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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades infecciosas de mas amplia
distribucion en el mundo y constituye una de las primeras causas de muerte en
pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). En Colombia, se
ha observado un aumento creciente en el numero de casos de pacientes VIH
coinfectados con TB, Sindemia que aumenta la gravedad de los dos cuadros,
acelerando el deterioro inmunolégico y por tanto contribuyendo a la morbilidad y
mortalidad de la poblacion coinfectada.

Se estudiaron 356 pacientes VIH positivos atendidos en los Hospitales Simoén
Bolivar y Santa Clara de la ciudad de Bogot4, con el fin de detectar la asociacion
TB/VIH, de los cuales 36 (10,1%) fueron diagnosticados con TB por cultivo,
obteniéndose 49 aislados de Mycobacterium tuberculosis que fueron
genotipificados en este estudio, mediante las técnicas de Spoligotyping y MIRU
VNTR de 24 loci.

El total de los aislados de complejo Mycobacterium tuberculosis (CMT) fueron
evaluados por el método fenotipico BACTEC MGIT™ SIRE™ vy el método molecular
Genotype® MTBDRplus 2.0 para detectar resistencia a medicamentos anti-
tuberculosis. Por el método fenotipico se detectdé 1/49 (2%) monorresistencia a
rifampicina y 2/49 (4%) monorresistencias a Isoniazida, mientras que, por el método
molecular, el 100% de los aislados fueron sensible a Isoniazida y 3/49 (5,9%)
monorresistentes a rifampicina.

Por Spoligotyping se identificaron en total 15 patrones espoligo, de los cuales 3
fueron huérfanos. Del total de aislados estudiados, 45/49 (91,8%), pertenecen al
linaje Euro Americano y de estos el 55% (27/45) pertenecen al sub-linaje Haarlem,
22% (11/45) al sub-linaje LAM y el 14% (7/45) al sub-linaje T. Por la técnica MIRU-
VNTR, se obtuvo que del total de aislados de M. tuberculosis estudiados, 26/49
(53%) se agruparon 11 clusters y 24/49 (49%) tuvieron patrones Unicos.
Adicionalmente, se pudo evidenciar infeccion policlonal en 3 pacientes. De las dos
técnicas utilizadas, el poder discriminatorio de MIRU-VNTR (0,984) fue mayor que
el del spoligotyping (0,888).

Con los resultados obtenidos en este estudio, se genera conocimiento valioso sobre
los genotipos de M. tuberculosis circulantes en Bogota, especificamente en la
poblacién VIH/SIDA, que permite entender la dinamica de transmision de la TB en
esta poblacion vulnerable.

PALABRAS CLAVE: Asociacion TB/VIH, Colombia, Genotipificacion, Linajes,
Epidemiologia Molecular, Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA),
Tuberculosis, Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH).



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious disease with a worldwide distribution and is one
of the leading causes of death in patients with Acquired Immune Deficiency
Syndrome (AIDS). In Colombia, the number of HIV patients co-infected with TB has
been increases progressively, this syndemic rises the severity of the two diseases,
accelerating the immune deterioration and thus contributing to the morbidity and
mortality of the co-infected population.

In this study, 356 HIV-positive patients were treated in Simon Bolivar and Santa
Clara hospitals of Bogota, in order to determine the TB/HIV partnership. A total of 49
isolates of Mycobacterium tuberculosis were genotyped by spoligotyping and MIRU
VNTR loci 24.

First line drug susceptibility testing was performed using BACTEC MGIT™ SIRE™
and Genotype® MTBDRplus 2.0. Susceptibility determination of 49 M. tuberculosis
clinical isolates by BACTEC MGIT™ SIRE™ showed 1/49 (2%) was monoresistance
to RIF and 2/49 (4%) were monoresistance to INH. While by Genotype® MTBDRplus
2.0, all isolates were susceptible to INH and 3/49 (5,9%) were monoresistance to
RPM.

Spoligotype analysis showed 15 patterns, of which 3/49 (6,1%) were orphans and
45/49 (91,8%) belonged to the Euro American lineage. From these patterns, 55%
(27/45) belonged to Haarlem sub-lineage, 22% (11/45) to LAM sub-lineage, and 14%
(7/45) to T sub-lineage. MIRU-VNTR analysis showed 26/49 (53%) formed 11
clusters and 24/49 (49%) were unique patterns. The discriminatory power of 24-
locus MIRU-VNTR typing (0.984) was greater than the Spoligotyping (0.888).

The results obtained in this study generates valuable knowledge on the circulating
genotypes of M. tuberculosis in Colombia, specifically on HIV-AIDS population. This
knowledge is useful for understanding the dynamics of TB transmission in this
vulnerable population.

KEYWORDS: Association HIV/TB, Colombia, Genotyping, Bloodlines, Molecular
Epidemiology, Acquired Immune Deficiency Syndrome (AIDS), Tuberculosis,
Human
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INTRODUCCION

A pesar de los esfuerzos realizados por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS),
en los ultimos afios la tuberculosis (TB) continta siendo el mayor problema global
de salud publica en el mundo y es la segunda causa de muerte debida a un agente
infeccioso después del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) (1, 2). De acuerdo
a estimativos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2014 se
presentaron 9.6 millones de casos nuevos de TB en el mundo, para una incidencia
mundial de 133 casos por 100.000 habitantes, de los cuales 1,2 millones (12%) eran
VIH positivos; se presentaron 1,5 millones de muertes, de las cuales 390.000
ocurrieron en individuos VIH positivos; 480.000 casos de tuberculosis
multidrogorresistente (TB-MDR), sin embargo, solo fueron reportados 123.000 (1).
Se estima que un 9,7% de las personas con TB-MDR tiene tuberculosis
extensivamente resistente (TB-XDR). (1).

En la region de las Américas se estimaron 280.000 casos incidentes de TB, de los
cuales 36.000 eran pacientes VIH positivos, 4.000 casos nuevos de TB-MDR y solo
3000 de ellos fueron tratados (1).

En Colombia cada afio se diagnostican alrededor de 12.000 casos nuevos de TB.
En el afio 2015, se reportaron 12.918 casos y se notificaron 926 muertes a causa
de este evento (3). En Bogota D.C., para el afio 2015 se notificaron 1.252 casos de
TB (803 casos de TB pulmonar y 449 TB extrapulmonar) y las localidades de mayor
notificacion fueron Suba con 116 casos, Kennedy con 108 casos y Engativa con 91
casos. Para este afio se reportd una coinfeccion VIH/TB del 24% (300 casos) (4).

Al igual que TB, el VIH/SIDA sigue siendo uno de los problemas de salud publica
mas graves del mundo, especialmente en los paises de ingresos bajos o medios.
Se estima que, a nivel mundial, 36,9 millones de personas estaban infectadas con
el VIH a finales del 2014 (5). En Colombia, la infeccion por VIH aporta cada vez méas
casos al afio, segun datos reportados al Sistema Nacional de Vigilancia en Salud
Publica (Sivigila), desde 1985 hasta 2013 se notificaron 92.379 casos de VIH/SIDA,
con una incidencia de 17,4 casos por 100.000 habitantes (6). Para diciembre de
2015 se notificaron 11.606 casos de VIH en el pais y 783 muertes por la enfermedad

(3).

La infeccion por VIH se considera el principal factor de riesgo para desarrollar TB y
a su vez la TB es el principal marcador pronostico de VIH y la enfermedad
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oportunista mas comun asociada al VIH, lo cual potencia la morbilidad
simultaneamente y hace que tengan un sinergismo mortal (7-10).

La genotipificacion de M. tuberculosis mejora el enfoque de la epidemiologia
tradicional y juega un papel importante en el incremento de las estrategias de control
de la TB, ya que contribuye al conocimiento de las rutas de transmision, diferencia
en el caso de recaidas si se trata de una reinfeccion exdgena o una reactivacion
endogena, también diferencia trasmision reciente de reactivacion e identifica la
presencia de brotes. En la actualidad se utilizan dos métodos de genotipificacién de
M. tuberculosis basados en PCR: MIRU-VNTR (Mycobacteria Intergenic Repetitive
Units - Variable Number Tandem Repeats) - Unidades Repetitivas Intergénicas de
Micobacterias. Unidades Variables Repetidas en Tandem y Spoligotyping (spacer
oligotyping). MIRU-VNTR se basa en el nimero variable de secuencias repetidas en
tandem (VNTR), que conforman elementos genéticos denominados unidades repetitivas
intergénicas de micobacterias (MIRU), mientras que el spoligotyping permite hallar el
polimorfismo encontrado en el locus DR del cromosoma bacteriano (11).

El objetivo general de este estudio fue caracterizar genotipicamente aislados
clinicos de M. tuberculosis obtenidos de pacientes VIH positivos de los Hospitales
Simon Bolivar y Santa Clara de Bogota, obtenidos en el periodo comprendido entre
octubre de 2014 y noviembre de 2015. La informacién generada en este estudio
permitié reconocer los linajes/sublinajes circulantes de M. tuberculosis en pacientes
VIH positivos coinfectados con TB en Bogota.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa causada en mas del 95%
de los casos por Mycobacterium tuberculosis (12), afecta la mayoria de veces los
pulmones, se transmite persona a persona a traves del aire, es curable y se puede
prevenir. Mas del 95% de los casos y las muertes se registran en los paises en
desarrollo, donde el riesgo de contraer la enfermedad se da en todos los grupos de
edad pero afecta principalmente a los adultos jovenes, es decir, en la edad mas
productiva (2).

Un tercio de la poblacién mundial esta infectada con Mycobacterium tuberculosis y
cada afio se enferman en el mundo alrededor de 9 millones de personas, de las
cuales mueren aproximadamente 2 millones, considerandose como una de las
primeras causas de muerte en paises con alta prevalencia de TB (1).

El aumento de la epidemia de VIH en todo el mundo fue la principal causa para que
la TB aumentara en paises desarrollados que habian conseguido disminuir su
prevalencia, asi como en paises en via de desarrollo, en los que la coinfeccion
TB/VIH es comun, ya que pueden estar asociadas al hacinamiento, pobreza y a
escasos recursos para el diagnéstico, el tratamiento y el control de las
enfermedades (10). La coinfeccion TB/VIH aumenta el riesgo de muerte prematura
y empeora la calidad de vida de los pacientes, lo cual en Colombia se convierte en
una importante carga para el Sistema General de Seguridad Social en Salud
(SGSSS), principalmente por la mortalidad asociada (10).

La composicion filogeografica de la poblacién de M. tuberculosis muestra una fuerte
asociacion entre linajes y la poblacién humana, que pueden estar implicados en el
desarrollo de las estrategias de control de la enfermedad (13). Con el uso de
herramientas brindadas por la Epidemiologia Molecular se han realizado estudios
de transmision global de la enfermedad, que han permitido caracterizar brotes,
diferenciar entre transmisiones recientes o antiguas, detectar si hay contaminacién
cruzada en el laboratorio, deteccién de reinfecciébn o recaida en pacientes con
episodios secundarios de TB e identificacion de poblaciones con alto riesgo de
transmision, con el fin de implementar la estrategia de control adecuada para
contrarrestar la transmision (14).

Es claro que hay una asociacion entre linajes y regiones geograficas. En la
actualidad se han descrito 7 grandes linajes en M. tuberculosis, los cuales difieren
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en pequefios cambios nucleotidicos entre ellos y se localizan en lugares geograficos
especificos, agrupandose en|l i naj es fAancest r(asl ¥k Algunos
estudios se han realizado para determinar si el fenotipo de la enfermedad (TB
pulmonar o extrapulmonar) depende del linaje de la cepa responsable de la
infeccion, sin embargo, no se ha evidenciado una clara relacion al respecto y los
resultados difieren entre ellos (17-22). Otros estudios se han centrado en perfiles de
"virulencia" y han detectado patrones comunes que muestran que los linajes
"modernos” son generalmente mas virulentos y tienen mayor éxito de dispersion a
nivel mundial, en comparacion con otros linajes geograficamente mas restringidos.
Las diferencias en cuanto a inmunogenicidad, gravedad de la enfermedad, y
transmision, indican consistentemente que los linajes 2 y 4 son mas virulentos que
los linajes 1y 6 (22). Muchos estudios han demostrado un aumento en la aparicion
del Linaje 2/Beijing a través del tiempo, el cual podria estar causado por tratamiento
antibiotico (23) o vacunacion con la vacuna BCG (24, 25).

En Colombia existe un gran desconocimiento sobre los genotipos circulantes de M.
tuberculosis y son muy pocos los estudios que lo documentan. Los estudios
realizados reportan una alta prevalencia del linaje 4 y se ha podido evidenciar
diferencias entre los sublinajes dependiendo de la poblacion. En Bogotéa el sub linaje
LAM (49,3%) fue el mas prevalente (26); en Medellin, fue Haarlem (48,7%); en Cali
LAM y Haarlem tuvieron la misma prevalencia (39%) y en Cauca, fue T (40%) (13),
adicionalmente, se han reportado casos del linaje Beijing encontrado en pacientes
provenientes de Buenaventura (13, 26-28). Sin embargo, hasta ahora hay regiones
del pais en donde esta informacién es totalmente desconocida.

Adicionalmente, los estudios realizados en Colombia han evaluado los genotipos de
M. tuberculosis en poblacion general, pero ninguno ha sido realizado en poblacién
infectada con VIH. Teniendo en cuenta que el Linaje 4 tiene una alta virulencia, que
es el mas prevalente en el pais y que los pacientes VIH positivos tienen una mayor
vulnerabilidad a padecer TB y presentar complicaciones mucho mas graves que la
poblacién VIH negativa, debido principalmente a su deficiencia inmunoldgica, es de
gran importancia conocer a que genotipos de M. tuberculosis se estan enfrentando
los individuos VIH positivos, para asi poder aplicar el tratamiento correcto, proponer
estrategias para el control de la enfermedad y evaluar la eficacia de las mismas en
este grupo poblacional, asi como evaluar la dinamica de transmision de la TB,
recaida y reinfeccion.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar genotipicamente aislados de Mycobacterium tuberculosis obtenidos de
pacientes VIH positivos atendidos en los Hospitales Simén Bolivar y Santa Clara de
Bogota, durante octubre de 2014 a noviembre de 2015.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar clinica y epidemiol6gicamente los pacientes VIH coinfectados con
tuberculosis.

2. ldentificar los patrones de susceptibilidad a medicamentos antituberculosos de
primera linea en los aislados clinicos de Mycobacterium tuberculosis obtenidos.

3. Determinar los genotipos circulantes de Mycobacterium tuberculosis aislados
de pacientes VIH positivos de los Hospitales Simén Bolivar y Santa Clara de
Bogota, mediante la técnica de Spoligotyping.

4. Determinar los genotipos circulantes de Mycobacterium tuberculosis aislados

de pacientes VIH positivos de los Hospitales Simén Bolivar y Santa Clara de
Bogoté, mediante la técnica MIRU-VNTR de 24 loci.
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4. MARCO TEORICO

4.1 EPIDEMIOLOGIA

La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades infecciosas de mas amplia
distribucion en el mundo y constituye una de las primeras causas de muerte en
pacientes con el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), especialmente
en paises en vias de desarrollo como Colombia. Un tercio de la poblacion mundial
esta infectada con el Mycobacterium tuberculosis, cada afio se enferman cerca de
8 millones de personas, de las cuales mueren dos millones, aproximadamente (8) y
es una de las primeras causas de muerte en paises con alta prevalencia de esta
enfermedad (29). Aproximadamente unos 14 millones de personas presentan
coinfeccién TB/VIH alrededor del mundo, siendo la TB la principal causa de muerte
en pacientes con VIH (30). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estimé que,
en 2014, se presentaron en el mundo 9,6 millones de casos nuevos de TB. Las
regiones con mayor nimero de casos fueron: Asia con el 58% y Africa con el 28%.
Los paises con mas casos fueron India (23%), Indonesia (10%) y China (10%). Las
regiones que tuvieron el menor niumero de casos fueron: la region del Mediterraneo
Oriental (8%), Europa (3%) y la regién de las Américas (3%) (1).

De los 9,6 millones de casos de TB incidentes en el 2014, entre 1,1 y 1,3 millones
(11% - 13%) se presentaron en personas VIH positivas, con una mejor estimado de
1,2 millones (12%). La mayor proporcion de casos de TB coinfectados con VIH se
presentd en la region de Africa con un 32% de casos. Durante el 2014 hubo un
estimado de 1,5 millones de muertes por TB, de las cuales 1,1 millones se
presentaron en personas VIH negativas (16 muertes por 100.000 habitantes), y
390.000 entre las personas VIH positivas (21 muertes por 100.000 habitantes). A
nivel mundial, se estimé que el 3,3% de casos nuevos de TB y 20% de casos
previamente tratados tuvieron TB-MDR, las cuales cobraron alrededor de 190.000
vidas. En el 2014 hubo un aumento considerable en la realizacién de las pruebas
de susceptibilidad a medicamentos anti-TB con respecto a los afios anteriores. 58%
de pacientes tratados y 12% de nuevos casos fueron evaluados. Probablemente
debido a la inclusién de las pruebas moleculares. Del total estimado de casos
nuevos de TB-MDR (480.000 casos), Unicamente 123.000 (41%) fueron detectados
y reportados. El inicio del tratamiento tuvo un incremento del 14% con respecto al
2013. Sin embargo, solo el 50% de pacientes fueron exitosamente tratados. Los
casos de TB-XDR se reportaron en 105 paises. Se estima que un 9,7% de las
personas con TB-MDR tiene TB-XDR (1).
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En la Region de las Américas se estim6 que en el afio 2011 se presentaron unos
268.400 casos de TB, 5.100 menos que en el 2010. Alrededor de dos tercios (67%)
de todos los casos nuevos de TB ocurrieron en América del Sur (subregion andina:
29%; México y Centroamérica 17%; en el Caribe 11%, y en América del Norte 5,1%).
La tasa de nuevos casos de TB en la region fue de 28 por 100.000 habitantes, de
los cuales el 66% de todos los casos nuevos de TB que se registraron en la Region
de las Américas correspondieron a Brasil, Perd, México, Haiti y Colombia. El valor
mas alto correspondi6 al Caribe (75 casos por 100.000 habitantes) y el mas bajo a
América del Norte (3,9 casos por 100.000 habitantes). A nivel de los paises, Haiti
es el pais que presenta la mayor tasa de incidencia (222 casos por 100.000
habitantes), seguido por Bolivia (131 casos por 100.000 habitantes), Guyana (111
casos por 100.000 habitantes) y Peru (101 casos por 100.000 habitantes) (31).

En las Américas en el 2013 se estim6 que hubo 285.200 casos nuevos lo que
equivale a unatasa de 29 casos por 100.000 habitantes con TB. La mayor incidencia
se presentd en la region Caribe (70 casos por 100.000 habitantes), seguida por la
regiéon Andina (63 casos por 100.000 habitantes) (32, 33). Se estimé que 23.811
fueron casos recurrentes, con una mortalidad de 19.000 pacientes VIH negativos y
6.000 VIH positivos, 20.355 pacientes tenian coinfeccion TB/VIH, de los cuales
129.174 se desconocia si eran portadores de VIH. En cuanto a la TB-MDR , se
estimo que se presentaron 34.785 casos, de los cuales 2.967 fueron confirmados
por el laboratorio (2).

En Colombia hasta diciembre de 2015 se notificaron 12.918 casos de TB, el 90.2%
(11.647 casos) correspondieron a casos nuevos, y el 9.7% (1.257 casos) a casos
previamente tratados, 14 (0,1%) de los casos no presentan datos complementarios.
La incidencia acumulada calculada fue de 24,2 casos por 100.000 habitantes. El
81,4% (10.519 casos) correspondié a TB pulmonar y el 18,4% (2.385 casos) a TB
extrapulmonar, siendo la TB pleural la forma que presentdé el mayor nimero de
casos (863 casos) con un 36,2%, seguida por la TB meningea (439 casos) con un
18,4% y la TB ganglionar (392 casos) con un 16,4% (3). El mayor nimero de casos
se presenté en hombres mayores de 15 afios de edad (7.062), siendo los hombres
mayores de 65 afios los mas afectados. En 2014 bacteriolégicamente se
confirmaron 187 casos de TB mono-resistente a rifampicina (RR)/MDR con un
porcentaje estimado del 52% (1).

Con respecto a la coinfeccion TB/VIH, se estim0 que para el afio 2013 se

presentaron 31.800 casos nuevos en las Américas, correspondientes al 11% de
todos los casos nuevos de TB. Mas de la mitad de los nuevos casos de TB
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ocurrieron en Brasil y Haiti en pacientes VIH positivos. La prevalencia estimada de
coinfeccion por el VIH varid entre regiones, siendo la mas baja en Norte América
(6,6%) y la mas alta en el Caribe (21%) (32).

En general, la coinfeccién TB/VIH ha ido aumentando progresivamente, en el 2006
habia 131 casos de coinfeccion TB/VIH-SIDA, siendo la TB la enfermedad
oportunista mas reportada y la segunda causa de mortalidad (22%), en las personas
VIH-SIDA en Colombia (7). Para el 2014 la confeccion TB/VIH fue de 3.400 casos y
se presentaron 400 muertes con un tasa de incidencia de 0,84 por 100.000
habitantes (1).

4.2 TUBERCULOSIS

La tuberculosis (TB) es una enfermedad antigua, pero no es una enfermedad del
pasado. La historia sugiere que la TB aparecio hace aproximadamente 70.000 afios,
se convirtid en epidemia durante la revolucion industrial por la densidad de
poblacién y las desfavorables condiciones de vida. Durante el siglo XX su incidencia
disminuyo rapidamente en paises desarrollados, gracias a que sus condiciones de
vida mejoraron, ademas de la introduccién de la vacuna BCG (Bacilo Calmette-
Guerin) en 1921 y la aparicion de los primeros medicamentos antituberculosos, tales
como la esptreptomicina (1943), isoniazida (1952) y rifampicina (1963) (34).
Después de desaparecer de la agenda mundial de salud publica entre los afios 1960
y 1970, la TB regres6 a principios de 1990 por varias razones, entre ellas, la
aparicion de la pandemia del VIH/SIDA, el aumento de la resistencia a los
medicamentos y la desorganizacion de los programas de control con recursos
econdémicos limitados. Esto contribuy6 a que la TB volviera a ser reconocida como
un problema de salud publica en todo el mundo y en 1993 fue declarada por la OMS
como una emergencia mundial, para ese afo la TB era la primera causa de muerte
por un solo agente infeccioso (35).

La TB es una enfermedad infectocontagiosa causada en mas del 95% de los casos
por Mycobacterium tuberculosis (12), afecta la mayoria de veces los pulmones, se
transmite persona a persona a través del aire, es curable y se puede prevenir (2).
La infeccién con M. tuberculosis ocurre cuando pequefias gotas infecciosas (aprox.
101 30 mm) son inhaladas por un individuo susceptible. Las gotas pueden contener
hasta 300 bacilos y quedan suspendidas en el aire por algunas horas, de manera
que el riesgo de infeccion no se limita a un contacto cercano o directo con un
paciente con TB (36), esta transmision se lleva a cabo cuando un enfermo con TB
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pulmonar tose, estornuda, canta, habla o escupe, basta con que una persona inhale
unos pocos bacilos para resultar infectada (2). El éxito de la infeccién y el desarrollo
de la forma pulmonar de TB depende de cuatro pasos principales: (i) Fagocitosis
del bacilo; (i) Multiplicacién intracelular del bacilo; (iii) Fase de latencia y (iv)
Infeccion activa pulmonar. Estos pasos pueden progresar hacia diferentes
manifestaciones clinicas: cura espontanea, enfermedad, infeccion latente y
reactivacion o reinfeccion; siendo las personas inmunosuprimidas quienes tienen
mayor riesgo de desarrollar TB activa una vez infectados, especialmente pacientes
en la fase SIDA (34).

En la mayoria de los casos el mayor riesgo de infeccion con M. tuberculosis

depende de factores exdgenos, tales como: (i) la epidemiologia de TB en una regiéon
determinada, (ii) el ambiente social y (iii) la calidad en los sistemas de salud. Sin
embargo, la probabilidad de desarrollar enfermedad activa es principalmente
determinada por factores enddégenos tales como: el estado nutricional, la salud

general e inmunocompetencia que son determinantes criticos para el desarrollo de

la infeccion. La mayoria de personas infectadas (aprox. 90%) no desarrollaran TB

activa a lo largo de su vida y los bacilos se confinan en un microambiente

Il nmunol -gico ||l amado #AGranul oma". Sin emb
durante toda la vida del hospederoenunfiest ado de dor manci ao, |
amenaza continua para el individuo infectado. Cualquier compromiso que afecte el

sistema inmunoldgico tales como terapia inmunosupresora, infeccion por VIH, o

edad avanzada, reaniman los bacilos latentes, causando la reactivacion de la TB, la

cual es clinicamente indistinguible de una infeccién primaria (36).

La TB primaria es encontrada predominantemente en niflos menores de 4 afios, que
parecen tener un déficit en el control de M. tuberculosis y la reactivaciéon de TB es
encontrada en adultos que adquirieron el bacilo muchos afios antes. Esta forma de
TB es localizada en mas del 80% en el pulmdn, aunque otros 6rganos pueden
también ser afectados (36).

4.3 AGENTE ETIOLOGICO

Mycobacterium tuberculosis, se incluye taxonOmicamente en el orden
Actinomycetales y en la familia Mycobacteriaceae. Fue descubierto en 1882 por
Robert Koch; es el agente etiologico de la TB en humanos y aunque su principal
blanco es el pulmon, puede afectar cualquier 6rgano. Es una bacteria intracelular

23



obligada, &cido-alcohol resistente, de lento crecimiento (tiempo de generacion de
15 a 20 horas), aerobia estricta, no movil, no encapsulada, no forma esporas y las
caracteristicas de su pared muy rica en lipidos (30- 60% de su peso seco) le brinda
proteccion y le confieren gran virulencia (37, 38). M. tuberculosis forma parte del
d e n o mi nanglgo Myaobacterium tuberculosiso (CMT). Este complejo incluye
varios miembros con secuencias de nucleotidos casi idénticas y secuencias de
rARN 16s totalmente idénticas, demostrando que todos ellos tienen un ancestro
comun. Sin embargo, ellas difieren en términos del tropismo del hospedero,
fenotipos y patogenicidad. EI CMT incluye: M. africanum, este es un grupo
heterogéneo de cepas responsables de la TB humana en Africa Ecuatorial y también
infecta a primates, ganado y cerdos (34, 39); M. canettii, estd estrechamente
relacionada con M. tuberculosis, cuyos casos de enfermedad en humanos han sido
reportados en Africa Oriental (40); M.microti, encontrada en roedores de campo,
musarafias y recientemente en gatos en el Reino Unido (41), ademas fue aislada
en un niflo en Somalia en 1997 (42); M. pinnipedii, infecta focas y leones marinos;
M. caprae, inicialmente aislada de cabras (43), infecta ovejas y se han encontrado
también causando infeccién en venados (44); M. bovis, es el agente causal de la TB
bovina que infecta a un amplio rango de hospederos domésticos y salvajes,
particularmente en tejones que a su vez transmiten TB al ganado por mordedura
(45). De esta especie se derivd el bacilo Calmette-Guirin (BCG), éste es la cepa
vacunal. M. orygis, fue aislado de ¢érices, gacelas, 0so0s, venados, bufalos y también
se ha encontrado en humanos en oriente y suroriende de Asia (46, 47). Mas
recientemente se describi6 M. mungi en una poblacién de mangostas en Botsuana
y M. suricattae en suricatas en Sur Africa (48). Por ultimo, el Bacilo chimpanzee, se
aislé una nueva cepa de chimpancés silvestres en Costa de Marfil (49). El bacilo
dassie, es una infrecuente variante del CMT, mas parecido al M. microti y es el
agente causal de TB en el dassie (Provavia capensis) y nunca se han documentado
infecciones en humanos (50).

4.4 SINDEMIA TB/VIH

La enfermedad causada por el VIH comenzé a cobrar vidas humanas a finales de
la década de los 80s y se declaré como pandemia durante los 90s. Hasta ahora, el
VIH/SIDA sigue siendo uno de los mas graves problemas de salud publica del
mundo, especialmente en los paises de ingresos bajos o medios. Se estima que
para finales del 2014, 36,9 (34,31 41,4 millones) de personas estaban infectadas con
el VIH y se calcula que en ese mismo afio murieron de SIDA alrededor de 1,2
(980.000-1,6 millones) millones de personas (5). La OMS estimé que en 2014 se
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infectaron unos 2 (1.91 2.2) millones de personas y para mediados del 2015, 16
millones de personas estaban recibiendo tratamiento antirretroviral (ART). Se
estima que unos 14 millones de personas en todo el mundo se encuentran
doblemente infectadas. La TB es la principal causa de muerte en pacientes con
SIDA, representando alrededor del 26% de las muertes relacionadas con este
Sindrome, el 99% de los cuales ocurren en paises en desarrollo (51).

Colombia ha sido clasificada como un pais con una epidemia concentrada de VIH,
pero su propagacion varia de acuerdo al tipo de poblacion. El grupo de edad con
mas casos notificados de VIH y SIDA es el de 20 a 39 afios de edad y los grupos
con mayor vulnerabilidad son los hombres que tienen relaciones sexuales con
hombres, las mujeres transgénero, los habitantes de calle, los usuarios de drogas
intravenosas, las mujeres trabajadoras sexuales y las personas privadas de la
libertad, quienes presentan prevalencias de la infeccion superiores al 1%. En el pais,
la infeccion por VIH aumenta cada afo, segun datos reportados al Sivigila, desde
1985 hasta 2013 se notificaron 92.379 casos de VIH/SIDA, con una incidencia de
17,4 casos por 100.000 habitantes incrementandose en el dltimo afio con 8.208
casos, afectando principalmente a la poblacion masculina (6). En el 2015 fueron
notificados 11.606 casos de VIH en el pais y 783 muertes (3).

Sindemia es la convergencia de dos o mas enfermedades que actlan
sinérgicamente y magnifican su impacto. La coinfeccién VIH/TB, cumple con tal
definicion, contribuyendo notablemente a la morbilidad y mortalidad por TB en todo
el mundo (52). La TB permite incrementar la replicaciéon del VIH y acelera la
progresion de la enfermedad (53). Los dos patégenos, se potencian entre si, lo que
acelera el deterioro de las funciones inmunolégicas resultando en la muerte
prematura si no se trata (30). Por un lado, el VIH aumenta hasta 37 veces el riesgo
de desarrollar TB comparado con personas VIH negativas y, por otro lado, un
individuo que ha sido diagnosticado con TB tiene 19 veces mas riesgo de estar
coinfectado con VIH que alguien sin TB (54, 55). La enfermedad por M. tuberculosis
complica el SIDA al ser un patégeno virulento que lleva a la diseminacion de los
bacilos aumentando el porcentaje de pacientes con TB miliar, meningea y
extrapulmonar (56-58).

La coinfeccion con VIH es el mayor factor riesgo para la progresion de infeccion
latente a TB activa y esta asociado con el aumento del riesgo de infeccion de novo
y reinfeccion, incluso antes de que aparezca la inmunosupresion severa (59).
Estudios realizados en Estados Unidos indicaron que alrededor de dos tercios de
aislados de M. tuberculosis aparecen en clusters, sugiriendo un incremento de
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infecciones recientes. En India un pais endémico de TB las recurrencias después
del tratamiento se atribuyen a infeccidbn exégena en pacientes VIH positivos y la
reactivacion enddgena a personas no infectadas con el VIH (30, 59).

El VIH y M. tuberculosis comparten reservorios anatdmicos como el pulmoén y se ha
sugerido que pacientes con TB tienen un microambiente que facilita la infeccion por
el VIH. De hecho, la TB activa ha sido asociada con la pérdida acelerada de
linfocitos T CD4+ e incremento de infecciones oportunistas (60) y se ha observado
que la activacion de la respuesta inmune contra el bacilo aumenta la replicacion del
VIH-1 en la sangre (61) y en los sitios de infeccion por M. tuberculosis en los
pulmones (30, 62). Los macrofagos alveolares son los actores principales en la
defensa del hospedero, fagocitando el bacilo. En el sitio de la infeccion activa por
M. tuberculosis, los macrofagos cargados de bacilos pueden también estar
infectados con VIH. En 1995, Zhang Y. y col. encontraron que M. tuberculosis y
especialmente el lipoarabinomanano (LAM), su principal componente de la pared
celular, fueron potentes inductores de la replicacién del VIH. Probablemente, la
estimulacién pro inflamatoria de los macréfagos hace que estos liberen sustancias
gue favorecen la replicacion del virus. Otro mecanismo por el cual M. tuberculosis
podria aumentar la replicacion de VIH es la coinfeccion de los macrofagos
alveolares, contribuyendo asi a la replicacion del virus y del bacilo; a su vez, cuando
estas células fagociticas mueren, sus cuerpos apoptésicos con bacilos y viriones
viables en su interior son fagocitados haciendo que otras células sean infectadas
(63).

Las alteraciones en la respuesta inmune innata han sido bastante estudiadas, varios
estudios se han enfocado en la capacidad que tienen los macréfagos para controlar
el crecimiento y la muerte intracelular de M. tuberculosis. Sin embargo, este ha sido
un tema muy controversial. Hay estudios que demuestran disminucion de la
habilidad del macréfago de pacientes infectados con VIH para controlar el
crecimiento de M. tuberculosis, mientras que otros sugieren que tal efecto no existe
(30).

En el pais, son pocos los estudios existentes sobre la coinfeccién TB/VIH. Un
estudio realizado en Cali en 1991, reportd una prevalencia de coinfeccion
VIH/Micobacterias de 34,8%, de los cuales el 6,6% de los casos fueron ocasionados
por M. tuberculosis (64). En 1996 Murcia MI. y col., reportaron una prevalencia de
TB/VIH del 8% (65) y otro estudio realizado en Bogota, entre 1999 y 2000, detecto
el 1.4% (66). En el afio 2006 la Secretaria Distrital de Salud de Bogota evaluo el
panorama de la coinfeccion TB/VIH y encontré una coinfeccién del 11,9%, siendo el
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género masculino el méas afectado (92,2%) (67). En un estudio retrospectivo
realizado en Armenia entre los afios 2000 y 2010, donde se incluyeron 1.671
pacientes diagnosticados con TB, encontré que 113 casos tenian diagndstico
confirmado de VIH, para una prevalencia global de coinfeccién de 6,8%, con una
tasa de letalidad del 39% (68).

El impacto de la inmunodeficiencia debida al VIH, es sin duda el mayor
condicionante de la epidemiologia mundial de la TB. Los estudios clinicos,
epidemiologicos y moleculares dan cuenta de la sinergia existente entre estas dos
patologias. Acciones como el inicio temprano de la terapia antiretroviral, la
bldsqueda activa de TB entre individuos VIH positivos y la adecuada utilizacion del
conocimiento existente en cuanto a prevencion, diagndstico y tratamiento, con
seguridad impactaran positivamente sobre la disminucion de la carga de
enfermedad (52, 69).

4.5 FARMACORRESISTENCIA

Las pruebas de susceptibilidad antimicobacterianas de primera linea incluyen:
estreptomicina (S), isoniazida (H), rifampicina (R) y etambutol (E) y su importancia
radica en que estos medicamentos actien apropiadamente contra el bacilo
causante de la enfermedad (susceptibilidad al medicamento) (70).

En las dos ultimas décadas, la TB-MDR denominada asi por su resistenciaa R e H,
principales medicamentos del esquema de primera linea, ha emergido en todo el
mundo con una transmisién potencial antes insospechada. Los tratamientos
inadecuados, mal absorcion de los medicamentos debido a otras comorbilidades
como el VIH y la poca adherencia del paciente, han ocasionado que la tasa de TB-
MDR aumente en todo el mundo (71). La resistencia a cualquiera de estos
antimicobacterianos complica el manejo de la enfermedad debido al alto costo y
toxicidad de los medicamentos de segunda linea necesarios para el tratamiento,
representando un pobre prondstico de la TB (72). Por esta razén, la rapida deteccién
de los aislados resistentes son criticos para un efectivo manejo de los pacientes.

Debido al aumento en la tasa de TB-MDR a nivel mundial, junto con la aparicion de
cepas TB-XDR, que son aquellas que ademas de ser resistentes a R e H, son
resistentes a los principales medicamentos de segunda linea (uno de los tres
inyectables amikacina, kanamicina o capreomicina y a una fluoroquinolona), el
desarrollo de métodos rapidos y precisos para detectar resistencia a medicamentos
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anti-TB, se convirtieron en una prioridad a nivel mundial. EI método clasicamente
utilizado por mas de 50 afios y recomendado por la OMS, es el de proporciones
multiples, realizado en el medio de cultivo Lowenstein Jensen (LJ). Sin embargo, es
un método lento que retrasa la deteccion en la resistencia, poniendo en riesgo el
apropiado tratamiento y aumentando la transmision de las cepas drogo-resistentes.
Este déficit, permitié el desarrollo de nuevas metodologias incluyendo el cultivo
liquido automatizado y las pruebas moleculares y también han sido recomendadas
por la OMS (73).

El estudio de farmacorresistencia en TB es de gran importancia en salud publica,
principalmente en co-infeccion con el VIH, el uso de métodos moleculares acelera
la caracterizacion y deteccion de TB-MDR, siendo una herramienta valiosa en el
diagnéstico de la TB resistente, sin excluir el método fenotipico de susceptibilidad,
que debe hacerse paralelamente. El método sistematizado BACTEC MGIT™
SIRE™ permite obtener resultados en menor tiempo y con una mayor efectividad
en la recuperacion de cultivos, comparado con el método de proporciones multiples,
por lo que se considera como una metodologia de alta sensibilidad y especificidad
(71). La metodologia Genotype® MTBDRplus 2.0 puede ser utilizada a partir de
medios liquidos y solidos y de muestras directas. Se basa en la amplificacion de
acidos nucleicos mediante PCR para detectar CMT y las principales mutaciones en
los genes rpoB, katG e inhA, que confieren resistencia a R e H respectivamente.
Aungque ésta técnica permite obtener unos resultados en corto tiempo con una
sensibilidad y especificidad por encima del 90%, no se puede utilizar para
monitorear el tratamiento, debido a que detecta bacterias vivas o muertas pudiendo
dar un resultado falso positivo (71).

4.6 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LA TUBERCULOSIS

La Epidemiologia Molecular es una nueva disciplina que combina las técnicas
moleculares de genotipificacion con las herramientas de la Epidemiologia clasica.
para determinar la dinamica de transmision de las enfermedades infecciosas (74).
La genotipificacion de Mycobacterium tuberculosis es una poderosa herramienta
para el control de la TB, como monitor de la transmision de la enfermedad, deteccién
y confirmacion de brotes. Ademas permite determinar la presencia de pseudo-
infecciones debidas a contaminaciones ocurridas en el laboratorio durante el
procesamiento de muestras; diferencia si una recaida se debe a reactivacion
enddgena o reinfeccién exdgena con un nuevo genotipo de M. tuberculosis; permite
reconocer si en una poblacion los casos se deben a transmision reciente o a
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reactivaciones de TB latente (75). En el caso de la TB ha aportado informacion
novedosa y muchas veces insospechada sobre la transmision de la enfermedad
(76).

Con la aparicion de nuevas técnicas moleculares, ha quedado claro que los
diferentes linajes de cepas de MTB son prevalentes en diferentes partes del mundo.
El descubrimiento de secuencias de ADN repetitivas en el cromosoma de la
bacteria, tales como la secuencia de insercién 1S6110, ha permitido el desarrollo de
técnicas moleculares confiables en la diferenciacion de cepas de esta especie (77).
El elemento 1S6110 es uno de los elementos genéticos moviles presentes en los
miembros del CMT (78) y mantiene la estabilidad necesaria para ser utilizado como
herramienta diagndstica en estos microorganismos (79, 80). Los elementos
genéticos de insercién (IS) representan secuencias de ADN dispersas en los
genomas bacterianos con actividad de transposicion. Gracias a esta actividad, el
namero de copias de elementos IS y su localizaciéon en los genomas, varia entre
distintos organismos de la misma especie. La movilidad junto a otros procesos como
el de mutacion genera mayor variacion, diferencias que se traducen en la
identificacion de distintos linajes. Sin embargo, a pesar de su capacidad de
movimiento, algunas IS son suficientemente estables, como para poder identificar
organismos que provienen de un mismo ancestro, permitiendo, de esta manera,
inferir la relacion entre distintas cepas y descubrir sus relaciones evolutivas (81).

La composicion genética de micobacterias no solo es importante para entender la
epidemiologia y distribucién de M. tuberculosis, sino también la virulencia y
susceptibilidad a medicamentos. El ejemplo méas notable es la reciente aparicién de
la familia Beijing, que causa una enfermedad grave y representa una alta proporcion
de cepas TB-MDR (77). Este genotipo se ha diseminado por todo el mundo y su
control plantea un gran desafio para la OMS y para los programas de control de TB
(36).

Actualmente, se han desarrollado diversos métodos de tipificacién que determinan
y analizan la huella genética de cada microorganismo, estos se basan en el andlisis
del grado de similitud y distribucion de estos elementos variables entre los aislados,
en la presencia o ausencia de determinados fragmentos de ADN y en el estudio
comparativo del genoma completo de los microorganismos (76). Estos métodos han
brindado nuevos conocimientos sobre diversos aspectos de los fendmenos
epidemiologicos de la TB que era poco posible identificar mediante los métodos de
la microbiologia convencional, como el diagndstico sin sospecha clinica, el estudio
de la TB latente, la determinacion de factores de riesgo para TB en poblacién
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general y en grupos vulnerables (como los infectados con VIH/SIDA), la
identificacion de fuentes de contaminacion en laboratorios u hospitales, y el estudio
de la distribucién geogréfica de clones del CMT, asi como el creciente problema de
la TB-MDR y XDR (74).

La transmision reciente se asume cuando se obtienen diversos aislados de M.
tuberculosis que tienen huellas de ADN idénticas o muy similares, denominados
Nfaidesaagrupadoso o en Aclustero. Por
exhiben patrones unicos de ADN, por lo general, se considera que se debe a la
reactivacion de una infeccion adquirida en el pasado. EI ADN de M. tuberculosis se
modifica progresivamente con el tiempo. En diversos estudios el tiempo necesario
para que se modifique la huella de ADN (semivida) estudiada mediante RFLP de
IS6110 fue calculado entre 2 y mas de 30 afios (76). Se asume que este tiempo
debe variar en funcion de distintos factores, como la eficacia del tratamiento, el
intervalo entre el inicio de la enfermedad y el del tratamiento y, probablemente, el
predominio en cada zona de cepas mas o menos estables del patégeno (82), asi
como la situacién de latencia o de enfermedad activa (83).

4.7 CARACTERIZACION Y EVOLUCION DE Mycobacterium tuberculosis

El grupo de micobacterias pertenecientes al CMT, se caracterizan por tener un
99.9% de similitud a nivel de nucleo y secuencias idénticas de rRNA 16S, pero
difieren en cuanto a tropismo, fenotipo y patogenicidad. Debido a la gran
conservacion génica de los miembros del complejo, se ha sugerido que estos fueron
sometidos a un cuello de botella evolutivo en el tiempo de especiacion hace
aproximadamente 15mil a 20mil afios (84). En 1991 se alcanzaron los primeros
éxitos en la obtencién de secuencias repetitivas en el genoma de M. tuberculosis.
Este ha sido el punto de partida que ha permitido comparar las huellas genéticas de
los distintos aislamientos y, por tanto, establecer diferencias entre diversas cepas.
Al diferenciar las cepas aisladas, ha sido posible obtener nueva informacion sobre
la epidemiologia de la enfermedad, lo que ha permitido cambiar muchos conceptos
sobre la transmision de la TB, que habian sido aceptados durante décadas (76).
Hace afos, se pensaba que los humanos habian adquirido el bacilo de la TB durante
el Neolitico a partir del ganado durante la domesticacion de los animales, y que, por
tanto, M. tuberculosis provenia de M. bovis. Sin embargo, los analisis gendmicos
demuestran que M. bovis ha perdido varios genes aun presentes en M. tuberculosis,
y que por tanto las especies adaptadas al hombre son anteriores y mas antiguas
gue M. bovis y otras micobacterias de animales, que surgieron posteriormente (34).
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En ensayos de hibridacion diferencial realizados a diferentes miembros del CMT, se
identificaron 14 regiones de diferenciacion (RD1-14), las cuales no estaban
presentes en el genoma de la cepa vacunal bovina BCG (85, 86). Paralelamente,
en 6 regiones de la cepa control de laboratorio H37Rv se encontraron las deleciones
(RvD) 1-5 y la fdelecion 1 especifica de M. tuberculosiso (TbD1), la cual, estuvo
ausente en el genoma de la cepa H37Rv. Las cepas con delecion de los genes
mmpS6 y mmpL6, y que presentaron TbD1f uer on denomi nadas,
mientras que las que los tenian presentes se consideraron fAncestraleso(16).

Las inferencias filogenéticas mas recientes, revelan que los linajes de CMT
adaptados a los humanos tienen una fuerte estructura filogeogréafica, que
comprende 7 linajes principales que divergen desde un ancestro comun y se
diversifican en diferentes regiones del mundo (15). Desde mediados del afio 2000
a través de gendmica comparativa y biologia molecular, se identificaron
polimorfismos de largas secuencias (LSPs) que permitieron diferenciar M.
tuberculosis en 6 diferentes linajes definidos por su lugar de origen: Linaje 1 (Indo-
Oceanico), Linaje 2 (Asia Oriental), Linaje 3 (Oriente de Africa y centro/sur de Asia),
Linaje 4 (Euro-Americano), Linaje 5 (M. africanum Africa Occidental 1) y linaje 6 (M.
africanum Africa Occidental 2) (87); recientemente se describi6 el Linaje 7 (Etiopia),
y esta restringido a Etiopia, el cual representa una rama filogenética intermedia entre
los linajes ancestrales y modernos (88). Los Linajes 2 y 4 son geograficamente mas
expandidos que los demas y dentro de los Linajes, los sublinajes también difieren
en su distribucién geografica (15) (Figura 1). Métodos de genatipificacion tales como
spoligotyping, MIRU-VNTR o polimorfismos de nucle6tido Unico (SNP), han
proporcionado alta resolucién a nivel de sublinajes y han corroborado la division de
M. tuberculosis en los principales linajes (89).

La expansion humana y la alta densidad de la poblacion en las ciudades
sobrepobladas en los siglos XVIII y XIX en Europa, pudieron haber tenido una

selecci -n fimenos cautelosao de | as bacter

susceptibles no era un factor limitante. Esto podria explicar por qué los linajes
modernos son mas virulentos y tienen mayor éxito evolutivo, lo que permite inferir
una eficiente propagacién geogréafica comparados con los linajes ancestrales (34)
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Figura 1. Filogenia del genoma completo de 220 cepas de CMT
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Todos los linajes del CMT son divididos en sublinajes, basados en la metodologia
de spoligotyping. Las bases de datos creadas alrededor del mundo, incluyen 7.104
spoligotipos correspondientes a 58.187 aislados clinicos obtenidos en 102 paises
(91). De los 7.104 spoligotipos, 24 representan la mayoria de los aislados clinicos
caracterizados. Esto podria indicar que algunas familias se transmiten mas
eficientemente que otras (92). Los sublinajes mas grandes representados son:

1 Beijing: se describié en 1995, se caracteriza por la pérdida de un gran nimero
de secuencias (93). Representan alrededor del 50% de las cepas en el Lejano
Oriente de Asia y el 13% de los aislados globales (92).

9 CAS (Central Asian): Descrito por Bhanu NV., y col. en el 2002; se caracteriza
por la ausencia de los espaciadores 23 a 34 (94). Esencialmente localizado en
el sur de Asia e India; sin embargo, también se encontré en Africa, América
Central, Europa, lejano oriente de Asia, Norte América y Oceania (92).

i East African Indian (EAI): Descrito en 1999 por Kéllenius G. y col., no posee los

espaciadores 29 a 32 ni el 34 (95). Es mas prevalente en el sur este de Asia
(92).
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1 Haarlem (H): descrito por Kremer K. y col en 1999 en Holanda, este se
caracteriza por la ausencia del espaciador 31 (96). Representa el 25% de las
cepas de Europa y América (92).

17 LAM (Latin American Mediterranean): se caracteriza por la ausencia de los
espaciadores 21 a 24 (97). Su mayor presencia se encuentra en Venezuela, el
Mediterraneo y la region del Caribe (92).

1 MANU: nueva familia de la India, no posee el espaciador 34. Se encuentra
principalmente en el lejano Oriente de Asia, Oriente Medio - Asia Central y
Oceania (92).

1 T: conocido como cepas modernas de TB. No posee los espaciadores 33 a 36.
Fue encontrado en todos los continentes y corresponde al 30% a nivel mundial
(92).

1 X: se caracteriza por la ausencia del espaciador 18 (98). Es prevalente en UK,
Estados Unidos y colonias britanicas. Esta relacionada con ancestros britanicos
(92).

1 S: es altamente prevalente en Sicilia y Sardinia (92).

Estos sublinajes han sido asociados a transmision de TB y epidemias.
Especialmente el genotipo Beijing, que es ubicuo y se ha dispersado en muchos
paises, igual que la familia LAM que también esta extendida en Africa (34). Un
reciente analisis de los genomas de M. tuberculosis tomados de esqueletos
peruanos de la época precolombina, sugiere que los mamiferos marinos pudieron
desempeniar un papel en la transmision de TB. Estos datos, apoyan la hipétesis de
la introduccién del CMT en el continente americano a través de pinnipedos, seguido
de la adaptacion humana y su posterior propagacion en el territorio (99). Los
fenotipos Haarlem y LAM tienen una amplia distribucion mundial representando el
25% de los aislamientos en Europa, América central y el Caribe (15, 100). En
América Latina, LAM es el que tiene la mayor frecuencia (13, 26). (Figura 2).

33



Figura 2. Distribucién Geogréfica de los Linajes del CMT

A. Muestra los linajes mayormente dispersos alrededor del mundo. B. los linajes medianamente
dispersos y C. los linajes mas restringidos geograficamente. Tomado de Coscolla M. y Gagneux S.,
2014 (22). El circulo lila, representa el Linaje 1; el azul, representa el Linaje 2; el morado, representa
el linaje 3; el rojo, representa el linaje 4, el café, representa el linaje 5; el verde, representa el linaje
6y el circulo amarillo representa el linaje 7.

laactualizaci-n de | a base dseredliadttemiendden
cuenta cepas obtenidas de diferentes paises, considerando la diversidad del origen
de los pacientes. La frecuencia de cada familia se calculé evaluando las 8 regiones
del continente determinadas por la OMS. Los principales linajes representados se
encuentran presentes en todas las regiones, y su proporcion varia de acuerdo a
cada region. El sublinaje T se encuentra distribuido en todas las regiones; la cepa
Beijing representa el 13% de los aislados globales y su mayor proporcion se
encuentra en el lejano Oriente de Asia. Los espoligotipos huérfanos representaron
el 35,7% y 16.9% de los aislamientos de Europa y Norte América respectivamente,
mientras que en otras regiones se encuentran en proporcion entre 1,2% a 11,5%
(Figura 3).
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Figura 3 Filogeografia de los principales sublinajes de Mycobacterium.
tuberculosis.
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Porcentaje de las principales familias de CMT definidos por spoligotyping dentro de SpolDB4.
(Beijing, Beijing-like, CAS, EAI, Haarlem, LAM, Manu, X, T), por continentes estudiados y en todo el
mundo. Abreviaciones: AFR=Africa, CAM=América Central, EUR=Europa, FEA=lejano oriente de
Asia, MECA=medio oriente y centro de Asia, NAM=Norte América, OCE=0Oceania, SAM=Sur

América. Tomado de Brudey K.y co.l, 2006 (92).

4.8 METODOS DE TIPIFICACION MOLECULAR DE Mycobacterium
tuberculosis

La identificacion rapida y precisa de las micobacterias a nivel de especie a partir de
muestras clinicas o de cultivos positivos, tiene gran importancia clinica y
epidemioldgica. Esta identificacion permite la diferenciaciébn entre patégenos
habituales y oportunistas, definiendo, de esta manera, la conducta a seguir con
respecto al tratamiento (101).

Los métodos alternativos de identificacion mas comunes provienen del desarrollo
de técnicas moleculares aplicadas a la identificacion genotipica. Estas técnicas
estan basadas en la amplificacion de ADN bacteriano por PCR acompafiadas por el
estudio de polimorfismos generados por la digestion con enzimas de restriccion, la
hibridacién con sondas especificas, o la secuenciacion de cadenas nucleotidicas
(101).
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En estudios realizados por Kremer K. y col. en 1999 (96) y Supply P. y col. en el
2001 (102), se compararon cinco méetodos de RFLP y ocho metodologias basadas
en PCR. Se observdé que, a pesar del potencial de las técnicas rapidas de
amplificacion para la caracterizacion de cepas de M. tuberculosis, mas de la mitad
de los métodos utilizados tenian como limitacion fundamental su reproducibilidad
y/o poder de discriminacion. De estos, los que mejores resultados aportaron fueron
RFLP-IS6110, este ultimo se basa en la amplificacién del locus DR compuesto por
repeticiones directas de 36 pb y la determinacion de la presencia o ausencia de las
secuencias espaciadoras que las separan (96).

Actualmente, la secuenciacion del genoma completo de los microorganismos esta
siendo ampliamente utilizada para caracterizar genomas individuales, transcripcion
y variacion genética de las poblaciones y las enfermedades (103). Esta técnica,
constituye una herramienta importante para el estudio de la TB, proporcionando un
alto poder de comprension y discriminacién para medir la diversidad genética y
puede ser utilizada para andlisis filogenéticos y clasificacion de M. tuberculosis.
Adicionalmente, con la continua reduccién de sus costos puede ser considerada
pr-Xi mamente como pam lafggnotipifecdrian edidemiadyicadde
M. tuberculosis (14).

4.8.1 RFLP-1S6110. Polimorfismo de la Longitud de los Fragmentos Largos
de Restriccion (restriction fragment length polymorphism)

RFLP-1S610 fue considerada la prueba de oro para genotipificar y caracterizar
cepas de M. tuberculosis debido a la variabilidad existente entre cepas, en el
namero de copias de la 1IS6110 y de su localizacion en el genoma de la micobacteria.
Esta metodologia se basa en el polimorfismo de los fragmentos largos de restriccion
que se obtienen después de cortar el ADN gendmico con la enzima de restriccion
Pvu Il. Se fundamenta en estudiar el nimero de veces que la secuencia de insercion
IS6110 se repite en el genoma de la micobacteria (generalmente entre 1y 25 veces)
y aunque es una técnica muy reproducible, su mayor limitaciéon es que no puede ser
utilizada si la micobacteria tiene menos de 6 copias de esta secuencia en su
cromosoma, en tal caso, se deben realizar otros métodos genotipicos.
Adicionalmente, la genotipificacion basada en 1S6110 requiere de subcultivos de los
aislados por algunas semanas para obtener suficiente ADN. Los aislados de
pacientes infectados con cepas no relacionadas epidemiologicamente tienen
patrones RFLP diferentes, mientras que los pacientes con cepas relacionadas
epidemiolégicamente por lo general tienen patrones RFLP idénticos (104).
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4.8.2 Spoligotyping (Spacer Oligotyping) fiEspoligotipadoo

Las cepas del CMT contienen una Unica regién en el cromosoma que consta de
multiples repeticiones directas (DRs) de 36 pb, éstas se encuentran intercaladas por
espaciadores Unicos que varian en tamafio de 35 a 41 pb (105) y es altamente
polimorfico (106) (Figura 4). EI numero de DRs y la presencia o ausencia de
espaciadores es variable entre las cepas. Su polimorfismo probablemente se debe
a recombinaciones homdlogas entre DRs cercanos o distantes y rearreglos
producidos por el elemento de insercion 1S6110, el cual esta presente en la mayoria
de cepas de MTB (105). Esto puede llevar a la perdida de sus espaciadores, las
cuales son irreversibles (107).

Figura 4. DRs y espaciadores utilizados en Spoligotyping.
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*En la parte superior se muestran los 43 DR (rectangulos) y espaciadores (lineas horizontales)
usados en spoligotyping. En la mitad de la seccién se muestran los productos amplificados por PCR
de espaciadores 1 a 6 de M. bovis bacille Calmettei Guérin (BCG), M. tuberculosis cepa H37Rv y M.
tuberculosis cepa hipotética X con el uso de primers (flechas blancas y negras) en cada extremo del
locus DR. La seccidn inferior muestra los spoligotypos de las tres cepas. Tomado de Barnes PF. y
col., 2003 (104).

El spoligotyping, es una metodologia basada en la amplificacion de ADN de DRs y
la presencia/ausencia de los espaciadores indican los diferentes patrones de
hibridacion del ADN amplificado. La hibridacion es realizada con multiples
oligonucledtidos sintéticos de los espaciadores y son unidos covalentemente a una
membrana de nylon (108) (Tabla 1). Para la genotipificacion se utilizan solo 43
secuencias espaciadoras de las 94 que se han encontrado. Para visualizar los 43
espaciadores amplificados, uno de los dos primers estda marcado con biotina.
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Posteriormente, los puntos de hibridacibn se revelan con un conjugado de
estreptavidina-peroxidasa, éste se une a la biotina, que al agregar el sustrato luminol
forman un complejo luminoso. La reaccion enzimatica que se produce quema una
placa radiogréfica. El punto observado corresponde a cada espaciador hibridado,
de esta forma se determinan los espaciadores presentes 0 ausentes en cada aislado
evaluado (109).

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos unidos a la membrana de nylon.

N (.je Secuencia de los Oligonucledtidos N® (.je Secuencia de los Oligonucle6tidos
Espaciador Espaciador

1 ATAGAGGGTCGCCGGTTCTGGATCA 23 AGCATCGCTGATGCGGTCCAGCTCG
2 CCTCATAATTGGGCGACAGCTTTTG 24 CCGCCTGCTGGGTGAGACGTGCTCG
3 CCGTGCTTCCAGTGATCGCCTTCTA 25 GATCAGCGACCACCGCACCCTGTCA
4 ACGTCATACGCCGACCAATCATCAG 26 CTTCAGCACCACCATCATCCGGCGC
5 TTTTCTGACCACTTGTGCGGGATTA 27 GGATTCGTGATCTCTTCCCGCGGAT
6 CGTCGTCATTTCCGGCTTCAATTTC 28 TGCCCCGGCGTTTAGCGATCACAAC
7 GAGGAGAGCGAGTACTCGGGGCTGC 29 AAATACAGGCTCCACGACACGACCA
8 CGTGAAACCGCCCCCAGCCTCGCCG 30 GGTTGCCCCGCGCCCTTTTCCAGCC
9 ACTCGGAATCCCATGTGCTGACAGC 31 TCAGACAGGTTCGCGTCGATCAAGT
10 TCGACACCCGCTCTAGTTGACTTCC 32 GACCAAATAGGTATCGGCGTGTTCA
11 GTGAGCAACGGCGGCGGCAACCTGG 33 GACATGACGGCGGTGCCGCACTTGA
12 ATATCTGCTGCCCGCCCGGGGAGAT 34 AAGTCACCTCGCCCACACCGTCGAA
13 GACCATCATTGCCATTCCCTCTCCC 35 TCCGTACGCTCGAAACGCTTCCAAC
14 GGTGTGATGCGGATGGTCGGCTCGG 36 CGAAATCCAGCACCACATCCGCAGC
15 CTTGAATAACGCGCAGTGAATTTCG 37 CGCGAACTCGTCCACAGTCCCCCTT
16 CGAGTTCCCGTCAGCGTCGTAAATC 38 CGTGGATGGCGGATGCGTTGTGCGC
17 GCGCCGGCCCGCGCGGATGACTCCG 39 GACGATGGCCAGTAAATCGGCGTGG
18 CATGGACCCGGGCGAGCTGCAGATG 40 CGCCATCTGTGCCTCATACAGGTCC
19 TAACTGGCTTGGCGCTGATCCTGGT 41 GGAGCTTTCCGGCTTCTATCAGGTA
20 TTGACCTCGCCAGGAGAGAAGATCA 42 ATGGTGGGACATGGACGAGCGCGAC
21 TCGATGTCGATGTCCCAATCGTCGA 43 CGCAGAATCGCACCGGGTGCGGGAG
22 ACCGCAGACGGCACGATTGAGACAA

* Tomado de Kamerbeek y col., 1997 (108)

El spoligotyping es un método muy utilizado por su relativa simplicidad, rapidez y
bajo costo. Los resultados se expresan en codigos binarios de 43 digitos construidos
por la presencia (1) o ausencia (0) de los espaciadores, que permiten crear bases
de datos simples, con codigo binarios u octales (Figura 4). Estos resultados
posteriormente son analizados filogenéticamente para determinar los clusters segun
su similitud genética. La codificacion permite comparar facilmente el genotipo de
cepas aisladas en diferentes laboratorios en todo el mundo (107). Los datos
obtenidos se comparan con una base de datos internacional que tiene mas de
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11.000 SITs (Spoligotype International Type) de aislados obtenidos en mas de 90
paises, de esta manera se obtiene la identificacion de los diferentes linajes y
sublinajes de cada aislado del CMT.(97).

A pesar de las ventajas que tiene esta técnica, mencionadas previamente, su poder
de discriminacion es bajo, por lo tanto, necesita de otra técnica que permita una
mayor diferenciacion entre cepas (104).

4.8.3 MIRU-VNTR. Unidades Repetitivas Micobacterianas Interespaciadas
- Numero Variable de Repeticiones en Tandem (Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units -Variable Number of Tandem DNA
Repeats)

Las secuencias repetidas en tandem estan dispersas en miles de copias en los
genomas eucariotas superiores. Los loci con repeticiones de secuencias cortas
(SSRs) de 1-13 pb son llamados generalmente microsatélites, y los que tienen de
10-100 pb secuencias repetidas son llamados minisatélites. Muchos de estos loci,
muestras hipervariabilidad en su nimero de repeticiones tanto en humanos, como
en animales. Estos también son llamados loci de repeticiones en tandem de numero
variable (VNTR) y son una gran herramienta para el estudio de evolucién y estudios
de pedigree (110-112). El tamafio de cada amplicon indica el polimorfismo del VNTR
y se expresa como el nimero de copias que contiene. Las secuencias VNTR han
emergido como marcadores para genotipificacion de algunas especies bacterianas,
especialmente para patégenos genéticamente homogéneos tales como Bacillus
anthrasis, Yersinia pestis y los miembros del CMT (113-115).

Teniendo en cuenta la estructura genética dentro del genoma de M. tuberculosis,
11 loci VNTR fueron divididos en MPTRs (secuencias repetidas polimérficas
principales en serie) y ETRs (secuencias repetidas en serie exactos). Los MPTRs
presentan secuencias repetidas homogéneas de 10 pb, mas un espaciador
adyacente variable de 5 pb. De los 5 MPTRs analizados (A-E) solo se observa un
ligero polimorfismo en MPTR A. Los ETR 6-VNTR son secuencias polimoérficas
repetidas de 53 a 79 pb (ETR AT ETR F). Estos ultimos tienen gran reproducibilidad,
pero su poder discriminatorio es muy bajo comparado con RFLP-IS6110 (116).
Otros VNTRs fueron descritos en la Universidad de Queen de Belfast, con
secuencias repetidas de 56 a 60 pb y fueron denominados como QUB, son similares
a ETR en cuanto a reproducibilidad y poder discriminatorio (109).
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Supply P. y col. en el afio 2000, reportaron la identificacion de minisatelites en el
genoma de M. tuberculosis. Estas estructuras estdn compuestas de secuencias
repetidas llamadas MIRU de 40 a 100 pb y se encontraron dispersas en 41 sitios
del cromosoma de la cepa H37Rv de M. tuberculosis (Figura 5). Los MIRU han sido
clasificados en tres grupos principales. Tipo |: secuencias que contienen alrededor
de 77 a 101pb. Tipo Il de 46 a 53 pb y Tipo Il de 58 a 101pb. Se estiman alrededor
de 40 a 50 MIRU en el genoma de M. tuberculosis; algunas contienen unidades
repetidas idénticas y otras contienen repeticiones que varian ligeramente en
secuencia y longitud (111).

Figura 5. Posicién de 41 loci MIRU en el cromosoma de Mycobacterium tuberculosis
H37Rv.
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* Los numeros ardbigos en negrilla indican el nimero de locus MIRU, los nimeros romanos indican
el tipo de MIRU (1, 11, ). Tomado de Supply y col, 2000 (110).

Inicialmente, se observé que 12 de estos loci presentaban polimorfismos en el
namero de copias MIRU entre aislados de M. tuberculosis no relacionados. Por lo
tanto, los sistemas iniciales de tipificacion VNTR para las cepas del CMT hacian uso
de dichos loci (12 loci) (110). Sin embargo, no resulté ser suficientemente
discriminatorio (96). Posteriormente se utilizaron 15 loci y en la actualidad se estan
utilizando 24 loci altamente polimérficos y con un mayor poder discriminatorio (11).

La genaotipificacion basada en VNTR de diferentes clases de MIRU categoriza el
namero y tamafio de las copias de cada MIRU independiente, mediante la
amplificacion de multiples loci usando primers especificos para las regiones que
flanquean cada locus mediante PCR, y visualizando por electroforesis (Figura 6).
En cada uno de los loci hay de 2 a 8 alelos, lo que da lugar a mas de 20 millones de
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posibles combinaciones de ellos. El poder discriminatorio de la genotipificacion por
MIRU-VNTR es generalmente similar al RFLP 1S6110, con la diferencia que su
analisis puede ser automatizado y de esta manera ser utilizado para la evaluacion
de un gran numero de cepas, produciendo resultados digitales intrinsecos que
pueden ser organizados en una base de datos. Un sitio Web ha sido configurado
para que una base de datos mundial de patrones MIRU pueda ser creada (11, 104).
La tipificacion por MIRU-VNTR ha mostrado una buena reproducibilidad y un
aceptable poder de discriminacion (96); es una técnica menos compleja que la
genotipificacion basada en RFLP-1S6110 y puede ser aplicada directamente a
cultivos de M. tuberculosis sin necesidad de purificar el ADN (104)

Figura 6. Cromosoma de Mycobacterium tuberculosis de la cepa hipotética X.

|

Chromosome of
M. tuberculosis
Strain X
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@ 0 @
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=] 1se110 < 156110 probe

:H#H: DR locus J, Prull sites
DID MIRU P‘*ﬂ PCR primers

MIBU-Based Genotvping

* Genotipificacién de M. bovis Bacille Calmettei Guérin (BCG), la cepa del Laboratorio de M.
tuberculosis H37Rv y la cepa X sobre la base de secuencias de insercién 1S6110 y MIRU. Tomado

de Barnes y col., 2003 (104)
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5. METODOLOGIA

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio descriptivo de corte transversal, que analizé los genotipos circulantes de
Mycobacterium tuberculosis aislados de pacientes VIH positivos.

5.2 POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes VIH positivos mayores de 18 afios que asistieron a los Hospitales Simon
Bolivar y Santa Clara de Bogotd4, durante el periodo comprendido entre octubre de
2014 y noviembre de 2015, a los cuales se les diagndstico TB mediante cultivo
liquido sistematizado (MGIT™) y/o soélido (LJ, STG) dentro del proyecto de
Il nvestigaci-n titulado ADETECCICN DE

EN INDIVIDUOS VIH POSITIVOS DE LOS HOSPITALES SIMON BOLIVAR Y
SANTA CLARA DE BOGOTA, EN LA ERA DEL TRATAMIENTO

TUBE

ANTI RRETROVI RAL DE GRAN ACTI VI DAD (TARGA)

AEstabl ecer una b¥%squeda intensiva de
conviven con el VIH/SIDA (PVVS), en la era de la terapia antirretroviral de gran
actividad (TARGA) en los Hospitales Simon Bolivary Sant a Cl ar a
estudio fue aprobado por el comité de Etica y el Comité de Investigacion y Docencia
de la Universidad Nacional de Colombia, el Hospital Simén Bolivar y el Hospital
Santa Clara de la ciudad de Bogota.

5.3 MUESTRA

La muestra estuvo conformada por 49 aislados de Mycobacterium tuberculosis
obtenidos de 36 pacientes VIH positivos mayores de 18 que asistieron a los
hospitales Simén Bolivar y Santa Clara de Bogota que aceptaron participar
voluntariamente.

5.4 VARIABLES DEL ESTUDIO

Las variables epidemioldgicas se obtuvieron de la encuesta general utilizada en el
proyecto general previamente mencionado. Para el presente estudio se tuvieron en
cuenta las siguientes variables: edad, género, raza, lugar de nacimiento, tipo de
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vinculacién a seguridad social, tipo de servicio asistencial, lugar de residencia
(privado de la libertad, habitante en situacion de calle, hogar geriatrico), tiempo de
adquisicién de la infeccion por VIH, recuento reciente de linfocitos CD4+, resultado
de carga viral, tratamiento antirretroviral, tos, expectoracion, radiografia de térax,
cicatriz BCG, tuberculosis previa, tratamiento antituberculoso previo, interrupcion de
tratamiento antituberculoso previo, reinicio de tratamiento antituberculoso,
terminacion del tratamiento antituberculoso, enfermedades autoinmunes,
enfermedades oportunistas, ETS, hepatitis, diabetes mellitus, trasplantes,
tratamiento con corticoides, consumo de sustancias psicoactivas, consumo de
alcohol, consumo de cigarrillo, sintomas que presentaron en el momento de la
consulta u hospitalizacion, peso, talla, temperatura corporal y tension arterial. En el
Anexo 1 se muestra la encuesta aplicada a los pacientes para obtener la informacion
de las variables epidemioldgicas.

5.5 RECOLECCION DE INFORMACION

Los datos de los pacientes fueron obtenidos de acuerdo a la encuesta realizada
para tal fin, de la que se obtuvo informacion clinica y epidemiolégica de cada uno
de ellos. Esta informacién junto con los resultados fue almacenada en una base de
datos de Microsoft Access2007®, en el laboratorio de Micobacterias de la Facultad
de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia y exportada a Microsoft Excel®
para su analisis.

5.6 DISPOSICIONES ETICAS

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad Nacional de
Colombia y de los Hospitales participantes. Cada paciente que decidié participar
voluntariamente en el estudio firmd un consentimiento informado (Anexo 2); el
profesional que tomé los datos explicé en qué consistia el proyecto y aclaro las
dudas que se presentaron, se protegio la privacidad del individuo y se cumplié con
los principios éticos conforme a la resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud, teniendo en cuenta las buenas practicas clinicas del Tratado de Helsinki.

5.7 RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

La captacion de pacientes se llevé a cabo en los servicios de consulta externa y
hospitalizacion, en coordinacién con los programas de VIH y TB de los Hospitales
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participantes en el estudio. Las muestras recolectadas de cada paciente fueron:
sangre, esputo espontaneo o inducido, liquidos corporales (pleural, cefalorraquideo
y peritoneal), lavados broncoalveolares (LBA), lavados bronquiales, materia fecal,
secreciones (cervicales, absceso de psoas, de glande y osteoarticular) y biopsias
(de piel, pulmoén, pleura, glande e intestino). Cada una de ellas fue rotulada y
trasportada al Laboratorio de Micobacterias de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia segun los criterios establecidos.

En la Figura 7 se muestra el esquema de trabajo a partir de la captacién del paciente
para obtener los aislados clinicos y su respectiva genotipificacion.

Figura 7. Flujograma para la obtencion de aislados de M. tuberculosis
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5.7.1. Baciloscopia

Se realizd la baciloscopia a cada muestra excepto a las biopsias parafinadas de
acuerdo al protocolo estandarizado (117).

5.7.2. Cultivo

Las muestras que provenian de sitios contaminados con flora comensal se
descontaminaron por el método de NaOH/N-acetil-cisteina de acuerdo al protocolo
de la OPS (117), mientras que las que provenian de sitios estériles se procesaron
sin descontaminar. Posteriormente se cultivaron en medio liquido MGIT™
(BACTEC™ System, Becton Dickinson) y medios sélidos Lowenstein-Jensen (LJ) y
Stonebrink modificado por Giraldo (STG). Los cultivos en medio liquido se incubaron
a 37°C en el equipo BACTEC™ MGIT™ 320 durante 42 dias, los medios sélidos
fueron incubados a la misma temperatura que los liquidos durante 12 semanas, y
se observaron semanalmente.

En el momento previo al cultivo, se tomé una alicuota de 200 ul de cada muestra
para la realizacion de pruebas moleculares basadas en amplificacion de ADN, tales
como PCR-1S6110 y GenoType® MTBDRplus 2.0, esta Ultima para detecciéon de
susceptibilidad a Rifampicina e Isoniazida. Las biopsias parafinadas fueron
sometidas a proceso de maceracién, posteriormente extraccion de ADN y pruebas
moleculares mencionadas anteriormente.

A los medios de cultivo en los cuales se evidencié crecimiento bacteriano se les
realizd coloracién de Ziehl Neelsen, para confirmar la presencia de bacilos acido
alcohol resistentes (BAAR), seguida por un proceso de identificacion por medio de
pruebas fenotipicas que incluyeron: deteccion de niacina, deteccién de actividad de
catalasa a temperatura ambiente y a 68°C y reduccion de nitratos; también se
empled el ensayo inmunocromatografico que detecta la presencia de la proteina
secretora MPT6 4 . (BD MGITE TBc Il dentification Te

Posteriormente a los aislados bacterianos se les realizé extraccion de ADN con el
método comercial GenoLyse®. Esta metodologia se realiz6 de acuerdo a los

protocolos de manufactura, con algunas modificaciones:

1. Se adicionaron 100 pl de buffer de lisis A-LYS a un vial de 1.5ml previamente
identificado con el nUmero de muestra de interés.
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2. Mediante raspado con una espatula de madera, se adicionaron en el buffer
aproximadamente 3mm de masa bacilar a partir del medio LJ. Inmediatamente
se homogenizaron en agitador vortex por 1 minuto.

Se incubo a 95°C durante 5 minutos o hasta que el liquido estuviera turbio.

Se adicionaron 100 pl del buffer A-NB para neutralizar la reaccion.

5. Se centrifug6 a 14.000 rpm durante 5 minutos, el sobrenadante se colecciono
en otro vial de 1.5ml identificado con el mismo nimero de la cepa y se descarto
el pellet.

6. EIl ADN obtenido se almaceno a -70°C para su proceso de amplificaciéon. La
presencia de ADN se confirm6 en un gel de agarosa al 1%.

7. Cada cepa a la cual se le realizé la extraccion de ADN fue subcultivada por
duplicado en medio LJ para su preservacion.

ko

Los aislados identificados como micobacterias no tuberculosas fueron
caracterizados mediante la prueba molecular PRA-hsp65 (Analisis del polimorfismo
de los fragmentos de restriccion del gen hsp65).

Los aislados identificados como M. tuberculosis obtenidos fueron utilizados para
cumplir con los objetivos de la presente tesis.

METODOS PARA CUMPLIR EL OBJETIVO GENERAL Y EL OBJETIVO
ESPECIFICO 1. ACaracteri zar cl2znica y epidemioc
coinfectados VIH-T B 0

5.8 CARACTERIZACION CLINICA Y EPIDEMIOLOGICA DE LOS
PACIENTES COINFECTADOS VIH-TB.

Se exportd la base de datos creada previamente en Microsoft Access 2007® a
Microsoft Excel 2007®, donde se incluian las variables clinicas y epidemioldgicas
de los pacientes, adicionalmente se registré el resultado de la baciloscopia, prueba
de susceptibilidad por BACTEC™ MGIT™ SIRE y GenoType® MTBDRplus 2.0, el
resultado del patron de Spoligotyping y de MIRU-VNTR.

5.9 ANALISIS DE DATOS

Se utilizaron herramientas estadisticas descriptivas, variables continuas como
medias, medianas y variables categoricas como porcentajes y proporciones. Para
efectuar la comparacion de variables entre grupos (cepas agrupadas vs variables
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demograficas y clinicas) se utilizaron pruebas exactas de Fisher. Las pruebas de
hipotesis se evaluaron tomando un nivel de significacion de 0,05.

La mortalidad se estimé como tasa de densidad de incidencia en la cual el
denominador fue el total de seguimiento aportado por todos los pacientes y el
nominador el nimero total de eventos durante el tiempo de seguimiento. Estas tasas
fueron expresadas en términos de 100 pacientes x mes. Los resultados se
analizaron con el programa STATA 12®.

METODOS PARA CUMPLIR EL OBJETIVO GENERAL Y EL OBJETIVO
ESPECIFICO 2 . Ideiitificar patrones de susceptibilidad a medicamentos
antituberculosos de primera linea en los aislados clinicos de Mycobacterium
tuberculosis obtenidoso.

La susceptibilidad de los aislados clinicos de M. tuberculosis se realiz6 mediante
metodologia convencional microbiolégica BACTEC MGl TE S| RE vy
molecular GenoType® MTBDRplus 2.0.

510 METODO BACTECE IREGI TE S

El método MGIT™ (tubo indicador de crecimiento micobacteriano de Becton
Dickinson, Maryland, USA) se introdujo en 1995 y se emplea como método
alternativo para susceptibilidad antimicobacteriana. El medio MGIT contiene caldo
Middlebrook 7H9 modificado con un compuesto fluorescente embebido en silicona
en la parte inferior del tubo, este compuesto es sensible a la presencia de oxigeno
disuelto en el caldo. Cuando hay crecimiento bacteriano, los microorganismos al
respirar consumen el oxigeno disuelto en el medio haciendo que el sistema
automatizado detecte la fluorescencia.

BACTEC™ MGIT™SIRE es una prueba cualitativa que puede durar de 4 a 13 dias.
Esta prueba se basa en el crecimiento de aislados del CMT en un tubo que contiene
medicamento anti-TB comparado con un tubo sin medicamento (control de
crecimiento) (70).

Una vez identificados como CMT, los cultivos liquidos con un crecimiento menor a
5 dias de incubacion se utilizaron para la realizacién de pruebas de susceptibilidad
por MGIT™SIRE, siguiendo las instrucciones de manufactura (70). Para la
preparacion del inéculo la suspension bacteriana se ajusto a una concentracion final
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de 1 en la escala de McFarland-utilizando el nefelometro BD PhoenixSpec y
posteriormente se realizo una dilucion 1:5 en agua destilada estéril.

La preparacion de los antibidticos se realizo de acuerdo a las especificaciones del
fabricante como se muestra en la Tabla 2. Para la realizacion de la prueba, se
utilizaron 5 tubos de medio liguido MGIT™: uno correspondiente al control de
crecimiento, y los otros cuatro correspondientes al antibiético a evaluar.

Tabla 2. Concentraciones de los antibiéticos para BACTEC™ MGIT™ SIRE

Concentracion del Volumen Concentracién
Medicamento medicamento post- adicionado a los final en los tubos
reconstitucién* tubos MGIT MGIT™
MGIT S 83 pg/mL 100 pL 1.0 pg/mL
MGIT H 8.3 ug/mL 100 pL 0.1 pg/mL
MGIT R 83 pg/mL 100 pL 1.0 pg/mL
MGIT E 415 pg/mL 100 pL 5.0 pg/mL

* Los antibidticos se reconstituyeron en 4ml de agua estéril desionizada para mantener la
concentracion requerida. Tomado de: BACTECE MGITE 960 SIRE Kit
Susceptibility Testing of M. tuberculosis Manual (70)

A cada tubo MGIT™ se le agregaron 800 pl del suplemento para SIRE provisto en
el kit, se agregaron 100 pul del antibiético correspondiente en cada tubo excepto al
tubo de control de crecimiento. Por ultimo, se agregaron 500 pl de la suspension
bacteriana. El equipo automéaticamente interpretd los resultados y reporté los
resultados como susceptibles o resistentes, segun el caso. El equipo BACTEC
MGIT™ 320 continuamente monitored los tubos por aumento en la fluorescencia.
Para determinar el resultado de la susceptibilidad, se comparé la fluorescencia
emitida por el tubo evaluado con el tubo del control de crecimiento.

5.11 GenoType® MTBDRplus 2.0

GenoType® MTBDRplus 2.0 es un método que permite identificar la presencia del
CMT en la muestra examinada y las mutaciones mas frecuentes asociadas a la
resistencia a los medicamentos antituberculosos de primera linea R e H. A
diferencia del cultivo, esta prueba puede demorar alrededor de 6 horas, ofreciendo
un diagnéstico preliminar. Esta prueba esta basada en ensayo de sonda lineal (line
probe assay) que involucra PCR e hibridacion de los amplicones biotinilados a los
oligonucledtidos especificos inmovilizados en una membrana en forma de tira.
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Cada tira de ensayo contiene 5 controles: el control de conjugado (CC), control de
amplificacion (CA) y el control de las zonas de los loci rpoB, katG e inhA. Todas las
bandas de control deben estar presentes para la validacion del resultado. EI CC
indica la eficiencia del conjugado para unirse al substrato, la banda CA indica
amplificacion de la reaccion y ausencia de inhibidores de la muestra. Las zonas de
control de los loci rpoB, katG e inhA detectan una region especifica para el
respectivo | ocus y deben aparecer cuando
caracterizar el aislado evaluado se encuentran 22 sondas en la tira de ADN. TUB
representa la region especifica del gen rARN 23s perteneciente al CMT; 8 sondas
tipo silvestre (WT) comprenden la region del gen rpoB que codifica para los
aminoacidos 505 a 534 (WT1 a WT8) y 4 sondas son especificas de las mutaciones
mas comunes: MUT1, MUT2, MUT3 Y MUT4 (D516V, H526Y, H526D, y S531L,
respectivamente). En el gen katG se encuentran 3 sondas especificas para el codén
315, una corresponde a katG WT y dos corresponden a las mutaciones MUT1 (AGC
por ACC: S315T1) y MUT2 (AGC por ACA: S315T2). Finalmente, 6 sondas estan
designadas para la region promotora del gen inhA (-8, -15 y -16), dos sondas
corresponden a inhA WT1 (-15y -16) y WT2 (-8). Otras 4 detectan mutaciones de
C15T (MUT1), A16G (MUT2), T8C (MUT3A) y T8A (MUT3B) (118).

La prueba molecular GenoType® MTBDRplus 2.0 se realiz6 de acuerdo a las
instrucciones de manufactura, cambiando el volumen de ADN de 5 ul a 10 pl
(GenoType® MTBDRplus ver 2.0 instrutions for user). El protocolo se realiz6 de la
siguiente manera: Para la amplificacion se realizé una mezcla tomando 10 pul del
reactivo AM-A y 35 ul AM-B y 10 ul de ADN para un volumen final de 55 pl. La
amplificacion se llevo a cabo en el termociclador (Bio Rad C1000) con los siguientes
ciclos: 15 minutos de activacion de la polimerasa a 95°C, 10 ciclos de denaturacion
a 95°C durante 30 segundos y elongacion a 58°C durante 120 segundos; 3 ciclos
de denaturacion a 65°C por 2 segundos, anillamiento a 53°C durante 40 segundos
y elongacién a 70°C durante 40 segundos y una extension final a 70°C durante 8
minutos.

Los amplicones marcados con biotina fueron hibridados a wuna sonda
complementaria unida a una membrana de nitrocelulosa, para esto se realizé la
denaturacion de las hebras de ADN durante 5 minutos con el reactivo DEN y se
agrego 1ml del buffer de hibridacion, esta reaccion se llevo a cabo en el equipo
TwinCubator® Hain LifeScience GmbH a 42°C durante 30 minutos. Posteriormente,
se realiz6 un lavado con la solucién astringente a 42°C durante 15 minutos seguido
por un lavado con detergente durante un minuto a temperatura ambiente para
eliminar amplicones que no se adhirieron a la membrana. En seguida, se realizé la
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adicion del conjugado de fosfatasa alcalina-estreptavidina durante 30 minutos a
temperatura ambiente, se lavo dos veces con rinse y una con agua destilada cada
uno durante un minuto, finalmente se agregd el substrato del conjugado y la
reaccion fue evidenciada por la presencia de bandas coloreadas donde el amplicon
fue hibridado.

La ausencia de por lo menos una de las bandas WT y/o la presencia de las bandas
MUT indican mutacion en el gen relacionado indicando resistencia al antibiotico
respectivo. Por el contrario, si todas las bandas WT estan presentes y no se
evidencia ninguna en las regiones de las mutaciones, indica que la muestra
evaluada es sensible al antibiético correspondiente. Para la validacion de la prueba
es necesario que todas las bandas de los controles se encuentren presentes, de lo
contrario la prueba es considerada invalida. En la Figura 8 se muestran ejemplos de
los aislados sensibles y resistentes a R y H, con su respectiva guia de lectura.

Figura 8. Lectura de las tiras de GenoType® MTBDRplus 2.0

Resistance - R+l R+l R+l

Tomado de http://www.hain-lifescience.de/en/products/microbiology/mycobacteria/tuberculosis/genotype-
mtbdrplus.html

Las mutaciones presentes en la tira de GenoType® MTBDRplus 2.0 detectan
algunas de las mutaciones mas frecuentes responsables de la resistenciaa Hy R.
La ausencia de las bandas WT y/o presencia de las bandas MUT en el gen rpoB
indican resistencia a R, en el gen katG indica resistencia de alto nivel para Hy en
inhA, resistencia de bajo nivel para H. (Tabla 3).
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Tabla 3. Mutaciones en los genes rpoB, katG e inhA detectadas por GenoType®

MTBDRplus 2.0

Gen rpoB
Ausencia de banda WT Codones analizados Presencia de labanda MUT  Mutaciéon
F505L
rpoB WT1 505-509 T508A
S509T
rpoB WT2 510-513 L511P*
Q513L*
rpoB WT2/WT3 510-517 Q513P
del514-516
rroB MUT1 D516V
rpoB WT3/WT4 513-519 D516Y
del515
del518*
rpoB WT4/\WT5 516-522 N518|
S522L
rpoB WT5/WT6 518-525 S$5220
rpoB MUT2A H526Y
rpoB MUT2B H526D
H526R
H526P*
rpoB WT7 526-529 H526Q*
H526N
H526L
H526S
H526C
rpoB MUT3 S531L
S531Q*
rpoB WT8 530-533 T S53IW
L533P
Gen katG
Ausencia de banda WT Codones analizados Presencia de labanda MUT  Mutacién
katG MUT1 S315T1
katG WT 315 katG MUT2 S315T2
Promotor inhA
Ausencia de banda WT P05|_C|on de a.C'dOS Presencia de la banda MUT Mutaciéon
nucleicos analizados
. -15 inhA MUT1 C15T
inhAWT1 16 inhA MUT2 A16G
. inhA MUT3A T8C
InhA WT2 -8 inhA MUT3B T8A

WT: Wild Type, MUT: Mutacion. * Mutacion detectada Unicamente in silico. Tomado de: GenoType
MTBDRplus 2.0 instrutions for user.
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METODOS PARA CUMPLIR EL OBJETIVO GENERAL Y EL OBJETIVO

ESPECIFICO 3 iDet er mi nar |l os genot Myobactercumr c ul a
tuberculosis aislados en pacientes VIH positivos de los Hospitales Simén
Bolivary SantaClarade Bogot 8, mediante | a t®cnica

5.12 GENOTIPIFICACION MOLECULAR POR SPOLIGOTYPING

La genotipificacion de cada aislamiento se realiz6 de acuerdo a la metodologia
descrita por Kamerbeek J. y col. La cual consiste en la amplificacion del locus DR
de cada aislado mediante PCR utilizando los siguientes primers: DRa: 5-
GGTTTTGGGTCTGACGAC y DRb: 5-CCGAGAGGGGACGGAAAC a una
concentracion de 20 pmoles cada uno. A diferencia del protocolo original, se utilizé
laPl ati numE Taq DNeA lugarode {arBeperarageDNA polymerase
(5000 V) propuesta. Se manejé como control positivo la cepa de referencia H37Rv
y como control negativo agua miliQ. El volumen final se realiz6 a la mitad para
minimizar costos, pero conservando las mismas concentraciones. Los volimenes y
concentraciones de los reactivos utilizados para la PCR se muestran en la Tabla 4.
La amplificacion por PCR se realizé bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo a 96°C
por 3 minutos, 20 ciclos a 96°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 30
segundos y un paso final de extensién a 72°C por 5 minutos.

Tabla 4. Mezcla maestra de PCR para amplificacion de DR

Reactivo Concentracién Final Volumen
Agua MQ 14.2 pl
Buffer 10X 2.5 ul
MgCl, 1,5mM 0,75 pl
dNTPs 2,5mM 2
PRIMER DRa* 20 pmol 2 ul
PRIMER DRb 20 pmol 2 ul
Taq Platinum® 0,04 units/pul 0,05 pl
TOTAL MEZCLA 23,5 ul
ADN 1,5 ul
VOLUMEN TOTAL 25 ul

* Primer marcado con biotina.

Posteriormente, los productos de PCR obtenidos fueron hibridados a una
membrana comercial (Ocimum Biosolutions BV) de primera generacién que
contiene 43 oligonucleotidos correspondientes a 43 secuencias espaciadoras del
locus DR del M tuberculosis (108). El resultado de la hibridacion se evidencio
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mediante quimioluminiscencia empleando el estuche comercial Novex ECL
Chemiluminescent Substrate Reagent (Kit. Set 2x125ml. Marca INVITROGEN) y se
reveld6 mediante exposicion a una pelicula fotosensible SHEETS Thermo
Scientific™ Pierce™ CL Xposure film (18x24cm) en el equipo revelador Energex
modelo SRX-101A. El procedimiento general se describe en el Anexo 3. La lectura
de la membrana se realiz0 visualmente. La deteccion de las 43 secuencias
espaciadoras se determind con la presencia o la ausencia de un punto en el lugar
correspondiente. Con los resultados obtenidos se establecié un codigo binario de
43 d2gitos, donde filo correspondi - a |
a la ausencia de la misma.

La informacién obtenida de los diferentes patrones de genotipificacion obtenidos por
Spoligotyping se analizaron utilizando la base de datos SITVIT disponible en:
http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/ y las bases de datos
mundiales SpolDB4 (92). y. Para el andlisis de clusters se utilizo en la pagina MIRU-
VNTRplus junto con el método de UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using
Arithmetic Average), el cual agrupoé los patrones de acuerdo a sus coeficientes de
similitud para posteriormente construir el respectivo dendograma. De esta manera,
se determinaron los patrones en Cluster (infeccién reciente) y/o patrones Unicos
indicativos de reactivacion enddgena.

METODOS PARA CUMPLIR EL OBJETIVO GENERAL Y EL OBJETIVO
ESPECIFICO 4. Ddterminar el porcentaje de cepas agrupadas y aislados
Gnicos de Mycobacterium tuberculosis obtenidos de pacientes VIH positivos
de los Hospitales Simén Bolivar y Santa Clara de Bogota, mediante la técnica
de MIRU VNTR de 24 locio .

5.13 GENOTIPIFICACION MOLECULAR POR MIRU DE 24 LOCI

La genotipificacion molecular por MIRU-VNTR 24 loci de cada aislado clinico se
realiz6 de acuerdo a la metodologia propuesta en la guia técnica por Supply P.y
col., 2005 (119). Para este procedimiento se utilizé un set de 24 pares de primers
correspondientes a los loci MIRU (locus 154, 424, 577, 580, 802, 960, 1644, 1955,
2059, 2163b, 2165, 2347, 2401, 2461, 2531, 2687, 2996, 3007, 3171, 3192, 3690,
4052, 4156 y 4348) (119) (Tabla 5). Cada primer fue disefiado tomando las regiones
flanqueantes de cada locus analizado. La estandarizacion se realizo con la cepa
control de referencia H37Rv, y dos aislados del estudio. Los primers se usaron a
concentraciones diferentes a las propuestas por la guia técnica (Anexo 4) y para
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minimizar los costos se realizé a la mitad del volumen sugerido. De esta manera se
realizaron 24 PCRs por cada aislado clinico iniciando con un paso de denaturacion
de 15 minutos a 95°C, seguida por 40 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 60°C,
y 1 minuto 30 segundos a 72°C, terminando la reaccion con 10 minutos a 72°C a
excepcion del locus 4052 (QUB-26), en la cual la temperatura de anillamiento se
realiz6 a 59°C.

Los productos amplificados fueron evidenciados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% en buffer TBE a 1X, utilizando un marcador de peso molecular de
1Kb a cada extremo del gel para su interpretacion. La visualizacion de los productos
de PCR se realizé en el analizador y fotodocumentador de geles (Bio Imagen
System modelo ChemiGenius, y el peso molecular de cada fragmento se determiné
automaticamente mediante el software GeneSnap® version 6.07 GeneTools. Los
valores de peso molecular fueron almacenados en Microsoft Excel®. Las bandas
correspondientes de cada MIRU-VNTR se interpretaron como el nUmero de copias
en base a una tabla de referencia (Laboratorio de Referencia e Investigacion del
Instituto Pasteur de Guadeloupe) mostrada en el Anexo 5 (119). Finalmente, se
obtuvo un codigo numérico correspondiente al nUmero de repeticiones por locus, el
cual es ingresado a las bases de datos SITVIT WEB y MIRU-VNTRplus para su
analisis.

Los patrones obtenidos mediante spoligotyping y MIRU-VNTR se compararon con
aguellos reportados en la base de datos SpolDB4 (http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/) de libre acceso propiedad del Instituto
Pasteur de Guadeloupe (91). Para indicar los SITs y los linajes genéticos de CMT
se utilizaron las herramientas disponibles en la pagina web MIRU-VNTRplus
(www.miruvntrplus.org (120)). Basados en estas dos técnicas se construyeron
dendogramas para determinar los cluster moleculares de los aislados. Un cluster
fue definido como dos o0 més aislados que compartieron patrones idénticos, mientras
qgue los patrones que no coincidieron con ninguno de la base de datos se
denomi naron Ahu®rfanoso. El ¢cndice Discrin
usado para calcular el poder discriminatorio relativo de cada método (121). Los
casos en donde se encontraron dobles alelos en uno o mas loci VNTR sugestivos
de genotipos mixtos que podrian indicar infeccion mixta o contaminacion (122),
fueron reevaluados.
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Tabla 5. Primers para amplificacion de MIRU-VNTR 24 loci.

Locus Alias Tamarfio de repeticion en pb PCR primer pairs
GCGCGAGAGCCCGAACTGC
580 MIRU 4 " GCGCAGCAGAAACGCCAGC
TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC
2996 MIRU 26 51 CATAGGCGACCAGGCGAATAG
GGGTTGCTGGATGACAACGTGT
802 MIRU 40 54 GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA
GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
960 MIRU 10 53 GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT
TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA
1644 MIRU 16 53 CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC
ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA
3192 MIRU 31 53 GTGCCGACGTGGTCTTGAT
424 42 51 CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT
GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC
577 43 58 CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT
AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA
AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT
2165 ETRA & CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT
CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT
2401 47 58 ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA
3690 52 58 CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC
TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG
TGACCACGGATTGCTCTAGT
4156 53 59 GCCGGCGTCCATGTT
CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG
2163b QUB-11b 69 CGAAGTGAATGGTGGCAT
AGATCCCAGTTGTCGTCGTC
1955 Mtub21 57 CAACATCGCCTGGTTCTGTA
AACGCTCAGCTGTCGGAT
4052 QUB-26 111 CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT
TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT
154 MIRU 2 53 TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT
CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG
2531 MIRU 23 53 AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC
CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC
4348 MIRU 39 53 CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT
TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG
2059 MIRU 20 " GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA
CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT
2687 MIRU 24 54 GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA
TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA
3007 MIRU 27 53 GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA
GCCAGCCGCCGTGCATAAACCT
2341 46 57 AGCCACCCGGTGTGCCTTGTATGAC
2461 48 57 ATGGCCACCCGATACCGCTTCAGT
CGACGGGCCATCTTGGATCAGCTAC
3171 49 54 GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA

GGCTCTCATTGCTGGAGGGTTGTAC

Tomado de la guia técnica Supply P. y col., 2005 (119)
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6. RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACION CLINICA Y EPIDEMIOLOGICA DE LOS
PACIENTES.

Durante el estudio se captaron 356 pacientes quienes se encontraban
hospitalizados o asistian a consulta externa en los hospitales Simén Bolivar y Santa
Clara de la ciudad de Bogota y cumplieron con los criterios de inclusion, ingresaron
al estudio por voluntad propia y firmaron el consentimiento informado. No se
presentd ningun evento adverso.

Del total de pacientes captados, 36/356 (10,1%) pacientes tuvieron cultivo positivo
para complejo Mycobacterium tuberculosis.

En la tabla 6, se observan las caracteristicas demograficas de los pacientes
positivos para M. tuberculosis obtenidos.

Tabla 6. Caracterizacién demografica de los pacientes VIH positivos estudio

Caracterizacion demografica de la poblacién en estudio (n = 36)

. TOTAL
Variables X

Frecuencia %
. Simon Bolivar 17 47,2

Hospital
Santa Clara 19 52,8
Femenino 8 22,2

Sexo -
Masculino 28 77.8
Régimen subsidiado 26 72,2
SGSSS ©d

Vinculado - SISBEN 10 27,8
- Hospitalizado 34 94,4

Servicio
Consulta externa 2 5,6
Blanco 3 8,3
Raza Indigena 1 2,8
Mestizo 32 88,9
Habitante de calle 10 27,8
Lugar de residencia Privado de la libertad 1 2,8
Casa 26 72,2

La edad promedio del diagnostico de VIH fue de 33,7 afios. La relacion hombre
mujer fue de 3,5:1; con una media de edad de 36,8 afios (rango 18-61 afos). El
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grupo etario donde hubo mayor nimero de participantes fue entre 25 y 35 afios de
edad con un 41,7%. Figura 9.

Figura 9. Edad de los pacientes infectados con TB
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Los servicios de hospitalizacién donde mas se captaron pacientes fueron urgencias
y medicina interna, como se relaciona en la Figura 10.

Figura 10. Servicios de hospitalizaciéon donde se captaron los pacientes.
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El 44,4% (16/36) de los pacientes eran oriundos de la ciudad de Bogota, los demas

pacientes procedian de diferentes lugares del pais. Uno (2,8%) provenia de Brasil
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y un (2,8%) paciente nacio en Cesar, pero provenia de Venezuela. (Figura 11); 3/36
(8,3%) de ellos, refirieron estar en situacion de desplazamiento forzado.

Figura 11. Lugar de nacimiento de los pacientes.
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De los pacientes coinfectados VIH/TB 21/36 (58,3%) consumia sustancias
psicoactivas (SPA), las sustancias de mayor consumo se explican en detalle en la
figura 12. 13/36 (36,1%) individuos fuman cigarrillo y 22/36 (61,1%) consumen
bebidas alcohdlicas.

Figura 12. Sustancias psicoactivas consumidas
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