tienen la enfermedad
activa de tuberculosis pulmonar al toser, estornudar o al hablar. Las gotitas que contienen
dos o tres bacilos son lo suficientemente pequefias para permanecer suspendidas en el aire
durante largos periodos de tiempo, la transmision se produce cuando una persona inhala las
gotitas, éstas entran por via aérea pasando por los bronquios hasta alcanzar los alvéolos
pulmonares, lugar donde los bacilos se replican (Global Tuberculosis Report 2023, s. f.).
Globalmente existen seis linajes de M. tuberculosis: linaje indo- oceanico, linaje Este-
asiatico, linaje del este africano-asiatico, linaje Euroamericano, linaje del oeste africano 1y
linaje del oeste africano 2 (Gagneux, 2013), sugiriendo que las cepas se adaptan a cierto tipo

de poblacion.



2.3 Tuberculosis pulmonar
La tuberculosis puede afectar cualquier 6rgano del cuerpo, sin embargo, cerca del 85-90%
de los casos de tuberculosis son a nivel pulmonar (Global Tuberculosis Report 2023, s. f.),
ya que la via aérea es la principal via de entrada a los pulmones. La forma de transmision
para que una persona sana se contagie de tuberculosis pulmonar es permaneciendo en
contacto con una persona con enfermedad pulmonar activa de manera continua, aspirando
gotitas de saliva que contienen dos o tres bacilos, estas gotitas son lo suficientemente
pequefias para permanecer en el aire durante largos periodos de tiempo y entrar por via aérea
y establecerse en los alveolos pulmonares donde los bacilos se replican una vez establecidos,
para que se implante una infeccion puede darse en cualquier region del pulmon pero mas
frecuentemente en el I6bulo distal inferior. Las células que participan en esta infeccion
primaria son los macrofagos que se encuentran en los alveolos y las células del epitelio
pulmonar, se lleva a cabo un reclutamiento de células inflamatorias para dar lugar a la
formacion del granuloma (Escombe et al., 2007). Algunas personas podran desarrollar una
infeccion activa por M. tuberculosis y presentar sintomas clinicos, sin embargo, la mayoria
no desarrollardn sintomas clinicos pero son capaces de desarrollar una respuesta inmune
eficiente, esto ocurre porque el sistema inmune puede controlar la infeccion, ya que hay un
equilibrio dinamico entre los mecanismos de defensa del individuo y la bacteria, en este caso

las personas desarrollaran una infeccion latente por este agente.

2.4 Diagnostico de Tuberculosis

2.4.1 Técnicas de identificacion

Para llegar al diagndstico de Tuberculosis, se realiza por medio de los hallazgos
clinicos que presente el paciente y por rayos X, y con respecto a las técnicas de laboratorio
utilizadas para la identificacion se encuentran las técnicas convencionales, asi como las
técnicas moleculares. Los métodos convencionales utilizados son, la baciloscopia y el
cultivo en medio de Lowenstein Jensen ademdas de pruebas para investigacion
bioquimicas para identificar a especies del complejo MTB (Global Tuberculosis Report

2023, s. f.) Las muestras fueron procesadas en gabinete de bioseguridad nivel II para



realizar los procedimientos de cultivo, todas las muestras fueron inoculadas directamente
en el medio de Lowenstein Jensen (LJ), tincion y descontaminacion por el método de
Petroff.

Para realizar la descontaminacion por el método de Petroff (Petroff, 1915), se realiza
colocando la muestra de la expectoracion en un tubo estéril con un volumen igual de
NaOH 4%. La baciloscopia, se realiza utilizando la tinciéon diferencial de Ziehl-Neelsen
para la identificacion de bacilos acido alcohol resistentes (BAAR), ésta utiliza carbol
fucsina fenicada y como colorante secundario el azul de metileno, las bacterias se tifien
de color rojo con un fondo azul como contraste, este procedimiento es uno de los mas
rapidos y economicos. El Cultivo en el medio de Lowenstein Jensen de las muestras
clinicas es fundamental para el diagnostico de las infecciones por este microorganismo,
es un método mas sensible que la baciloscopia pero para tener un resultado positivo hay
que esperar de 6 a 8 semanas y esto produce un retardo en el inicio del tratamiento. Las
colonias son identificadas por el tiempo de crecimiento, produccion de pigmento y por
las pruebas bioquimicas como la produccion de niacina y la reduccion de nitratos, ademas
de la prueba de catalasa realizada a temperatura ambiente (25°C) y a 68°C, M.
tuberculosis es sensible a esta temperatura a diferencia de otras micobacterias no

tuberculosas (Global Tuberculosis Report 2023, s. 1.).

2.4.2 Técnicas moleculares
Las técnicas moleculares nos permiten identificar la especie a nivel de genotipo y
determinar la variabilidad genética entre los aislados a estudiar, entre los métodos para
realizar genotipificacion estan: Polimorfismos en la longitud de fragmentos de restriccion
IS6110 (RFLP IS6110) (Groenen et al., 1993), el Numero Variable de Repeticiones en
Tandem de las Unidades Intercaladas Repetitivas de Micobacterias (MIRU-VNTR) y la
tipificacion con los Oligonucledtidos espaciadores (Spoligotyping) (Gori et al., 2005).

2.4.2.1 Técnica RFLP-IS6110
Esta técnica (Polimorfismos en la Longitud de Fragmentos de Restriccion de laregion 1S6110
) se basa en la restriccion enzimatica y la hibridacion del DNA con una sonda correspondiente

a un fragmento de la secuencia de insercion 1S6110. Dicha secuencia de insercion se



encuentra presente con una variacion de 0 a 20 copias en todas las cepas de M. tuberculosis,
en posiciones variables, por lo cual, se puede observar un polimorfismo de distintas bandas
para cada cepa. A este resultado se le denomina perfil genético RFLP-1S6110 (Sylvain et al.,
2010).

2.4.2.2  Técnica de MIRU-VNTR
Esta técnica ( Numero Variable de Repeticiones en Tandem de las Unidades Intercaladas y
Repetitivas de Micobacterias) esta basada en la comparacion de las repeticiones de locus
multiples de secuencia corta y consisten en la deteccion de segmentos mas simples de
repeticiones en tindem de 2-5 pb, situados en diversos sitios del genoma como marcadores
genéticos; generando asi un polimorfismo de elementos repetitivos diferentes entre cada cepa
de micobacterias, pudiéndose asignar un patrén para determinar genotipicamente un linaje o

sub-linaje al que corresponde (Sylvain et al., 2010).

2.4.2.3  Tecnica de Spoligotyping
La técnica de espoligotipos o “Spoligotyping” se basa en la presencia y ausencia de
secuencias espaciadoras conocidas que se presentan entre las repeticiones directas DR
(region Direct Repeat) que se encuentran situadas en un locus cromosémico exclusivo del
complejo M. tuberculosis. Una vez que se extrae el DNA de las micobacterias, se realiza una
amplificacion utilizando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa de estas secuencias
obteniendo productos de amplificacion de diferentes tamafios, para posteriormente realizar
una hibridacién utilizando 43 oligonucledtidos los cudles estan fijados en una membrana
como soporte y se revelan patrones de espacios diferentes entre cada cepa del complejo,
observando la presencia o ausencia de los 43 espaciadores de secuencia Unica de este locus
como marcas oscuras (Gori etal., 2005). Dichas marcas de los patrones obtenidos se
convierten a un formato binario, que se interpretar utilizando los nimeros 1 y 0. El “1”
indicara la presencia de una hibridacion; mientras que el “0”, se utilizard cuando no se
encuentre marca en el espacio, por lo tanto no hay hibridacion. Posteriormente, se obtendra
un codigo que serd separado en 14 grupos de tres digitos, dejando al espaciador 43 con so6lo
un digito separado del resto. Posteriormente, cada grupo de tres digitos se interpreta de la

forma siguiente:
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000=0
001=1
010=2
011=3
100=4
101=5
110=6
111=7

El ultimo espaciador 43 de la siguiente forma: 0=0, 1=1 (Figura 3). Este cddigo, llamado
también octal se ingresa en la base de datos internacional SITVIT2 database del Instituto
Pasteur Guadeloupe. Esta base de datos se encuentra disponible en (http://www.pasteur-
guadeloupe.fr).

Una vez obtenidos los valores se caracterizan de acuerdo a lo obtenido para clasificarlos en

la familia correspondiente; o bien si se detecta un espoligotipo no definido se notificara como

desconocido (Orphan), (Driscoll, 2009).

Fatran original

Patron binario

Blogue octal
Cadigo octal
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Figura 3 . Analisis de los patrones de spoligotyping. Se muestra como se debe realizar la lectura para

posteriormente obtener el codigo octal y revisarlo en la base de datos.
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2.5 México y la tuberculosis

En México, la tuberculosis mantiene una tendencia ascendente en la incidencia de mortalidad
por la enfermedad, tan s6lo en el afio 2022 se diagnosticaron cerca de 30,000 casos nuevos
de tuberculosis pulmonar (Salud, s. f.). En Nuevo Ledn, en el afo 2022, se reportaron mas
de mil casos nuevos reportados por la secretaria de Salud del estado (Salud, s. f.)teniendo un

aumento en mas de cien casos comparado al mismo tiempo que el afio anterior.

2.6 Cepas Farmacorresistentes

La aparicion de cepas farmacorresistentes, han considerado a la tuberculosis como una
emergencia de salud publica y una enfermedad reemergente (Global Tuberculosis Report
2023, s. f.), esto se ha observado porque lejos de contener la enfermedad, los nimeros de
casos han aumentado de manera alarmante. La linea de primera atencion incluye a los
antifimicos isoniazida, rifampicina, pirazinamida y etambutol, los cuales son administrados
por un periodo de 6 meses con supervision (Global Tuberculosis Report 2023, s. f.). Sin
embargo, pocos anos después de haberse iniciado su uso como farmacos anti-TB se reportd
el surgimiento de cepas de M. tuberculosis resistentes a los dos medicamentos mas eficaces
(rifampicina e isoniazida). Estas cepas se denominaron multifarmacorresistentes (Figura 4).
Ademas, la resistencia a rifampicina generalmente esta asociada a la resistencia de otros
farmacos de primera linea. Esta situacion ha comprometido el control de la TB y ha
contribuido al resurgimiento de la TB en todo el mundo (Pai et al., 2016), debido a que los
pacientes portadores de cepas MFR tienen escasa probabilidad de curarse. A pesar de la
seriedad de la TB-MFR, este problema aun no se aborda en una forma adecuada por parte de
la comunidad médica y cientifica mundial, no teniendo protocolos eficientes para contener

la enfermedad ni para la prevencion de la misma (Global Tuberculosis Report 2023, s. f.).
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Figura 4. Porcentaje de nuevos casos de tuberculosis multifarmacorresistentes por paises.
Las figuras estan basadas en el afio mas reciente reportado, el cual puede variar entre
paises (WHO 2018).

2.6.2 Mecanismos de accion de farmacos antituberculosos.

El tratamiento que se le brinda a una persona con tuberculosis pulmonar suele tener un
periodo largo y requiere de distintos firmacos que en conjunto, tendrdn una accion
antituberculosa; los farmacos de eleccion como primera linea son la rafampicina, isoniazida,
pirazinamida, etambutol y estreptomicina, mismos que fueron descubiertos y aplicados a
través del tiempo ( Figura 5 ) la cronologia de medicamentos utilizados en la terapia contra

la tuberculosis (Ormerod, 2005).
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Figura. 5. Cronologia de medicamentos utilizados en la terapia contra la tuberculosis.
Tomado y modificado de: The Lancet, 375(9731), 2100-2109

2.6.2.1 Rifampicina

La rifampicina es un bactericida derivado de la rifamicina B aislada partir de cultivos
derivados de un bosque de pinos cerca de Niza, Francia, en los laboratorios de Lepetit y Ciba.
En dichos laboratorios se buscaba disminuir la rapida eliminacion del medicamento por via
biliar y aumentar su efecto antibidtico. La rifamicina B fue modificada a rifamicina-SV y de
esta surgio la rifampicina que actualmente conocemos. Este medicamento era de primera
linea para tratar a los pacientes con tuberculosis, sin embargo, después de la aparicion de
bacterias resistentes se combind el medicamento con otros (etambutol, estreptomicina e
isoniazida) durante periodos mas largos de tratamiento (18 meses). El mecanismo de accion
es mediante la union a la subunidad beta de la RNA polimerasa dependiente de DNA,
logrando asi que no se forme la parte inicial de la cadena de sintesis de RNA (Figura 6).
Actualmente MTB presenta resistencia a este medicamento debido a una mutacion del gen

rpoB por el cambio del aa 420 de serina a leucina (Ormerod, 2005).
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Figura 6. Mecanismo de accion de la rifampicina. Este antibiotico interfiere con la
transcripcion del mRNA al unirse a la subunidad beta de la RNA polimerasa.

2.6.2.2 Isoniazida

La Isoniazida es un fArmaco sintético derivado del &cido nicotinico. Es un firmaco de gran
importancia ya que constituye la mayor actividad bactericida en el tratamiento antituberculoso,
siendo muy efectivo tanto para los bacilos extracelulares, como los intracelulares (Gonzélez-
Martin et al., 2010). Su mecanismo de accién no estd bien definido, sin embargo, se han
sugerido algunas formas de como actlia frente al bacilo, principalmente, se ha mencionado que
actua inhibiendo la sintesis del acido micolico, constituyente importante de la pared celular
micobacteriana (Takayama et al., 1975) dicha exposicion lleva a la pérdida de la acido
resistencia, y por tal motivo, al descenso de la cantidad de lipidos. Otros mecanismos que se han
propuesto son la activacion del sistema catalasa- peroxidasa (Arraiz et al., 2005) y la generacion

de especies reactivas de oxigeno (Taha Nazir, 2011).

2.6.2.3 Pirazinamida

La pirazinamida es un farmaco utilizado en la primera linea en los esquemas modernos contra
tuberculosis; generalmente se administra junto con isoniazida o rifampicina. Fue sintetizada
en el afio 1952 por kushner y solotorovsky (Stoffels et al., 2012). Inicialmente se considerd

como farmaco de segunda eleccion o como tratamiento de rescate debido a su toxicidad. En
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1972 se reincorporo cuando se lograron realizar nuevos esquemas debido a asociaciones de
medicamentos, diferentes duraciones y distintas formas de administracion (Daniel, 2006).
Este farmaco es absorbido en el epitelio intestinal, se absorbe de 1.25 horas hasta 3.6 horas,
una vez absorbido alcanzara la circulacion donde es distribuido en toda el agua corporal. Es
activado con pH ligeramente acido (dentro de las micobacterias, pH: 5) donde se convierte
en acido &cido pirazinoico por medio de la enzima pirazinamidasa. El 4cido pirazinoico sale
de la bacteria por difusion donde se protona y vuelve a entrar a la bacteria provocando una
acidificacion en la bacteria lo que provoca su muerte. Ademas, el acido pirazinoico inhibe la
proteina FAS1 la cual es la encargada de producir acido micélico, el cual forma parte de la
pared microbiana, asi mismo también se une a la proteina s1 ocasionando una inhibicidon en
el proceso de trans-traduccion (Ormerod, 2005).

La bacteria adquiere resistencia debido a mutaciones en el gen pncA el cual se encarga de
producir pirazinamidasa, dichas mutaciones provocan baja cantidad de la enzima
pirazinamidasa y por ende este firmaco no se puede activar (Kapur et al., 1994). Asi mismo
mutaciones en gen S1 generan resistencia debido a que el farmaco no podria afectar en la
trans-traduccion. Es desechado por medio de la orina, puede tener efectos secundarios como

vomito, nauseas, fiebre, gota aguda y lesion hepatica con ictericia.

2.6.2.4 Etambutol

El etambutol es considerado un fairmaco a implementar en casos de infecciones causadas por
micobacterias como bien lo pudieran ser las infecciones atipicas por micobacterias o el caso
de la tuberculosis (Mcllleron et al., 2006). Es muy comun que dentro de las prescripciones
médicas, se combine este farmaco con alguno otro (administracion multiple) como lo
pudieran ser la pirazinamida, isoniazida, rifampicina o estreptomicina ya que existen
infecciones de tuberculosis que estan generadas por micobacterias resistentes a la isoniazida
y la combinacién de distintos farmacos, logran potencializar el efecto en el paciente. El
etambutol es de carcter bacteriostatico, lo cual quiere decir que en su mecanismo de accion,
se encarga de interrumpir la biosintesis de arabinogalactano, afectando el ensamblaje de la
pared celular de la micobacteria. Este actia de manera especifica sobre la bacteria que
produce la tuberculosis y se encarga de inhibir la entrada en la bacteria de los acidos

micélicos, que son los constituyentes esenciales de la pared celular de las micobacterias (Nair
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et al., 2023).
El mecanismo de accion de los farmacos de primera linea se encuentra descrita en la (Figura

7)
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Figura 7. Mecanismo de accion de los firmacos de primera linea contra tuberculosis

2.7 Sistemas de Informacion Geografica (GIS)

Los avances en la computacion y programas de informatica han implicado un desarrollo
importante para la aplicacion de esos softwares en las ciencias de la salud y su aplicacion en
la investigacion; uno de los més utilizados actualmente para dicho propoésito son los softwares
o sistemas de informacion geoespacial (GIS por sus siglas en inglés). Estos softwares se han
utilizado para capturar, almacenar, verificar y mostrar datos relacionados con las posiciones
en la superficie de un determinado sitio-espacio. Al observar los datos aparentemente no
relacionados, los GIS pueden ayudar a los investigadores a comprender mejor los patrones
espaciales y sus relaciones con las variables especificas que se desean investigar (Moonan
et al., 2004). Para ello, estos softwares utilizan cualquier informacion que incluya una
ubicacion; que se puede expresar de distintas maneras como la latitud y longitud, la direccion

o el cddigo postal. Distintos tipos de informacion se pueden comparar y contrastar utilizando
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los GIS. Igualmente, estos sistemas pueden incluir datos sobre personas, tales como
poblacién, ingresos o nivel de educacion. Puede incluir informacion sobre ubicaciones de
distintas variables como la ubicacion de rios, diferentes tipos de vegetacion y distintos tipos
de suelo. Para la parte social, se pueden incluir variables para la deteccion de fabricas, granjas
y escuelas; o desagiies pluviales, carreteras y lineas de energia eléctrica. Con estos softwares,
se puede comparar las ubicaciones de diferentes cosas con el fin de evaluar cémo se relaciona
entre si y determinar si tienen un valor estadistico. Algunos ejemplos es la creacion de mapas
que nos muestran los sitios donde se produce mayor contaminacion, identificando las fabricas
y sitios sensibles a la contaminacién. Dicho mapa ayudo6 a los investigadores a determinar
donde esta el mayor riesgo de abastecimiento de agua (Poojar et al., 2020). Desde principios
del 2000, se comenzaron a utilizar los primeros estudios con la tecnologia de los GIS
aplicados en el area de la salud; donde se queria comprender como se comportaban diferentes
enfermedades, su asociacion epidemiologica y la evaluacion de los programas para el control
de la enfermedad. Entre todas ellas, una de gran interés para nosotros, fue la tuberculosis.
Los primeros estudios se realizaron en Estados Unidos, donde se evalu6 una estrategia bien
elaborada para la implementacion y gestion en la prestacion de servicios de salud contra la
tuberculosis evaluando la zonas y poblacion afectadas. Casi al mismo tiempo, se realizaron
observaciones en los patrones de contagio de la tuberculosis en una poblacion de Baltimore,
USA, (William. 1998) adaptando un GIS para la geolocalizacion y epidemiologia de la
enfermedad. Sus resultados sugerian, que mas de un tercio de casos de personas infectadas
en las zonas urbanas resultaban de una transmision recientemente, obteniendo la informacion
mediante el analisis geoespacial de las cepas. Mas adelante, en un estudio en Africa, debido
a la alta tasa de infeccion de tuberculosis y otros tipos de enfermedades, se determind que la
capacidad de modelizacion espacial que ofrece el GIS es directamente aplicable a la
comprension de la variacion espacial de la enfermedad, y su relacion con los factores
ambientales y el sistema de salud. Concluyendo que el potencial de los GIS para contribuir a
la investigacion y planificacion sanitaria en Africa debe ser aplicable a los problemas de
salud mas apremiantes en el continente (Tiwari etal., 2006). Los softwares para GIS
evolucionan, y con ello el uso que tiene una aplicacion; tal fue el caso del grupo de Tiwari,
et al, que en el 2006 publicaron la identificacion de zonas de riesgo (4ot spots) en una region

de la India, donde se forman “cluster” de cepas y pueden ser bien identificadas en el plano
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geoespacial para poder tener una estrategia bien implementada evitando la diseminacién de
la enfermedad. Gracias a esto, la metodologia estadistica de escaneo espacial utilizada en este
estudio tuvo un uso potencial en la vigilancia de la tuberculosis para detectar los verdaderos
puntos de contagio de la enfermedad (Tiwari et al., 2006). En México, el primer estudio se
efectud en el ano 2005 por el grupo encabezado por Jacobson, et al, en la cual, mediante el
analisis de una poblaciéon de Veracruz, se analizd la distribucion geoespacial de cepas
detectadas como MRD, obteniendo una distribucion no significativa para concluir que la
misma cepa era la causante de infeccion en kilometros de distancia (Jacobson et al., 2005).
Los GIS actualmente tienen potentes herramientas que pueden ayudar a considerar otras
situaciones a las ya mencionadas, una de las cuales es predecir como se puede comportar la
enfermedad; teniendo significancia en la transmision y nimero de infectados, asi como
deducir el tipo de cepa que estard en esa infeccion. Es por ello la importancia de obtener un
analisis actual, moderno y bien identificado para la vigilancia, accién y tratamiento de las

personas que estan infectadas (Poojar et al., 2020).
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3 DETERMINACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La tuberculosis (TB), causada principalmente por la bacteria Mycobacterium tuberculosis, es
un serio problema de salud publica mundial, debido a que causa la muerte de millones de
personas cada afio. Después de la pandemia por COVID-19, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) considerd una reemergencia por ser nuevamente la principal causa de muerte
por un agente infeccioso. Ademads, el problema se agrava debido a la aparicion de bacterias
multi-resistentes a antibidticos (MRD). La importancia clinica epidemiologica es alta debido
a la falta de protocolos efectivos para su identificacion, vigilancia y control. Nuestro objetivo
es generar protocolos con el desarrollo y la innovacion de técnicas moleculares, para
determinar: 1) la variedad genética de las cepas aisladas de una poblacion; 2) la
epidemiologia y su correlaciéon con MRD; y 3) el riesgo con otras enfermedades (diabetes y
VIH/SIDA). Con la informacion recopilada podremos establecer la incidencia de la TB
dentro de un espacio determinado, analizar la formacion de zonas de riesgos (Kot spots) y
proporcionar modelos de prediccion del contagio. Los datos dardan informacion de la
resistencia a farmacos de cepas, su georreferenciacion en el estado y permitird determinar la

factibilidad de implementar protocolos similares a lo largo del pais.
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4 HIPOTESIS

Existe una diversidad genética de los aislados clinicos de Mycobacterium tuberculosis
presente en las poblaciones de Monterrey, San Nicolds de los Garza y Guadalupe, Nuevo

Leodn.

S OBJETIVO GENERAL

Analizar y genotipificar, determinar la farmacorresistencia, la formacion de “sitios de
riesgo® y la variabilidad epidemiologica de los aislados clinicos de Mycobacterium

tuberculosis del area urbana del estado de Nuevo Ledn.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Genotipificar por espoligotipos los aislados clinicos de las cepas de Mycobacterium
tuberculosis del area urbana de Nuevo Leodn.

2. Determinar la susceptibilidad y resistencia a los antifimicos de primera linea.

3. Determinar por georreferenciacion la distribucion espacial de tuberculosis de la zona
urbana de Nuevo Leon.

4. Determinar la correlacion epidemiologica entre la Genotipificacion y los factores de
riesgo

5. Elaborar un mapa de geolocalizacion y georreferenciacion para determinar sitios de
riesgo de los casos de tuberculosis pulmonar mediante el uso de sistemas de

informacion geoespacial.
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Poblacion de estudio:

Se realiz6 un estudio transversal con la seleccion de 151 muestras obtenidas aleatoriamente.
Las cepas de Mycobacterium tuberculosis se aislaron de la poblacion del area urbana de
Nuevo Leon, de clinicas de primer nivel de la secretaria de Salud del estado de Nuevo Leon,
provenientes de muestras de esputo de paciente diagnosticados con TB pulmonar por primera
vez en el periodo de junio del 2019 a diciembre 2020. Estas muestras se procesaron en el
Laboratorio estatal de salud publica del estado de Nuevo Ledn para su cultivo y
posteriormente se realizé la extraccion de material genético en el laboratorio de Inmunologia
y virologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL en colaboracion con el
laboratorio de Micobacterias y Biologia Molecular del Departamento de Patologia Clinica de
la Facultad de Medicina de la UANL. El rango de edad para los pacientes incluidos fue de
18 a 96 anos. En este estudio se excluyeron los pacientes con tuberculosis extrapulmonar, los
menores de edad y los pacientes que se encuentren en condiciones de carcel. Este estudio fue
aprobado por el comité de ética de la Facultad de Enfermeria de la Universidad Auténoma
de Nuevo Leo6n, con numero de registro: FAEN-E-1496. Asi mismo, solamente se tuvo

acceso a las muestras de esputo, nunca a los pacientes.

6.2 Procesamiento de muestras clinicas:
Las muestras clinicas se procesaron en un gabinete de bioseguridad nivel II en donde
se llevo a cabo la descontaminacién por medio del método de Petroff, la tincion de Ziehl-

Neelsen para detectar BAAR y se cultivaron en medio Lowestein-Jensen.

- Descontaminacion de Petroff:
Para llevar a cabo la descontaminacion, se realizé de acuerdo al protocolo (Petroff,
1915) de las muestras se afiadié 2 mL de la muestra y 2 mL de NaOH 4% en un tubo estéril
de fondo coénico. Se homogeniz6 la muestra en vortex por 30 s. Posterior a ello se centrifugd

por 15 min a 3000 rpm, se desecho el sobrenadante. Se utilizo HCI para neutralizar el pH.

- Tincion de Ziehl-Neelsen:

Para la identificacion de BAAR, se realizo6 la tincion diferencial de Ziehl-Neelsen. Se
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colocod una asada de la muestra en un portaobjetos y se fijo con calor en una plancha de
calentamiento. Se cubrié totalmente la superficie de la preparacién con fucsina basica
fenicada recién filtrada y dejar actuar mediante la emisiéon de vapores con una torunda y
alcohol hasta completar tres veces; se lavo con agua destilada, posterior a ello se cubri6 la
preparacion con alcohol-acido para decolorar, se enjuagd la preparacion con abundante agua
y se cubri6 la superficie con la preparacion con azul de metileno por 5 min, se enjuag6 la
preparacion; se examiné al microscopio de luz visible con un objetivo de inmersion (100X).
Los BAAR se tifieron en rojo brillante sobre un fondo azulado como contraste (Pai et al.,

2016).

- Cultivo en Lowenstein-Jensen:
Las muestras procesadas se transfirieron a tubos con tapon que contienen medio
Lowestein-Jensen incubdndolos a 37°C en una atmodsfera de 5-10% COz. El crecimiento
promedio fue a partir de las cuatro semanas y no se descartaron los tubos hasta finalizar ocho

semanas para considerarlos negativos.

- Identificacion de M. tuberculosis:
Para confirmar la especie de la micobacteria, las colonias se identificaron con pruebas
bioquimicas, como la produccion de niacina y reduccion de nitratos, siendo un resultado
positivo al observar un cambio de incoloro a color morado. Ademas de la prueba de catalasa,
la cual se identifica por la liberacion de Oz y produccion de agua, utilizando el perdxido de
hidrégeno a temperatura ambiente (25°C), dicha reaccion es negativa cuando se realiza a
68°C ya que M. tuberculosis es sensible a esta temperatura a diferencia de otras micobacterias

no tuberculosas (Gonzalez-Martin et al., 2010).

6.3 Obtencion de DNA:

La extraccion de DNA gendmico se realizd mediante el método de lisis enzimética
con lisozima y proteinasa K. Se utilizaron cinco colonias de cultivo para inactivarlo en un
tubo de 1.5 mL a 80°C por 1 h con agua estéril en bafio seco, posteriormente se centrifugd

por 10 min a 8,500 rpm, y se desecho el sobrenadante. Para el precipitado, se lavd con Tris-
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HCI1 100 mM vy lisozima (1mg/mL) y se incub6 toda la noche a 36°C en baio seco. Se agreg6
buffer TE 1X con SDS 1% /proteinasa K y se incubo6 por 2 h a 55°C. A esto se le agregd
fenol saturado (cloroformo: alcohol isoamilico; 24:1) y TE 1X, se mezclo y se centrifugd 8
min a 14,000 rpm. Este ultimo paso se repitio por triplicado. Se recuper6 la fase acuosa, se
afiadio 2.33 volimenes de etanol absoluto y se dejo precipitando por 20 min a -20°C y se
centrifugd por 5 min a 14,000 lavando el sedimento con etanol al 70% por dos veces.
Posteriormente se dejo secando toda la noche, y se suspendi6é en TE 1X y se incub6 a 65°C
por 15 min. La cuantificacion del DNA se realizd6 mediante el equipo de NanoDrop® por

triplicado.

6.4 Genotipificacion de M. tuberculosis mediante Spoligotyping:

Todos los aislamientos se genotipificaron con un kit comercial de Spoligotyping (Isogen
Lifes sciences) de acuerdo a la técnica estandarizada (Driscoll, 2009). Se realiz6 la
amplificacion de las regiones espaciadoras del genoma de M. tuberculosis mediante los genes

DRa y DRb, utilizando 200 ng de DNA vy lo siguiente:

Buffer (NH4 1X pH 8.8), 2 mM de MgClz, 0.2 mM
de cada ANTP, 200 nM

Iniciador DRa 5’-Biotina-GGTTTTGGGTCTGACGAC-
3

Iniciador DRb 5’-CCGAGAGGGGACGGAAAC-3’

Taq DNA polimerasa 11U

Las condiciones utilizadas fueron las siguientes:

-Desnaturalizacion a 96°C por 3 min

-40 ciclos de 96°C por 1 min, 55°C por 1 miny 72°C por 30 s.

-Extension final a 72°C por 5 min.

El DNA de M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG se usaron como controles.

La deteccion quimio luminiscente de la membrana se llevé a cabo mediante la incubacion

por 1 min en 20 mL de los reactivos de deteccion del kit (Gori et al., 2005).
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6.5 Perfil de farmacorresistencia fenotipica por el método BACTEC MGIT 960:

Para determinar la susceptibilidad a los antifimicos de las cepas genotipificadas, se utilizo el
kit comercial BACTEC™ MGIT™ 960 SIRE Kit y se realizo el protocolo sugerido por el
fabricante (Becton, Dickinson and Company). Este es un método cualitativo que tuvo una
duracion variada de entre cuatro a trece dias. Estos resultados fueron interpretados por el
equipo BD BACTEC MGIT de forma automatica para la sensibilidad o resistencia fenotipica
de estreptomicina (STR), isoniazida (INH), rifampicina (RIF) y etambutol (EMB). Se
consideron concentraciones estandar (isoniazida > 0,1 pg/mL, rifampicina 1,0 pg/mL,
etambutol 5,0 pg/mL y estreptomicina 1,0 pg/mL). Las cepas resistentes a rifampicina se
consideraron resistentes a rifampicina (TB-RR), las cepas resistentes a 2-4 farmacos se
consideraron multirresistentes (TB-MDR); y las cepas resistentes a todos los medicamentos

de primera linea fueron consideradas SIREP MDR-TB.

6.6 Correlacion de genotipos de M. tuberculosis y su farmacorresistencia:

En este apartado se observo si existe alta o baja incidencia de agrupaciones.
Asimismo, los perfiles de farmacorresistencia fenotipica obtenidos se conjuntan para ver la
existencia de una correlacion entre las cepas resistentes con base a la incidencia de las
agrupaciones. La frecuencia de los espoligotipos encontrados se cuantifico y se determinaron

los genotipos predominantes en la poblacion de estudio, como su farmacorresistencia.

6.7 Correlacion con pacientes con factores de riesgo:
Para establecer diferencias en la distribucion de los espoligotipos entre los pacientes, se

analizo6 el sexo, la edad y otras enfermedades como diabetes, VIH/SIDA.

6.8 Anadlisis de la georreferenciacion:

Para el andlisis de la correlacion epidemioldgica y de georreferenciacion con la
Genotipificacion, se utilizé el software de informacion geoespacial ArcGIS® (version 10.2),
para identificar puntos criticos y formacion de grupos, creamos mapas de los espoligotipos
de tuberculosis. Estos mapas incorporaron la ubicacién geografica de cada paciente. Para
mantener la confidencialidad no utilizamos la direccion exacta sino el domicilio entre calles

de cada cuadra y el municipio de cada paciente. Construimos mapas que muestran la
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distribucion de todos los casos de tuberculosis en los municipios para identificar patrones de

puntos espaciales. Para la estadistica se agregaron pruebas de T-student y chi-cuadrada.
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7. RESULTADOS

Se registraron durante todo el afo 2019, un total de 1151 casos nuevos de tuberculosis
pulmonar en el estado de Nuevo Leodn, teniendo una proporcion bien diferenciada en la
poblacidon masculina con mayor prevalencia. En el afio 2020, se registraron 140 casos nuevos
(de enero a julio), teniendo un porcentaje del 58% en la prevalencia masculina contra un 42%
en la poblacion femenina (Figura 8); de las muestras obtenidas, se seleccionaron 151 cepas
de forma aleatoria para hacer la genotipificacion por espoligotipos, teniendo una proporcion
del 73% (110) para poblaciéon masculina y del 27% (41) para la poblacion femenina en

personas infectadas por tuberculosis pulmonar (Figura 9).

Casos acumulativos de tuberculosis
pulmonar en 2019

Il HOMBRES
= MUJERES

Total=1292

Figura 8. Casos acumulativos del afio 2019- primer trimestre del 2020.
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B Hombres
BN Mujeres

Total=151

Figura 9. Muestras de pacientes con tuberculosis genotificadas. De los cultivos obtenidos, se eligi6 un total
de 151 muestras aleatoriamente para la realizacion de la genotipificacion, donde 110 (73%) corresponden a
varones y 41 (27%) muestras corresponden a mujeres.

La distribucion de la poblacion fue en hombres y mujeres mayores de dieciocho afios, 110
casos fueron en hombres y 41 en mujeres, teniendo un promedio de casos en hombres y
mujeres de los 40-44 afos, como se muestra en la tabla 1A Piramide poblacional y 1B de
distribucion por edad y género.

Tabla 1A. Piramide poblacional
Pirimide poblacional. Casos de tuberculosis pulmonar por sexo y edad

95.99 afios B

90-94 afios

85.80 afios |

80-84 afios |

75-79 afios s

70-74 afios |

6569 afios N

60-64 afios s —
55-59 afios I e Hormbres
50-54 afios I

4549 afios I

4044 afios I

35-39 afios I

30-34 afios I

25-29 afios I

2024 afios ]

15-19 afios [
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Tabla 1B. Distribucion por edad y género

Poblacion por | Ambos sexos Hombres Mujeres
edad

2019-2020

2019-2020 2019-2020

151 110 41
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Un total de 151 (100%) aislados fueron recolectados, (Ver diagrama de flujo Figura 10)
encontrando diecinueve sub-linajes, tomando como referencia la base de datos spoldb4 con
numero de tipo internacional Spoligotyping (SIT), ver patrones de espoligotipos (Figurall)
siendo los mas frecuentes T1 con 53 aislados, (35%) y X1 con 29 (19.2%) aislados
respectivamente, seguido por el tipo LAM 1,2,4,5,9 con 15 (10.2%), H 1,3 con 5 (3.3%),
MANILLA con 3 (2%), U con 4 (2.6%), X2 con 5 (3.3%), X3 con 4 (2.6%), Sy T con 3
(2%) aislamientos. Ademas del sub-linaje BEIJING se encontaron 5 (3.3%) aislamientos y
15 (9.9%) cepas no se pudieron clasificar. Ver tabla 2 acerca de Identificacion de
espoligotipos con su numero SIT (Figura 12) y la Tabla 3 acerca de la distribucion de las
familias de Mycobacterium tuberculosis por espoligotipos ademas de la figura 8, acerca de

la diversidad genética de los 151 aislados clinicos obtenidos

( N
1151 NUEVOS
CASOSDE TBen

2019 200 cultivos de 151 cepas de TB 42 cepasde TB Mapeq
" con DNA . . geoespacial e
140 casos en TB positivos para X ) con resistencia y . e .
" extraido, listas . . . identificacion de
2020 este estudio multirresistencia

para genotificar Clusters de TB
(mujeres: 446,
hombres: 846

\. J

\. / e/ e/ ) —

(19)
namero de

espoligotipos
de TB

Figura 10. Diagrama de Flujo
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Figura 11. Patrones de espoligotipos de las cepas aisladas. Los cuadros en negro representan la presencia de
espaciadores y los puntos representan la ausencia de espaciadores. Los nlimeros a la izquierda de la figura son
los nimeros de grupo. Una vez identificados los espacios marcados, se hace el conteo mediante el codigo octal,
donde el espacio marcado representa 1 y el espacio en blanco 0, leyendo de 3 en 3 y al final se toma la sumatoria
para insertar los valores en la base de datos (SpolDB) y obtener la familia correspondiente a cada cepa. Si no
se encuentra registrada se almacena como huérfana y se mantiene en ese estatus hasta acumular las suficientes
para denotar una nueva variante o familia.
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Tabla 2. Identificacion de espoligotipos con su numero SIT y sub-linaje

n Sub-linaje Numero octal Espoligotipos SIT
1| XI T77776777760771 ENEEEEEEEEEEEEEENOEEEEEEEEEEERERCOOOEEEEnEn | 119
2 | ORPHAN 776357777760771 EEEEEEENCCESEE NSNS SNEEEEEENENERCO00ONNEENEN -
3/ U 777777760000171 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERERCO0000CNEEN
4 | X1 777776777760771 EEEEEEEEEEEEEEEEECEEEEEEEEEEENEEC OO NN
5 T1 777777777760771 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEENENCCOONEENEEN 53
6 | X1 776377777020771 EEEEEEEEEEEEEEEEECEEEEEEEEEEENENCCOONENEEEN
7 X1 777776777760771 EEEEEEEEEEEEEEEENCEEEEEEEEENEEERC OO EEENEN
8 U 000067773760770 0000O00000000CENCEEEEEEEEECENENEEEC N EEENEN
9 Ti1 T77777777760771 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERC 00NN ENEEN 53

10 LAM4 777777607760731 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEECO0CEEEEENERCOD0ONENCNEN

11 | Ti1 377760771 | cooooOoOOOOOOCOOOOOOCEEEEEEEEEEEECOCCNENEEEN 258

12 | ORPHAN 777737605700031 ENEEEEEEOCEEECESNEEENEEEEEENENERCOD0ONEEENEN -

13 | T1 T77777777760771 ENEEEEEEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEENERCOO0ONEEENEN 53

14 LAMA4 77777760776073] | aEEEEEEEEEEEEEEEEEERCOOCONEEENEREEOOOCENEOEEE

15 | T1 TT7777777760771 ENEEEEEEEEEEEEEENEEEEEEEEEENEEEROO0ONEEENEN 53

16 | ORPHAN 677743477413770 (I TTTT ] ] (umsl ] (sjul]]]]]] me=s sl]]l]l]]]s

17 | LAM 2 677737607760771 ENCEEEEEEEEECEEENENECO0CNEEEENERO000NNEENEN 17

18 | LAM9 77777760776077] | EEEEEEEEEEEEEEEEEEERCCCCEEEEEEENCOCCENEEEEE 42

19 X1 T77776777760771 ENENEEEEEEEEEEEENOEEEEEEEEENENEROO0ONNEENEN

20 | LAM 1 677607607760771 EECEEEEEEENCOOCEEEEECO0CEEEEENENCOOCONENEEEN

21 | LAM 1 677777607760771 ENCEEEEEEEENEEEEEEEECO0CEEEEENEENCOOCNENEEEN

22 | Beijing 3771 0000000000000000000000000000000000 I EEEEEEEN 1

23 | LAM S5 777737607760771 EEEEEEEEEEENCEEEEEEECO0CEEEEERERCOOCEEEnnEn | 176

24 | Tl T77777777760771 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERC 00NN ENEEN 53

25 | H3 T77777777720771 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEROEO00ONEENEEN 50

26 | T2 T77777777760731 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERCO0ONEECNEN 52
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La siguiente tabla ( Tabla 3 ), muestra el resumen de la agrupacion con el tipo de sublinaje/clado, su

numero de aislados y la frecuencia en porcentaje.

Tabla 3. Distribucion de las familias de Mycobacterium tuberculosis

(n=151) por espoligotipos.

SUBLINAJE/ ESPOLIGOTIPO NO. (%)
CLADO AISLADOS

X1 ENEEEEEEEEEEEEEENCEEEEEE NN RO OO NN 29 19.2
BELJING 000000000000000000000000000000000CAEEEEEEE 5 33
BOV OROEEOECO000EEECOESNEEENENE NN EERERO000000 1 0.67
EAI2 MANILLA | EECSSSSSSSSESEEEEEECENEEEEECO0CONCENENENENE 3 1.98
EAIS (misl VI DT LTI T L] iniml 1] 1] smuislisf1]]T]T]]] 2 1.3
H1 EEEEEEEEEENEEEEEEEEEEEEEROCO0000N000CEENEEEE 1 0.67
H3 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEECRCOOOO NN NN E 4 2.6
LAM 1 (T DI L I Tl l fummm] |11 ]]] mumsl{{]]]]] 4 2.6
LAM 2 (T PIT T Il ]l ] mmel {111 ]1]] mumsl{{]]]]] 2 1.3
LAM 4 ENEEEEEEEEEEEEEEEEEECOOCNEEEEERROO00NENCEEE 2 1.3
LAM S LTI LTI ] [malml T]]] 1] umssl]{]]]]] 4 2.6
LAM 9 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEECCOCNEEEEEEROOCONEENEEE 3 1.9
X3 [ | | niuju/nlassssl T1] W TITIT]]TII]] ] mumsl [1]]]1]] 4 2.6
EOEEEEEECCENEEESEEEEEEEEEE NN OO CONEE NN 3 1.9

T EEEEEEEEEEERCO00000000CEEENCEERCOO0ONNEEEEEE 3 1.9

T1 ENEEEEEESEEESEEEEEEEEEEEEEEEEEERCOOCNNENENE 53 35.1

T2 EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE NN NN OOCOONENCNEE 4 2.6

U ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEENENEEEEEEEROO000000NEE 4 2.6

X2 ENCEEEEEEEEENENENCEEEEEEEEEEEEEROOO0ORRO000E 5 33
ORPHAN 15 9.9
TOTAL 151 100

36



Diversidad genética de los espoligotipos de
Mycobacterium tuberculosis

X1
BEIJING
BOV
EAI2_MANILLA
EAI 5
H1
H3
LAM 1
LAM 2
LAM 4
LAM 5
LAM 9
Total=151 S
N
T1
T2
U
m X2
X3
ORPHAN

Figura 12. Diversidad genética de los aislados clinicos (151) obtenidos.

Para las cepas de Mycobacterium tuberculosis genotipificadas, se les realizd la
farmacorresistencia fendtipica por el método de Bactec 610 (Tabla 4); se estudio la
resistencia a isoniacida, rifampicina, estreptomicina, etambutol y pirazinamida. Los
resultados arrojaron una resistencia de al menos a un antifimico del 17.2% ( 26 cepas), y una
multifarmacorresistencia del 11.9% (18 cepas) donde al menos dos son resistentes. Se destaca
la resistencia de 2 cepas a cinco antifimicos, siendo estas cepas agrupadas en una relacion de

SIREP-MDR-TB.

Tabla 4. Susceptibilidad a los antifimicos de primera linea
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Susceptibilidad

Farmaco-
resistencia

Espoligotipo
DR

RIF EMB PZA

STR INH

Aislado

X1

DR

MDR
MDR

T1

11

X1

19
24
25
26
29
36

DR

T1

DR

H3

MDR

T2

DR

X2

DR

T1

MDR
MDR

T1

37

X1

38
44
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DR

T1

MDR
MDR

T1
LAM 5

54
55

DR

X3

DR

T1
EAIZ_MANILLA

71

DR

R
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DR

T1

MDR

DR

T1

MDR
MDR

X1

92

X1
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DR

T1

MDR
MDR

X1
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121
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127
128

X1

DR

X1

DR

X3
EAI2_MANILLA

DR

S

MDR

T1

DR

X1

DR

X2

DR

T1

DR

T1

DR

H3

MDR

X1

DR

X1
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131 R S S S S H3 DR
133 R R R R R Tl MDR
135 R R R R R T2-T3 MDR
136 S R R R R LAM 5 MDR
140 S R S S S ORPHAN DR
141 R R S S R X1 MDR
146 R S S S S X3 DR
147 S R R S R X1 MDR
148 S R S S S Tl DR
151 R R R S R BEIJING MDR
27 24 15 7 21 46 26 20
Cepas sensibles 105
Total 151

STR: estreptomicina, INH: isoniacida, RIF: rifampicina, EMB: etambutol, PZA: pirazinamida

R: farmaco-resistencia; S: farmaco-sensible
DR: Farmaco-resistente; MDR: multifarmaco-resistente

Asi mismo, dentro de los factores de riesgo asociados con la tuberculosis pulmonar (Figura

14); tenemos que, de las 151 personas, el 21.2% tiene Diabetes mellitus tipo II, un nimero

importante en la asociacion con el desarrollo de dicha enfermedad (32 pacientes). En cuanto

al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), tenemos una poblacion del 2.6% (4

personas), un niimero bajo de acuerdo con distintos estudios sugeridos donde existe una alta

correlacion en el desarrollo de tuberculosis pulmonar activa y VIH (figura 13); sin embargo,

no se tienen los reportes si el paciente ya presenta el Sindrome de inmunodeficiencia

adquirida (SIDA) o bien que ya se encuentre en tratamiento con TARAA. El 75% restante

de los pacientes, no cuentan con estos factores de riesgo, sin embargo, se consideran los

factores como Enfermedad obstructiva crénica (EPOC), fumadores, desnutricion y el uso de

drogas por via parenteral o bien inhaladas mostrados en la tabla 5.
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Factores de riesgo de los
pacientes con TB

Diabetes mellitus 11
HIV/SIDA
Fumador

Uso de drogas
Ninguna

Total=151

Figura 13. Factores de riesgo de los pacientes con tuberculosis pulmonar.
Los principales factores de riesgo considerados son Diabetes mellitus 11 y coinfeccion con VIH.
Se observa que 32 (22%) personas padecen Diabetes mellitus 11 'y 4(2.6%)personas presentan VIH.

Tabla 5. Informacion epidemioldgica y factores de riesgo

H (%) M (%) Total (%)
DM 24 15.89 8 53 21.2
HIV 3 1.99 1 0.66 2.64
Drogas 4 2.63 0 0 2.64
cigarro 2 1.32 0 0 1.32
Ninguna 77 50.9 32 21.2 72.18
Total 110 72.84 41 27.15 100

7.1 Distribucion de casos por geolocalizacion

La geolocalizacion, es una herramienta muy utilizada en distintas areas de investigacion, en
ecologia, en dindmicas de poblaciones, migraciones, entre otras; donde ayudan a poder inferir
en comportamientos y modelos bioldgicos para toma de decisiones. En los ultimos afios, el

uso de estos sistemas en epidemiologia y salud, han servido para poder obtener informacién
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en la dinamica de enfermedades; principalmente infecto- contagiosas y poder tener respuestas
o realizar métodos de prevencion o correccion.

En la identificacion geoespacial de las personas diagnosticadas por tuberculosis en el area
metropolitana, observamos que existe una distribucion aleatoria de los distintos municipios
que la componen, teniendo principalmente un nimero importante de casos en el municipio
de Monterrey con 36, seguido de Apodaca con 30, el municipio de Juarez con 28, Guadalupe
con 24, Escobedo con 6, San Nicolas con 4, Cadereyta 5, Pesqueria con 3 y Garcia con 2
(Figura 15). Dentro de la distribucion se tiene el apartado de otros, donde se obtuvieron cepas
de municipios concordantes pero que no entran en la definicion de area metropolitana como
Abasolo, Sabinas, Santiago, Montemorelos; sin embargo, es importante su identificacion
genotipica para observar si las cepas corresponden a algunas de las que se encuentran

circulantes en el area metropolitana de Nuevo Ledn.

Distribucion de los casos de Tuberculosis en el
drea urbana de Nuevo Ledn

50—
Nuimero de
aislamientos
40-
30-
20=
10-
0—
be@@_&o@obo&\ sze‘@@%.\eog\{{b\%_o‘b
?\\Q’QQO& @ c}\\ ?‘;‘o ‘b‘é\ 60?! @e}@c;b* s \\)Q’e){é\ )\}’b‘ \({g‘ @ \6@:\( o@é\oo &'9\
\ WV
Vb e © SIS
s &° P

Figura 14. Distribucion de casos de tuberculosis en el 4rea urbana de Nuevo Ledn. Las muestras
que se seleccionaron para su genotipificacion se distribuyen aleatoriamente en el drea metropolitana,
donde el municipio de Monterrey es el que presenta una mayor incidencia (24%), seguido del
municipio de Apodaca (20%) y Juarez (19%), Guadalupe con (16%), Escobedo con (4%), San Nicolas
con (2.7%), Cadereyta (3.34%), Pesqueria con (2%) y Garcia con (1.33%). Se considero el apartado
de otros ( 8%), municipios que se encuentran fuera del area metropolitana.
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Utilizando el software de informacion geoespacial ArcGIS, podemos ubicar los casos y crear
un mapa de informacion (Figura 16, 17 y 18) identificando cuales familias son las circulantes
en el area urbana, observando la formacion de 19 clusteres debido al tipo de nimero SIT de
cada cepa identificada. Se observo una alta incidencia en el municipio de Monterrey, siendo
el area con mayor densidad poblacional del estado; siendo el principal municipio con el
mayor nimero de aislamientos, seguidos por el municipio de Apodaca y Juarez. Ver (Figura

19) la distribucion por espoligotipos de acuerdo al 4rea metropolitana de Monterrey

20 0 20 40 60 km 42
e

Figura 15. Incidencias de casos en los municipios del area urbana de Nuevo Leon.
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Figura 17. Espoligotipos identificados en el area urbana del estado de Nuevo Ledén
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7.2 Presencia de sitios de riesgo o hot spots
El espoligotipo T1 tuvo el mayor numero de incidencias en el adrea metropolitana, con 54
aislamientos. La mayoria de ellos se ubicaron cerca de los limites fronterizos de los

municipios de Guadalupe y Judrez. Estos datos sugieren un punto critico de transmision de

tuberculosis dentro del area metropolitana (figura 19).

Iturbde
Metropolitan area -------==-====
Municipal limits
Statal limits ======veseemmmeees

Spoligotype T1 incidences

2
&4
6
8-10
20 0 20 40 60 km 27 10-12
[ ] 42 :

Figura 18. Incidencia del espoligotipo T1 identificados en el 4rea urbana del estado de Nuevo Leén
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8. DISCUSION

En el presente estudio abordamos la situacion actual de Tuberculosis en el area urbana del
Estado de Nuevo Leon haciendo hincapié en la zona metropolitana de Monterrey debido a la
alta densidad poblacional. Cada afio la Secretaria de Salud estatal reporta mas de 1000 casos
nuevos (Salud, s. f.), una estadistica muy importante para un estado con alta actividad
econdmica y de poblacion. El area metropolitana de Monterrey se considera como la tercera
mas importante del pais por su alta poblacién, gran movilidad y su aporte econémico (Censo
de Poblacion y Vivienda 2020, s. f.), por otro lado, es una de las principales zonas con
personas infectadas con tuberculosis con nimeros superiores a la media nacional. Dentro del
contexto social y cultural, es importante mencionar que el estado de Nuevo Ledn debido a su
ubicacion geografica es un punto estratégico para el transito de migrantes que buscan llegar
a Estados Unidos o a estados fronterizos cercanos con el fin de cruzar la frontera, lo que
representa una parte importante de la migracion en transito. Asimismo, de acuerdo con datos
oficiales, se destaca que en el estado hay una alta presencia de extranjeros con intenciones
de establecerse de manera temporal o permanente. A nivel nacional, ocupa una de las diez
primeras posiciones en cuanto a la concentracion de poblacion nacida en otros paises, cifra
que ha mostrado un aumento significativo a lo largo de los afios. En el Censo de Poblacion y
Vivienda del afio 2000 realizado por el INEGI, se reportaron cerca de 19,000 personas
extranjeras, cifra que ascendié a 49,500 en el Censo del afio 2020 (Censo de Poblacion y
Vivienda 2020, s.f.). Segun datos de este ultimo censo, casi la mitad de la poblacion
extranjera proviene de Estados Unidos (46.9%), con menores proporciones de residentes
originarios de Sudamerica, como Venezuela (12.1%) y Honduras (9.0%); donde los

principales municipios de residencia de la poblacion extranjera en el estado son Monterrey

45



(que alberga al 28.4% de los extranjeros), Apodaca (9.5%), Guadalupe (8.6%), San Pedro
Garza Garcia (6.9%) y Garcia (6.5%). Por otro lado, la informacion de la Unidad de Politica
Migratoria, Registro e Identidad de Personas (UPMRIP, 2021) indica que, de las 2,674
Tarjetas de Residente Temporal (TRT) emitidas en 2021, la mayor proporcién se otorgd a
ciudadanos de Corea del Sur (16%), Colombia (11%), Venezuela (9%), Honduras (6%) y
Brasil (5%). Con lo anterior, podemos destacar la presencia de distintos linajes y de cada
uno, sus distintos clados de Mycobacterium tuberculosis, encontrados en nuestro esudio. Por
ejemplo, en el Linaje 4 ( Euro-American), encontramos los clados LAM, incluyendo las
familias LAM1, LAM2, LAM4, LAM5Y LAM9, el clado Haarlem, con las familias H1, H3;
el clado T, que incluyo las familias T1 y T2; el clado X, que incluye las familias X1, X2 y
X3; el clado S y el clado Uganda. La presencia de este clado esta bien distribuida en el
continente americano, figurando paises como Brasil (Salvato et al., 2019), Venezuela
(Vinueza & Arias, 2021), Honduras (Vinueza & Arias, 2021) y mencionando que dicha
presencia se asocia con los movimientos migratorios entre paises de latinoamerica (Cabezas-
Vinueza, 2019). El encontrar clados de esta familia en ciudades fronterizas, donde los
fendmenos migratorios son mucho mas frecuentes y tienen un papel importante en la
epidemiologia de la tuberculosis en la region (Flores-Lopez et al., 2017) sugiere que hay
coincidencia con el tipo de poblacidn extranjera llegada al estado de Nuevo Ledn proveniente
de Sudamerica Encontramos tambien el clado del linaje 1 ( Indo-Oceanic) EAI, siendo las
familias EAI2_Manila y EAI5. Asimismo, identificamos cepas de la familia Beijing que
corresponde con el Linaje 2. La presencia de estos sublinajes se correlaciona con el
movimiento de personas de la regidn asiatica (Vinueza & Arias, 2021), considerando que se
identificé un nuevo flujo que antes no habia estado presente de personas originarias de Corea

del Sur, quienes arribaron al estado de Nuevo Ledn como parte de la migracion laboral a la
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industria (Herndndez, 2018), sugiere que estos movimientos migratorios expliquen la
presencia de estos clados. El tener el nimero maés alto de aislados de linaje 4 y la presencia
del linaje 2, se explica debido a que los linajes 2 y 4 son més transmisibles que otros linajes
y sus sublinajes estan predispuestos a la adaptabilidad a poblaciones huésped especificas; asi,
su evolucion les ha permitido distribuirse a nivel mundial (Zhang et al., 2019). Estos linajes
estan ampliamente dispersos tanto en &reas rurales como urbanas, donde factores como la
contaminacion del aire, el tabaquismo, la desnutricion, la densidad de poblacién, las
condiciones de vida hacinadas, la incidencia del VIH y la movilidad entre los migrantes
aumentan la transmision y distribucién de la tuberculosis (Esteves et al., 2018). Por ultimo,
no tuvimos presencia de cepas que pertenezcan a los linajes 3 (India and East Africa), linaje
5 (West African-1) y linaje 6 (West African-2), donde su circulacion predomina en el
continente africano. No se encontraron datos de migrantes provenientes de aquel continente
al estado De Nuevo Ledn, pero se ha observado que los sublinajes de los linajes 1, 3,5 y 6
tienen una baja tasa de mutacién, lo que se correlaciona con su baja transmisibilidad y
adaptabilidad en la poblacién; asi mismo, al tener una baja prevalencia en el continente
americano, no es posible determinar su nivel especifico de influencia en un area poblacional,
s@lo si existieran brotes complejos y nuevas rutas de infeccion (Curry et al., 2022), ( Garzon-
Chavez et al., 2020). El ultimo estudio realizado en el estado (Molina-Torres et al., 2010),
menciona la presencia de 4 distintos sublinajes y una sola cepa de tipo Beijing, observando
que existe una amplia diferencia en el namero de familias presentes (66% mas variabilidad),
asi como el numero de grupos obtenidos; inclusive con un numero menor de cepas utilizadas
(151 en comparacion con 180 cepas). Estos resultados reflejan la gran movilidad que se ha

obtenido de la poblacion en estos ultimos diez afios.

47



SIT53 fue el espoligotipo més frecuente en nuestro estudio de los aislados en pacientes
diagnosticados por primera vez; donde se encontro ser mas frecuente en el noreste de México.
(Vera-Cabrera et al., 2014). Se ha encontrado SIT 53 también en otros estados del pais, en
cepas con alto grado de variabilidad genética y de MDR (Martinez-Guarneros et al., 2013),
(Lopez-Rocha et al., 2013). SIT 53 y ST50 (Haarlem 3) también fue el més encontrado en
Madrid Espafia (Gagneux, 2013). Por otro lado; se lograron aislar 5 cepas del linaje Beijing
(' SIT1), este tipo es mas comun en el este de Asia, asi como también se encuentra de forma
endémica en China y Mongolia, ha causado brotes en New York y otros paises del mundo,
esta familia esta relacionada con una mayor hipervirulencia, alta capacidad de replicacion,
resistencia a los antibidticos, presencia de brotes a nivel mundial asi como en modelos
murinos presentar una elevada mortalidad (Cerezo-Cortés et al., 2019). Las cepas Beijing
pueden caracterizarse por técnicas moleculares como espoligotipificacion, y facilmente la
podemos distinguir ya que en el film de los espoligotipos obtenido después de realizar esta
metodologia, se reconoce porque carece de los espaciadores 1 a 34 (la delecion llamada RD
207). Asi mismo, contienen un gen intacto pks15/1, que codifica para una poliketido sintasa
asociada a la virulencia, y una delecion de la region genémica RD105; en conjunto, estas
caracteristicas definen a la familia Beijing y las distingue de otras M. tuberculosis (Catana-
Botello et al., s. f.). ElI genotipo Beijing se ha distribuido a todo el mundo y en México
también ha sido reportado, en estados donde hay una alta transmisibilidad de la enfermedad,
como Veracruz (Blanco-Guillot etal., 2018), Tamaulipas (Curry etal., 2022), y Baja
California (Flores-Lopez et al., 2017). Asi mismo, en Nuevo Leon (Becerril-Montes et al.,
2013). La aparicion de cepas farmacorresistentes, multifarmacorresistente y extremadamente
resistentes, ha sido un enorme problema en la salud publica, pues eso merma las esperanzas

de erradicar pronto a esta enfermedad. Nuestros resultados mostraron que el sub linaje X1 es
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el linaje mas fuertemente asociado con el fenotipo de resistencia a los antibiéticos. De manera
similar, el sub linaje X3 estd fuertemente asociado con la TB-MDR (Munro-Rojas et al.,
2018). Es importante destacar que el 62.06 % de las cepas X1 identificadas son resistentes a
los antifimicos y constituyen el segundo grupo mas grande de los aislados, por lo que la
presencia en el estado esta relacionada con una alta capacidad de propagacion y esto pueda
ocasionar un aumento en los casos de TB en la poblacion. Es necesario tomar medidas
adecuadas para controlarlo. Ademas, se debe analizar un mayor nimero de muestras para
determinar la importancia de estas cepas en la region. Sin embargo, encontramos que 46 de
151 cepas eran resistentes a uno o mas farmacos. Becerril et al., informaron una alta
prevalencia de TB-MDR entre los casos previamente tratados en Monterrey (Catana-Botello
etal., s. f.). Encontramos cepas de TB-MDR en pacientes diagnosticados por primera vez, lo
que puede indicar la transmision de cepas resistentes a la poblacién sin previo tratamiento
contra la tuberculosis. La deteccion de cepas resistentes a los medicamentos y la localizacion
de esos casos mediante los sistemas de informacion geoespacial (GIS) puede explicar la
propagacion de esas cepas con la posible formacion de focos locales o zonas de riesgo; lo
que aumenta el riesgo de transmision (Tiwari et al., 2006), (Manjourides et al., 2012),
(Theron et al., 2015), (Poojar et al., 2020). Comparado con los estudios anteriores, solamente
Poojar, et al (2020), pudo determinar esa agregacion espacio temporal, ya que su estudio tuvo
ventajas en comparacion con los otros reportados, pudiendo realizar una geolocalizacion
exhaustiva para todos los casos notificados durante el periodo del estudio, todas las
direcciones fueron tomadas y rastreadas, eliminando asi cualquier sesgo de seleccion debido
a la falta de informacién en los registros de rutina; ademas, la geolocalizacion de los
pacientes con DR-TB redujo el sesgo de agregacion en la construccién de los mapas de calor

permitiendo su creacion basandose en la ocurrencia de eventos especificos (lugar y tiempo

49



determinado). Por ultimo, el tamafio de la muestra fue adecuado para llevar a cabo su analisis
de heterogeneidad espacial y analisis espaciotemporal. Una heterogeneidad espacial similar
fue observada; la distribucion geoespacial de las familias de cepas de Tuberculosis, asi como
la presencia de cepas farmaco y multifarmacorresistentes se distribuyen aleatoriamente en la
poblacion estudiada, observando distintos tipos de familias en cada municipio del area
metropolitana. Los GIS son herramientas muy Utiles para crear mapas que visualicen la
distribucion geogréafica de los casos de tuberculosis con el fin de analizar la distribucién y
transmision de M. tuberculosis en una region especifica (Moonan et al., 2004). La asociacion
de informacién de los espoligotipos complementado con los GIS nos permite rastrear la
propagacion de cepas especificas en la comunidad y comprender su dindmica de transmision
(Tulu & Ameni, 2018). Mediante el uso de GIS geolocalizamos los indices méas altos de casos
de TB dentro del municipio de Monterrey (la ciudad mas poblada del estado). Se informaron
resultados similares en otras ciudades de México con grandes poblaciones, mencionados
anteriormente. Por otro lado, es importante mencionar que el espoligotipo T1 presenta el
mayor numero de incidencias en el area metropolitana, especificamente en los municipios de
Guadalupe, Juarez y Monterrey, lo que sugiere una zona de formacién de puntos calientes
(hot spots). Esto sugiere un area para la formacion de estos puntos de alta transmision en los
limites de Guadalupe y Juarez. Los “hot spots” de tuberculosis sirven como ‘“nodos” de
transmision de tuberculosis tanto internamente como entre otros municipios (Brooks et al.,
2022). Debido al niumero de muestras y tiempo en el desarrollo de nuestro estudio, una de las
limitantes para confirmar la formacion de estos hot spots son: la interpretacion para poder
detectar la formacion de clusters con bajas tasas de notificaciones de casos de tuberculosis,
el nimero de cepas y el tiempo en un corto plazo (menos de un afio) analizado, asi como el

método de analisis espacial elegido (en este caso fue con el software arcGis); lo anterior,
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complica la obtencion de datos precisos y representativos. En otros estudios, se han empleado
algunos métodos para la identificacion espacial y la formacion de hot spots como el método
Kernel de analisis de densidad basado en la ubicacion de los casos diagndsticados de
tuberculosis que puede diferenciar entre regiones con un gran numero de casos de
tuberculosis identificados y aquellas con alta densidad de enfermedad; este método se ha
empleado en estudios con mas de 2000-5000 pacientes y con una distribucién plana
(distribucion normal) (Manjourides et al., 2012). Un numero de muestras mas alto nos
hubiese permitido poder emplear ese método para tener resultados estadisticamente
significativos. Alternativamente, en otro estudio, Zelner utiliz6 un enfoque de mapeo no
paramétrico basado en distancias (DBM) para construir mapas de hot spots. La DBM es
menos sensible a los patrones espaciales asimétricos de casos y controles que la estimacion
de la densidad de Kernel, lo que proporciona una alternativa atractiva para detectar areas de
alto riesgo en comunidades reales (Zelner et al., 2016), ellos lo emplearon debido a la alta
tasa de enfermedad en la ubicacion estudiada. EI método DBM puede ser una alternativa para
la deteccion de hot spots cuando se tiene una vigilancia de mayor tiempo con resultados
distintivos como cepas resistentes y no resistentes y observar el aumento o descenso de los
casos en un lugar determinado. En nuestro estudio, el tiempo llevado para el analisis complica
su aplicacion, pues Zelner lo empled en un estudio de cohortes de 3 afios con una n de mas
de mil cepas identificadas. Finalmente, aunque encontramos un posible punto critico, puede
que no refleje la transmision real de tuberculosis, ya que es importante mencionar que
utilizamos coordenadas cercanas a las direcciones residenciales reales, que proporcionan las
colonias aproximadas; ademas, se debe considerar que la transmision podria haber ocurrido
en otras areas donde los pacientes trabajan, se desplazan o socializan. Las técnicas

geoespaciales pueden aplicarse para identificar la variabilidad espacial de las tasas de casos
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reportados de TB, lo que puede proporcionar informacion critica para la planificaciéon de
programas. Se desconoce si la heterogeneidad observada en las tasas de casos reportados de
TB se debe a diferencias subyacentes en la carga de la enfermedad o a barreras para acceder
a los servicios de diagndéstico de TB. En futuros andlisis, combinar informacidn geogréafica y
genética con modelos dindmicos que puedan resaltar la heterogeneidad a nivel individual en
la transmision de la tuberculosis sera esencial (Ypma et al., 2013). Ademas, son necesarios
estudios adicionales de andlisis geograficos y modelado matematico para evaluar el potencial
de tales estrategias para reducir la transmisién, tanto dentro como fuera de estas areas de
puntos calientes. Con respecto a la comorbilidad de los aislados de pacientes con TB-VIH en
el estudio fue de 5% (n=8), esto representa un porcentaje menor con respecto a la
comorbilidad reportada por la OMS durante el afio 2020 de 7.6% (n=760,000). En el grupo
de aislados de TB de la investigacion, el porcentaje de comorbilidad de diabetes y TB fue de
20% (n=30), casi 7 veces el valor reportado por la OMS. La poblacién del estado de Nuevo
Ledn, de acuerdo con la secretaria de Salud y estudios sobre obesidad y diabetes, ocupa los
primeros lugares con esta comorbilidad (secretaria de Salud, 2023), esto es un claro
indicativo de porque las medias nacionales reportadas se encuentran por debajo de lo

encontrado con este estudio.

A pesar de los esfuerzos que se realiza en el area de la salud la tuberculosis es y sigue siendo
considerada como un serio problema de salud publica, agravada por la pandemia de la
COVID-19, ya que se han acaparado los recursos econémicos y de investigacion en atender
a los problemas de la infeccion por SARS-CoV-2, por al menos los Gltimos tres afios causado
un retraso en los planes para atender a la tuberculosis en cuanto a la obtencion de diagndstico,

a la interrupcion del tratamiento y la no supervision estricta del tratamiento. Sabemos que
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ambas enfermedades tienen en comdn de que son entidades clinicas que se transmiten por
aerosoles, los sintomas son muy semejantes y coexisten en estos tiempos, pero se debe de
garantizar la prestacion de servicios de la salud, prevencion, diagnostico, tratamiento y
atencion de la tuberculosis junto con la respuesta a la COVID-19. La Estrategia para poner
el fin a esta enfermedad, tiene como principal objetivo poner fin a la epidemia mundial de
tuberculosis, reduciendo el nimero de muertes en un 95%, reducir la tasa de incidencia en
un 90% entre los afios 2015 al 2035, y tratar de conseguir que ninguna familia enfrente costos
elevados debidos a esta enfermedad. Por Gltimo, quizas las principales limitaciones de este
estudio fueron el nimero limitado de aislamientos y la falta de uso de otros métodos
genotipicos, como el “nimero variable-repetitivo en tandem variable para Mycobacterium
(MIRU-VNTR), la falta de conocimiento de la residencia natural de los pacientes y datos de
seguimiento. Esto ultimo seria complicado ya que estos pacientes fueron diagnosticados
recientemente. En general, los GIS pueden proporcionar informacion valiosa sobre la
distribucion y transmision de la tuberculosis, asi como guiar el desarrollo y la
implementacion de programas eficaces de control de la tuberculosis. Se requieren mas
estudios para comprender mejor la dindmica de la circulacion de la tuberculosis en México.
La implementacion de métodos de vigilancia molecular mas robustos es clave para el
adecuado seguimiento de los linajes, su introduccién en el area y el desarrollo de
farmacorresistencia. Este estudio reveld la diversidad de genotipos y cepas resistentes a
medicamentos que circulan actualmente en el Estado de Nuevo Le6n, México y representa

una actualizacion de mas de diez afios de datos sobre la vigilancia de esta enfermedad.
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9. CONCLUSIONES

1. Existe una alta diversidad genética de cepas de Mycobacterium tuberculosis circulando
en el area urbana de Nuevo Leon; siendo el sublinaje T1 (SIT53) el mas
predominante, seguido por el sublinaje X1.

2.Se identificaron 5 cepas del sublinaje Beijing (3.3%), todas siendo sensibles a los
antifimicos de primera linea, excepto una cepa que presentd multirresistencia.

3.Se tiene una prevalencia de casos positivos de tuberculosis pulmonar en hombres
cercana a 3-1 con respecto a mujeres y una media de 40-44 afos para ambos sexos.

4.El porcentaje de personas con tuberculosis y comorbilidad con Diabetes mellitus fue
de 20%(n=30) es superior a la media nacional; asi mismo, es mayor que los
coinfectados con VIH con un 2% (n=4).

5.La resistencia fenotipica contra la primer linea de antifimicos se observe en 42
aislamientos (41%); asi como la resistencia al menos a un antibiotico fue detectada
en 36 aislamientos (27%); la resistencia a estreptomicina fue la de mayor prevalencia
con 41 aislamientos (27%), seguido por isoniazina con 27 (17.8%), pirazinamida 23
(15.2%), rifampicina 16 (10.6%) y etambutol con 14 (9.7%) aislamientos.

6. El municipio de Monterrey fue el que presentd el mayor nimero de casos con 42,
seguido por Juarés con 25, Guadalupe con 24 y Apodaca con 20. Se contemplo el
municipio de Montemorelos por presentar 10 casos.

7. No hay una correlacion significativa entre el tipo de cepa y la asocicidon a un municipio

o comorbilidad.



10. PERSPECTIVAS

El siguiente trabajo tiene como prespectivas:

55

Es posible el uso de métodos estadisticos mas robustos para observar la
formacion de cluster en un lugar y tiempo determinado para ver la dinamica de
contagio en una poblacion en tiempo real.

Modelos matématicos para predecir el comportamiento de los tipos de cepa y su
capacidad de contagio.

Analizar de las cepas obtenidas su virulencia in vitro

Observar como responde la respuesta inmune innata ante los estimulos de las

distintas cepas encontradas en experimientos in vitro.
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