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RESUMEN

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LA TUBERCULOSIS EN SAN Luis PoTosi

CONTEXTO: El estado de San Luis Potosi sufre las vulnerabilidades socioecondmicas y
factores de riesgo determinantes de la TB y aunque México es un pais prioritario para el
control de la TB, los estudios de epidemiologia molecular son escasos en general y nulos
en el estado. METODOS: Recolectamos y analizamos los datos sociodemograficos y
clinicos completos de 248 pacientes de TB pulmonar (TBP) entre los 432 casos
confirmados por cultivo en el periodo 2006-2010 de la poblacion sujeta a vigilancia
epidemiolégica de esta enfermedad. Por otro lado, determinamos los espoligotipos,
especies, linajes y familias del Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) de 332
aislados de TBP diagnosticados entre 2006 y 2011. Estimamos los indices de diversidad
genética de Nei y de Simpson y el indice de transmisiéon-mutacion (TMI). Los aislados del
CMTB involucrados en cadenas de transmisidon reciente fueron identificados por sus
patrones de 15 loci MIRU-VNTR entre clusteres de aislados con espoligotipos idénticos y
vinculos geograficos. Los indices discriminatorios de los genotipos VNTR fueron
calculados con la formula de Hunter-Gaston y las cepas emergentes del CMTB
identificadas con el método de Storey aplicado a los espoligotipos. RESULTADOS. La tasa
de incidencia de TBP varié entre 2.4 y 33.4 (casos por 100,000 habitantes) en las seis
jurisdicciones sanitarias del estado, que fueron agrupadas en regiones de baja
(jurisdicciones |, Il y IlI), intermedia (IV y V) y alta incidencia (VI) con tasas de 6.2, 17.3 y
33.4 respectivamente. La mediana de edad de los pacientes fue 50 afos y los casos
predominaron en hombres y amas de casa. Entre los aislados del CMTB 324 tuvieron
espoligotipos de M. tuberculosis (97.6%) y ocho de M. bovis (2.4%). Doscientos
veinticuatro aislados se agruparon en espoligoclusteres, siendo los principales de los
genotipos SIT53 (n = 96) y SIT42 (n = 20). Predominé el Linaje 4 (Euro-Americano) con
304 aislados, seguido del Linaje 1 (Indo-Oceanico) con 14 aislados y el Linaje 2 (Asiatico
Oriental) con seis aislados. Los valores de los indices fueron: H = 0.91 (Nei), S = 0.09
(Simpson), TMI = 0.11. Entre los 32 espoligoclusteres identificados estuvieron
geograficamente relacionados siete, formados por 31 aislados (9.3% del total) en
clusteres de 2 a 14 aislados. Entre los espoligoclusteres fueron identificados 25 genotipos
VNTR vy seis parejas de aislados implicados en cadenas de transmisién (3.7% del total):
tres parejas con contactos probados y tres sin contactos probados; dos de las tres ultimas
parejas corresponden a la familia Beijing. indice discriminatorio de Gunter-Gaston para los
15 loci MIRU-VNTR, HGDI = 0.997. CONCLUSIONES. El numero de espoligotipos, linajes y
familias del CMTB vy los indices de Nei y Simpson confirman y cuantifican la gran
diversidad de las cepas del CMTB circulantes en San Luis Potosi. La baja proporcion de
casos detectados entre los contactos (7.4%) y el TMI = 0.11 indican que la epidemiologia
de la TBP se debe principalmente a reactivacion endégena y no a transmision reciente. La
genotipificacion VNTR identificd seis cadenas de transmision (3.6% de los aislados, i.e.,
tres veces menos que el valor del TMI). Las cepas emergentes identificadas con el
método de Storey son SIT53 y SIT42; sin embargo, dos de las seis cadenas de
transmisién son de la cepa Beijing, que también parece estar emergiendo en el estado.

PALABRAS CLAVE: Espoligotipificacion, MIRU-VNTR, determinantes
socioeconomicas de la TB, transmision reciente de la TB, cepa Beijing.



ABSTRACT

MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF TUBERCULOSIS IN SAN Luis PoTosi

BACKGROUND: The state of San Luis Potosi is adversely affected by socio-economic
vulnerabilities and risk factors determinant of tuberculosis (TB) and, although Mexico is a
high-priority country for the TB control, molecular epidemiology studies are scarce at large
in the country and inexistent in the state. METHODS: We collected and analyzed complete
sociodemographic and clinical data from 248 patients of pulmonary TB (PTB) confirmed by
culture in the population under epidemiologic surveillance from 2006 to 2010. On the other
hand, we determined the spoligotypes, species, lineages and families of 332
Mycobacterium tuberculosis Complex (MTC) isolates from the PTB cases diagnosed from
2006 to 2011. We estimated Nei's and Simpson’s diversity indexes and the transmission-
mutation index (TMI). MTC isolates involved in recent transmission chains were identified
through their 15 MIRU-VNTR loci patterns from spoligoclusters with identical patterns and
geographic links. The discriminatory genotype indexes for each MIRU-VNTR locus were
calculated with the Hunter-Gaston formula, and emergent MTC strains identified with the
Storey method applied to spoligotypes. RESULTS. The PTB incidence rates varied from 2.4
to 33.4 (cases by 100.000 inhabitants) in the six state sanitary jurisdictions, which were
grouped in regions of low (jurisdictions I, Il and Ill), intermediate (IV and V) and high
incidence (VI) with respective rates of 6.2, 17.3 and 33.4. The median age of patients was
50 years and TBP cases predominated in men and housewives. Amongst the MTC
isolates, 324 (97.6%) had M. tuberculosis spoligotypes and eight (2.4%) had M. bovis
spoligotypes. Two hundred twenty-four isolates were grouped in spoligoclusters, mainly of
SIT53 (n = 96) and SIT42 (n = 20) genotypes. The Lineage 4 (Euro-American)
predominated with 304 isolates, followed by Lineage 1 (Indo-Oceanic) with 14 isolates,
and Lineage 2 (East-Asian) with six isolates. Values of the indexes were: H = 0.91 (Nei), S
= 0.09 (Simpson), TMI = 0.11. Among the 32 spoligoclusters —constituted by 31 isolates
(9.3%) in clusters of 2 to 14— only seven were geographically linked. In these clusters we
resolved twenty-five MIRU-VNTR types, and identified six pairs of isolates involved in
recent transmission chains (3.7% of the total); three pairs from cases with proven contacts
and three without proven contacts corresponding to the Beijing family. The Gunter-Gaston
discriminatory index for the 15 MIRU-VNTR loci was 0.997. CONCLUSIONS. The large
number of spoligotypes, lineages and families and the indices of Nei and Simpson confirm
and quantify the great diversity of the MTC strains circulating in San Luis Potosi. The low
proportion of cases detected in the contacts (7.4%) and the TMI = 0.11 indicate that the
epidemiology of PTB is mostly due to endogenous reactivation, not to recent transmission.
MIRU-VNTR genotyping identified six chains of recent transmission (3.6% of the isolates),
i.e., one-third the TMI value. The emergent strains identified by the method of Storey are
SIT53 and SIT42, but since Beijing strains are involved in two of the six recent
transmission chains identified, they also appear to be emerging in the state.

KEY wORDS: Spoligotyping, MIRU-VNTR, socioeconomic determinants of TB,
recent transmission of TB, Beijing strain.
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CAPITULO . INTRODUCCION GENERAL

Tuberculosis

La tuberculosis (TB) ha producido sufrimiento y muerte en todo el mundo y en
todas las culturas manteniéndose como una de las enfermedades mas letales para
los humanos.

La TB es una enfermedad infectocontagiosa causada por especies del
complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTB), principalmente por Mycobacterium
tuberculosis, aunque M. bovis, la especie que causa la enfermedad en bovinos
también infecta a humanos. Las manifestaciones clinicas de la enfermedad son
variadas y dependen principalmente del sitio de la infeccion, siendo el mas
frecuente el pulmonar (Caminero-Luna 2003).

Un tercio de la poblacion mundial esta infectada por M. tuberculosis y el
90% de los individuos infectados desarrollan inicialmente la TB latente (TBL)
(Caminero-Luna 2003), estado asintomatico no contagioso. Sin embargo,
alrededor del 10% de los individuos con TBL (aproximadamente 200 millones en
todo el mundo) desarrollan TB activa (TBA) en alguna etapa de su vida. Los
factores asociados a la adquisicién de la infeccion, el desarrollo de la enfermedad
y la mortalidad dependen de aspectos biolégicos, médicos, sociales, econdomicos y
culturales (Raviglione 2010).

Las campanas sanitarias de comienzos del siglo pasado y el advenimiento
de los antibidticos en la década de los afios 1950 hicieron pensar en la
erradicacion de la TB. Sin embargo, a principios de los afios 1990, en una accién
sin precedentes, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), basada en el cada
vez mayor numero de casos notificados y las proyecciones alarmantes de la
incidencia de TB en el mundo, declaré a la enfermedad como una grave amenaza
reemergente e hizo un llamado a las instituciones de salud de los gobiernos para
tomar medidas inmediatas contra la enfermedad (Caminero 2007).

La presencia de condiciones que afectan el sistema inmunolégico como el

VIH/SIDA, enfermedades sistémicas como la diabetes mellitus tipo Il y



enfermedades pulmonares cronicas son factores de riesgo para el desarrollo de la
TB pulmonar (TBP). La marginacion, la pobreza, la desnutricion, el hacinamiento y
el abuso del alcohol, tabaco y drogas aceleran la progresion de la TBL a la TBA
(Espinal et al. 2000) y las minorias étnicas son particularmente vulnerables
(Greene 2004).

Las causas de la reemergencia global de la TB fueron la laxa vigilancia
epidemioldgica, la insuficiencia de recursos para el control de la enfermedad, la
creciente pobreza y desnutricion en el mundo, el surgimiento del VIH-SIDA, y la
pandemia de diabetes. Junto con estos factores, la emergencia de cepas del
complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) multidrogorresistentes (MDR) o
extremadamente drogorresistentes (XDR) hicieron aun mas complicada la
prevencion y control de la enfermedad en algunos paises (Caminero-Luna 2003).

La tuberculosis es curable mediante tratamiento con multiples farmacos
(“antifimicos”) por periodos de seis a 12 meses. En México, igual que en otros
paises, la monoterapia, el abandono del tratamiento y el tratamiento inadecuado
favorecieron la seleccién de cepas resistentes a multiples farmacos (MTB-MDR)
(Bloom et al. 1994; Alvarez-Gordillo et al. 1995; Bustamante-Montes et al. 1996;
Alvarez-Gordillo and Dorantes-Jimenez 1998). El transito continuo de personas de
México a Estados Unidos y viceversa parece aumentar la propagacion de estas
cepas en las poblaciones de ambos paises (Shafer et al. 1995; Sifuentes-Osornio
et al. 1995; Quitugua et al. 2002).

Las condiciones socioeconomicas también son determinantes de la TB. La
OMS estim6 que en el 2007 el 95% de los casos nuevos y el 98% de las muertes
por TB ocurrieron en paises con bajos y medianos recursos econdmicos, que el
numero de casos nuevos en el mundo fue de 9.3 millones y en las Américas fue
de casi 331,000 con tasas de incidencias respectivas de 139 y 36.8 por 100,000
habitantes (World Health Organization 2009). India, China, Indonesia, Sudafrica y
Nigeria ocuparon los cinco primeros lugares en cifras absolutas de casos y el
continente africano fue la regidén con la maxima incidencia, 363 por 100,000
habitantes (World Health Organization 2009).



En el contexto mundial México tuvo en 2007 una tasa de incidencia
relativamente baja, no mayor a 20 casos por 100,000 habitantes (World Health
Organization 2009), aunque segun las fuentes oficiales del pais ese afio la tasa de
incidencia nacional fue de 13.5. La diferencia en la estimacion de la OMS se debe
al subregistro, debido principalmente a la falla en la deteccién primaria de casos.
Es bien sabido que la vigilancia epidemiolégica pasiva (deteccidén de casos en la
consulta externa) que se lleva a cabo en México descubre tardiamente los casos,
que en todo momento representan una proporcion significativa de enfermos no
diagnosticados. Esto sin contar que —por nuestra experiencia durante la
realizacion de este trabajo— la actualizacion de la base de datos nacional de
tuberculosis es deficiente e incompleta.

El panorama epidemiolégico de la tuberculosis es complejo y preocupante
en México como en el resto de los paises en desarrollo y las tasas de incidencia
difieren notablemente en cada entidad federativa. En 2007 los estados con las
tasas mas altas fueron Baja California con 35 y Tamaulipas con 33, mientras que
Tlaxcala y el Estado de México tuvieron tasas de 2.4 y 2.8 respectivamente. En
ese mismo afo San Luis Potosi tuvo una tasa de incidencia de 12.2 (Castellanos-
Joya et al. 2008).

Dividido politicamente en 58 municipios heterogéneos desde el punto de
vista econdmico y social y con casi 2.6 millones de habitantes, el estado de San
Luis Potosi es uno de los 10 estados mexicanos con mas pobreza. En 2010 el
22.2% de su poblacion sufria carencias por rezago educativo, 21% por acceso a
servicios de salud, 57.2% por acceso a la seguridad social, 16.4% por calidad y
espacios de la vivienda, 25.8% por acceso a los servicios basicos en la vivienda y
30.1% por acceso a la alimentacion. El 52.6% de los habitantes vivia en la
pobreza, es decir, 1,360,000 personas, entre los cuales 400,000 eran
extremadamente pobres. El 36% residia en habitats rurales y el 10% hablaba una
lengua indigena. El grado de intensidad migratoria a Estados Unidos es de los
mas altos del pais con 6.6% de viviendas que reciben remesas, 3.1% de poblacion
emigrante, 1.3% de migrantes bidireccionales y 3.2% de migrantes de retorno

(Consejo Nacional de Poblacion 2012).



Las caracteristicas del control epidemioldgico de la TB, asi como las
condiciones socioecondmicas y otros factores de riesgo en San Luis Potosi son
representativas de lo que ocurre en gran parte del pais y por las cuales la
Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) ha definido a México como un pais
prioritario para el control de la TB en las Américas junto con Bolivia, Brasil,
Colombia, Ecuador, Guatemala, Guyana, Haiti, Honduras, Nicaragua, Peru, y

Republica Dominicana (Panamerican Health Organization 2008).

Vigilancia epidemiolégica de la tuberculosis en San Luis Potosi

El actual objetivo fundamental del control de la TB en México es la prevencion de
la transmision de persona a persona mediante la curacion de los casos de TB
activa.

El diagnostico se centra en la demostraciéon microscopica (baciloscopia) de
bacilos acido alcohol resistentes (BAAR) en los casos probables de TB, es decir,
en pacientes mayores de 15 afios con tos productiva y evolucion de dos o0 mas
semanas, detectados mediante vigilancia pasiva en la consulta externa (Secretaria
de Salud. 2005).

En San Luis Potosi existe una red estatal de laboratorios que realizan
baciloscopias con personal certificado y que son evaluados continuamente. Sin
embargo, como la norma indica que la presencia de BAAR en especimenes de
esputo confirma la enfermedad, solo se realiza cultivo microbioldgico en una
fraccidon de los pacientes. Por otro lado, no hay una red estatal de laboratorios de
micobacteriologia y sélo el Laboratorio Estatal de Salud Publica lleva a cabo el
cultivo y pruebas de sensibilidad a los antifimicos y, aunque identifica las cepas
del CMTB con un método molecular, no hace diferenciacion de especies de

micobacterias que causan la TB.

Epidemiologia molecular de la tuberculosis

La epidemiologia molecular integra las técnicas convencionales de seguimiento
epidemioldgico con las técnicas moleculares de diagndstico y genotipificacion que

ademas de identificar determinantes de la distribucién, transmisién y manifestacion



de la enfermedad, simplifican la eleccién de intervenciones apropiadas de control y
prevencion (Allix-Beguec et al. 2008a).

En contraste con la baciloscopia y el cultivo que sdlo determinan la
presencia de micobacterias en los especimenes de los pacientes sospechosos, los
meétodos de la epidemiologia molecular determinan la especie, el linaje, la familia y
la identidad genética de las cepas del CMTB circulantes en una poblacion dada.
Estos datos, en conjunto con los procedimientos de la epidemiologia clasica,
permiten diferenciar las infecciones recientes de las producidas por reactivacion
endogena, identificar brotes epidémicos en hospitales, instituciones de salud y
carceles, e identificar las cadenas de transmisién entre los enfermos de una
comunidad (Small et al. 1994; van der Spuy et al. 2003). Otros métodos
moleculares recientes identifican cepas MDR (Sekiguchi et al. 2007) y XDR (Evans
and Segal 2010).

El descubrimiento de elementos genéticos transponibles y otras secuencias
de DNA repetido presentes en los genomas de las especies del CMTB han servido
para desarrollar métodos de genotipificacion que diferencian entre especies y
cepas (Mazurek et al. 1991).

Los métodos mas reconocidos y utilizados como marcadores genéticos
para diferenciar entre las especies del CMTB son la espoligotipificacion, la
tipificacion del numero variable de copias repetidas en tandem (VNTR por sus
siglas en inglés) y la tipificacion del numero de copias del elemento transponible
IS6110 por andlisis del polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP 1S6110).

En México hay pocos estudios de epidemiologia molecular publicados y no
se conoce la diversidad genética de las cepas circulantes en el pais, excepto la de
las ciudades de Orizaba (Jimenez-Corona et al. 2009), Monterrey (Molina-Torres
et al. 2010) y Acapulco (Nava-Aguilera et al. 2011). Aunque hay un estudio
publicado sobre clusteres de transmision reciente en localidades limitadas (Garcia-
Garcia et al. 2000), no se han hecho estudios sistematicos a escala estatal o

nacional sobre la transmision reciente de la TB.



Métodos para el estudio de la epidemiologia molecular de la TB

A continuacion se describen los métodos empleados actualmente para el estudio

de la epidemiologia molecular de la TB.

Espoligotipificacion

La espoligotipificacion (spoligotyping, del inglés spacer oligonucleotide typing) se
basa en la tipificacion del polimorfismo de la regidn DR (direct repeats, repetidos
directos) del CMTB. Los loci DR conocidos constan de secuencias repetidas de 36
pares de bases (pb) separadas por secuencias espaciadoras de 35 a 41 pb
(Kamerbeek et al. 1997).

La espoligotipificacion detecta la presencia o ausencia de espaciadores en
las cepas del CMTB vy sirve para caracterizar familias de micobacterias en una
escala intraespecifica (Driscoll 2009). La base de datos SpolDB4 (Fourth
International Spoligotyping Database) incluye 62 linajes del CMTB y almacena dos
mil espoligotipos compartidos que representan casi cuarenta mil cepas
provenientes de 122 paises (Brudey et al. 2006b).

La espoligotipificacion permite analizar en poco tiempo y de manera
simultanea un gran numero de cepas y las bases de datos internacionales
disponibles permiten hacer los analisis de similitud entre ellas. Aunque tiene baja
resolucién para discriminar diferencias entre cepas, la espoligotipificacion permite
implementar estrategias adecuadas de trazabilidad para asociar el perfil genético
de cada cepa del CMTB a una localidad para establecer nichos de permanencia y

rutas de diseminacion del patégeno.

MIRU-VNTR

Las secuencias repetidas en tandem se encuentran dispersas por miles de copias
en casi todos los genomas de eucariotes superiores (Cox and Mirkin 1997). Los
loci de estas secuencias repetidas son usualmente llamadas microsatélites cuando
son cortas (1-13 pb) y minisatélites si son de 10-100 pb (Tautz and Renz 1984).
Muchos de estos loci muestran hipervariabilidad en el niumero de secuencias
repetidas tanto en el genoma humano como de animales por lo que son llamados
loci VNTR (Nakamura et al. 1987).



Algunos microsatélites con secuencias cortas repetidas similares a las
encontradas en humanos han sido caracterizados recientemente en los genomas
de varios procariotes (Brudey et al. 2006a). En el genoma de M. tuberculosis estas
estructuras, compuestas por secuencias de 40-100 pb, se encuentran dispersas
en 41 loci del cromosoma de la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv y son
llamadas MIRU (en inglés, Mycobacterial Interspersed Repetitive Units) (Supply et
al. 2000).

La genotipificacion por MIRU-VNTR se basa en la determinacién del
numero de copias repetidas en tdndem en conjuntos que varian de 12 a 24 loci.
Debido a su alta resolucion, el método permite identificar cadenas de transmision,
un dato esencial para la vigilancia y control de la TB. Ofrece rapidez,
reproducibilidad y gran resolucion para la genotipificacién de las especies del
CMTB por lo cual ha sido aceptado internacionalmente como un método de
referencia para la epidemiologia molecular de la tuberculosis en combinacién con

la espoligotipificacion (Supply et al. 2006).

Justificacion

A pesar de que nuestro pais es prioritario para el control y prevencién de la TB en
las Américas, antes de este trabajo no se habia realizado ningun estudio de
epidemiologia molecular que pudiese generar informacién crucial para la
prevencion y el control de la TB en el territorio de San Luis Potosi, a pesar de que
en la entidad hay condiciones socioecondmicas determinantes de la enfermedad y
factores de riesgo como desnutricién, alcoholismo y diabetes y un alto indice de
migracion.

Aunque el sistema de vigilancia epidemiologica de la TB en el estado es
exitoso segun el modelo de evaluacion nacional, con buenos resultados en los
indicadores de cobertura, diagndstico, curacién y seguimiento (Secretaria de
Salud. 2011), los datos que alimentan a los indicadores se basan en los casos
notificados que, como ya se ha mencionado, no son necesariamente todos los

casos incidentes.



Sin cambiar el modelo de vigilancia epidemioldgica pasiva que opera
actualmente, las herramientas moleculares permitirian un mayor acercamiento a
las cifras reales de incidencia, porque mediante la genotipificacion se pueden
establecer no solo las relaciones entre las cepas del CMTB que infectan a los
enfermos y sus contactos, sino también identificar contactos insospechados. Estos
hallazgos permitirian descubrir casos no detectados por el seguimiento
epidemioldgico clasico y a estimar la extension de la transmision reciente, datos
cruciales para el control de la TB.

Los métodos moleculares permiten identificar las especies y la diversidad
genética de las cepas circulantes del CMTB e, igualmente, sus relaciones con
otras poblaciones del pais y del mundo. Su aplicacion rutinaria y sistematica
genera informacion util para determinar los cambios en la distribucion de las cepas
endémicas y para detectar cepas emergentes, datos también cruciales para el
control de la TB.

Este estudio ha determinado la prevalencia de las especies del CMTB que
causan TB pulmonar en el estado de San Luis Potosi, la diversidad genética de las
cepas circulantes y su relacion con la diversidad genética global y con la de las
escasas poblaciones del pais que han sido estudiadas. Por ultimo, pero no menos
importante, también ha determinado la contribucion relativa de la transmision

reciente y la reactivacion enddgena a la epidemiologia de la TB en el estado.

Estrategia empleada

Este trabajo incluy6 todos los casos de TB pulmonar provenientes de la vigilancia
epidemioldgica en el estado, pero especialmente los confirmados por cultivo entre
2006 y 2011 y cuyos aislados pudieron ser recuperados de la coleccion de cepas
de micobacterias conservadas en el Laboratorio Estatal de Salud Publica.

El estudio abarco todo el estado de San Luis Potosi empleando un enfoque
multidisciplinario que ademas de la micobacteriologia incluyo:

e El analisis de la epidemiologia clasica de la TBP y su relacién con

variables sociodemograficas y médicas.

e La determinacion de resistencia a antifimicos de primera linea.



e El desarrollo de un sistema de informacién geografica para visualizar los
genotipos y otras variables asociadas a la enfermedad.

e La espoligotipificacion, para la genotipificacién de mediana resolucién
que identifica las especies de los aislados del CMTB, su diversidad
genética y el acotamiento de los clusteres potencialmente involucrados
en cadenas de transmision.

e La tipificacion MIRU-VNTR de alta resolucion, para identificar aislados
con genotipos idénticos o casi idénticos involucrados en cadenas de
transmision

e La estimacidn de la diversidad genética, la transmisidn reciente y la
identificacion de cepas emergentes mediante la aplicacién de diversos

modelos matematicos.

Avances logrados

El estudio confirma que el diagndstico convencional de la TB es reforzado por el
uso racional y programatico de métodos moleculares para identificar las cepas del
CMTB, determinar la distribucion geografica de los genotipos e identificar las
cadenas de transmision reciente.

Hemos implementado, optimizado y estandarizado la genotipificacion del
CMTB por espoligotipos y MIRU-VNTR, identificado clusteres de casos con
relacion geografica y epidemioldgica y establecido las herramientas estadisticas,
matematicas y de localizacion geografica que concretan los datos en informacion
util para tomar decisiones que mejoren el programa de la TB estatal.

Logramos definir la situacion de la epidemiologia clasica de la TB en el
estado de San Luis Potosi, determinar la frecuencia de resistencia a los
antifimicos en las cepas del CMTB circulantes aisladas de los pacientes,
genotipificar las cepas del CMTB circulantes mediante espoligotipificacion y MIRU-
VNTR para identificar las especies, linajes y familias y las cepas individuales, crear
una base de datos de la epidemiologia clasica y molecular de la TB en San Luis

Potosi, identificar las cadenas de transmision reciente entre los aislados del CMTB



analizados y estimar la contribucion relativa de la transmision reciente y la
reactivacion endogenas a la epidemiologia de la TB en el estado.
A continuacion describimos los avances especificos en los diferentes

aspectos que abarca la tesis.

Epidemiologia clasica y farmacorresistencia de la TB

Con el fin contextualizar la epidemiologia molecular investigamos la epidemiologia
clasica y la farmacorresistencia de los aislados del CMTB obtenidos de 248 casos
confirmados y con datos completos entre la poblacion sujeta a vigilancia
epidemioldgica en el periodo 2006-2010. La tasa de incidencia de la TB pulmonar
(TBP) por jurisdiccion sanitaria tuvo un rango de 2.4 a 33.4 (por 100,000
habitantes). Esta disparidad nos hizo dividir el estado en tres regiones de
incidencia: baja (jurisdicciones I, Il y Il), intermedia (jurisdicciones IV y V) y alta
(jurisdiccion VI) con tasas de 6.2, 17.3 y 33.4, respectivamente. Encontramos que
el grado de marginacion aumenta progresivamente de manera significativa desde
la region de baja incidencia a la de alta incidencia.

Dos tercios de los pacientes eran hombres; un tercio amas de casas; la
mitad sin empleo o jornaleros. Casi dos tercios de los pacientes no completaron la
primaria o no tuvieron ninguna educacion formal. La mitad (51.2%) tenia una
enfermedad concomitante, la mas frecuente fue diabetes (21.4%) seguida de
desnutricion (16.5%) y alcoholismo 9.3%). En el periodo estudiado se detectaron
61 (3.7%) casos por busqueda convencional entre los contactos de los casos
indice.

Confirmamos el nivel socioecondmico bajo como determinante de la TB en
San Luis Potosi y a la region Huasteca como origen de la mayoria de los nuevos

casos (213/332, 64.1%), particularmente la Huasteca Sur con el 43.6% del total.

Especies, linajes, familias y diversidad genética de las cepas del CMTB circulantes
Hasta este estudio no se conocia la diversidad genética ni los linajes y familias de
las cepas del CMTB circulantes en el estado. De 332 aislados espoligotipificados,
324 (97.6%) tuvieron patrones correspondientes a M. tuberculosis y ocho (2.4%) a

M. bovis. Encontramos 140 espoligotipos diferentes. Predominé el Linaje 4 (Euro-
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Americano) con 304 aislados. Le sigui6 el Linaje 1 (Indo-Oceanico) con 14
aislados, todos de la familia Manila SIT119 y el Linaje 2 (Asiatico-Oriental) con
seis aislados, todos de la familia Beijing SIT1. Estimamos cuantitativamente la
gran diversidad genética del CMTB al determinar que el indice de Nei fue de 0.9,
es decir, cercano al maximo de 1.0 y el de Simpson, que indica la probabilidad de
que dos cepas tomadas al azar sean del mismo tipo, fue de 0.09.

Por tanto hay en el estado una alta diversidad genética en la que, debido a
que el Linaje 4 (Euro-Americano) es el predominante y se distribuye
uniformemente en toda su extension geografica, concluimos que la epidemia de la
enfermedad en San Luis Potosi forma parte de la mas amplia epidemia de TB en
Latinoamérica. Sin embargo, debe tomarse especialmente en cuenta los casos por
cepas de la familia Beijing del Linaje 2, de crucial importancia para la vigilancia
epidemioldgica de la TB que estan emergiendo en todo el mundo, son mas

virulentas y tienen propension a la farmacorresistencia.

Tuberculosis pulmonar humana por Mycobacterium bovis

El hallazgo de M. bovis en pacientes adultos con tuberculosis pulmonar fue
inesperado ya que la infeccion por M. bovis es mas frecuente en nifos (es decir,
un grupo demografico fuera de la vigilancia epidemiologica de la TBP) y hasta
hace poco se consideraba que la infeccion de origen bovino se adquiere casi
exclusivamente por via extrapulmonar.

Estos pacientes fueron diagnosticados en el sistema de vigilancia
epidemioldgica disenado para detectar M. tuberculosis tanto en el campo como en
el laboratorio. Todos los aislados fueron recuperados de cultivos en medio de
Lowenstein-Jensen, no adecuado para la deteccion de M. bovis. Por estas
razones creemos que la proporciéon de pacientes con TB pulmonar causada por M.
bovis puede ser mayor al 2.4% detectado en este trabajo. En todo caso requiere
un sistema de vigilancia y control ampliado respecto al que opera actualmente en

los Servicios de Salud.

11



Magnitud de la transmision reciente
La tipificacion molecular ha permitido identificar casos no relacionados
epidemioldégicamente y ha transformado la forma en que se estima la transmision
reciente de la TB. Utilizamos un modelo matematico por el cual se estima la
transmision reciente analizando el tamafio y ordenamiento jerarquico de los
espoligoclusteres basado en las diferencias del patrén de espaciadores atribuidos
a eventos de mutacién simple y toma en cuenta, ademas, el ritmo de tales
mutaciones. La variable resultante es llamada indice de Transmisién-Mutacion
(TMI) y constituye una aproximacién a la magnitud de la trasmision reciente en
nuestra poblacion.

El 67.5% (224/332) de los aislados se agrup6 en 32 espoligoclusteres entre
los cuales los mas numerosos fueron de los tipo SIT53 (96 aislados) y SIT 42 (20
aislados). El tamafno promedio de los clusteres fue de 2.4 y la tasa de mutacion de
0.039. Asi encontramos un TMI = 0.11, indicativo de que la transmision reciente

contribuye escasamente a la epidemiologia de la TBP en San Luis Potosi.

Cadenas de transmision reciente y cepas emergentes

Aunque la espoligotipificacion agrega valor a la epidemiologia convencional de la
TBP, su grado de resolucion es intermedio y por tanto desde el punto de vista
casuistico (no poblacional) no es util para detectar cadenas de transmision con
certidumbre. Para esta funcién requerimos un método de mayor resolucion que
diferencia cepas con alto grado de resolucién. Se trata de la tipificaciéon del
Numero Variable de Repetidos en Tandem de las Unidades Repetitivas
Intercaladas de las Micobacterias (MIRU-VNTR por sus siglas en inglés). Se
entiende que la transmision reciente esta delimitada en tiempo y lugar y ocurre en
la misma comunidad dentro de los dos afos previos a la presentacién de los
sintomas. Por esta razon seleccionamos los aislados de los espoligoclusteres con
vinculos geograficos. Excluimos los espoligotipos de aislados unicos, pero dada su
importancia epidemioldgica, también tipificamos todos los aislados del cluster
Beijing. Resolvimos 24 genotipos MIRU-VNTR vy seis clusteres (3.6% de los
aislados estudiados) que representan cadenas de transmision. Comprobamos el

vinculo epidemiolégico de tres parejas con aislados de genotipo idéntico pero no
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en las tres restantes, formadas por parejas de aislados cuyo tipo difiere en un solo
locus VNTR. Dos de estas ultimas parejas ademas pertenecen a la familia Beijing,
es decir, representan un tercio de las cadenas de transmision detectadas.

Con estos resultados confirmamos la utilidad de la tipificacion MIRU-VNTR
para detectar cadenas de transmision en una muestra de espoligoclusteres

seleccionada.

Partes de la tesis

El Capitulo Il, que sigue a esta introduccion general, incluye los resultados sobre
la epidemiologia clasica de la TB, la farmacorresistencia, la diversidad genética de
los aislados CMTB circulantes, la tuberculosis humana causada por M. bovis y la
estimacion de la transmision reciente en el estado. Esta parte ha sido publicada en
inglés, por lo cual el capitulo esta redactado en ese idioma.

El Capitulo Il esta constituido por el manuscrito de un segundo articulo que
presenta los resultados ampliados sobre la estimacion cuantitativa de la diversidad
genética del CMTB en el estado, la estimacion de la transmision reciente mediante
el TMI (indice de transmision-mutacion) y la identificacion de cadenas de
transmision por MIRU-VNTR, la deteccion de cepas emergentes y la evidencia de
que la cepa Beijing parece estar emergiendo en el estado.

El Capitulo IV es una discusion general del trabajo, al que siguen las
referencias generales, correspondientes a la Introduccion y a la Discusion general.

El Anexo 1 relaciona los productos generados por este trabajo

El Anexo 2 es el convenio de colaboracién del IPICYT con los Servicios de
Salud, que hizo posible el trabajo.

El Anexo 3, denominado “Programa Estatal de Vigilancia Molecular de la
Tuberculosis” es el documento que resume la situacion de la epidemiologia
molecular de la TB en el estado revelada por este trabajo y la organizacion y los
beneficios esperados de dicho programa que sera propuesto a las autoridades de

los Servicios de Salud del Estado.
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CAPiTULO Il. GENETIC DIVERSITY OF THE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
COMPLEX IN SAN Luis PoTtosi, MEXicO

Abstract

Background: Although epidemiologic and socioeconomic criteria and
biomedical risk factors indicate high-priority for tuberculosis (TB) control in
Mexico, molecular epidemiology studies of the disease in the country are
scarce. Methods: Complete sociodemographic and clinical data were obtained
from 248 of the 432 pulmonary TB (PTB) cases confirmed from 2006 to 2010 on
the population under epidemiological surveillance in the state of San Luis
Potosi, México. From most PTB cases with complete data Mycobacterium
tuberculosis complex (MTC) isolates were recovered and their spoligotypes,
lineages and families, geographic distribution and drug resistance determined.
Results: Pulmonary tuberculosis incidence ranged from 2.4 to 33.4 (cases per
100,000 inhabitants) in the six state sanitary jurisdictions that were grouped in
regions of low (jurisdictions I-lI-ll), intermediate (jurisdictions IV-V) and high
incidence (jurisdiction VI) with 6.2, 17.3 and 33.4 rates, respectively. Most
patients were poor, 50-years-median- age males and housewives. Among the
237 MTC spoligotyped isolates, 232 corresponded to M. tuberculosis (104
spoligotypes in 24 clusters) and five to M. bovis. The predominant Euro-
American lineage was distributed all over the state, the East-Asian lineage
(Beijing family) in the capital city, the Indo-Oceanic (Manila family) in eastern
localities, and M. bovis in rural localities. Conclusions: In San Luis Potosi TB
affects mainly poor male adults and is caused by M. tuberculosis and to a minor
extent by M. bovis. There is great genotypic diversity among M. tuberculosis
strains, the Euro-American lineage being much more prevalent than the Indo-
Oceanic and East-Asian lineages. The frequency of resistant strains is relatively

low and not associated to any particular lineage.



Background

In 2007 the global incidence of tuberculosis (TB) was 139 (cases per 100,000
inhabitants), whereas in the Americas it was 36.8 (World Health Organization
2009),and in Mexico 13.5 (Castellanos-Joya et al. 2008). In the same year the
Mexican states with highest incidences were Baja California (35.3) and Tamaulipas
(32.7) whereas the incidence was 12.2 in the state of San Luis Potosi (Castellanos-
Joya et al. 2008), where this study was performed. Although the national TB
incidence is relatively low, the weight of epidemiologic and socioeconomic criteria
and biomedical risk factors define Mexico as a high-priority country for TB control in
the Americas (Panamerican Health Organization 2008).

TB reemergence, its association with the HIV-AIDS and diabetes epidemics
(Ponce-De-Leon et al. 2004; Jimenez-Corona et al. 2009) and the emergence and
spread of MDR strains demand that epidemiological and genotyping data of
Mycobacterium tuberculosis Complex (MTC) isolates be used to identify chains of
transmission (van der Spuy et al. 2003) and to differentiate TB cases due to
endogenous reactivation (van Rie et al. 1999).

Spoligotyping, based on the polymorphism of spacer sequences of the
direct repeat region (DR) is used to differentiate MTC isolates (Kamerbeek et al.
1997). Although less discriminatory than IS6110-based RFLP typing, it is a fast
and cost- effective method allowing simultaneous analysis of numerous samples
and generates contextual information on epidemiologically relevant MTC members
(Filliol et al. 2003). Spoligotyping also identifies M. bovis strains, which usually
carry few IS6110 copies (van Soolingen et al. 1993).

The Euro-American lineage of M. tuberculosis predominates in Mexico
(Molina-Torres et al. 2010), where some areas also have high frequencies of the
Indo-Oceanic lineage (Nava-Aguilera et al. 2011). In Mexico M. bovis also appears
to be a relevant cause of pulmonary TB (PTB) in humans (Perez-Guerrero et al.
2008; Milian-Suazo et al. 2010), and the Beijing family of the M. tuberculosis East-
Asian lineage has been mentioned in a recent paper (Jimenez-Corona et al.

2009).
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In this work we analyze the epidemiology, geographic distribution, lineages,
families and drug resistance patterns of the MTC strains isolated from PTB cases

in the state of San Luis Potosi, Mexico.

Methods

Territory and population

The state of San Luis Potosi, located in North-Central Mexico, is divided in 58
municipalities and six sanitary districts designated as jurisdictions I, II, IlI, IV, V
and VI (Table 1). From January 2006 to March 2010, 1339 PTB cases were
confirmed in the population submitted to passive epidemiologic surveillance
(patients 15-years-old or older with productive cough for more than two weeks and
positive acid-fast bacilli smear) and included in a DOT program whose scheme
and drugs were provided and supervised by the State Tuberculosis Program, as
defined by the Mexican Standard for Tuberculosis Prevention and Control
(Secretaria de Salud. 2005).Clinical information was elicited by medical personnel
of dedicated brigades of the State TB Program and recorded in the National
Epidemiologic Surveillance Platform. PTB incidence rates calculated from these
cases were normalized for the population projected for 2010 (National Council of
Population 2010) and complete sociodemographic and clinical data (name, sex,
age, place of residence, occupation, formal education, previous TB history,
contact with TB cases, concomitant disease and acid-fast bacilli smear) were
collected from 248 cases (Figure 1). Alcoholism was defined as a behavior
disorder indicated by a rank > 8 in the Alcohol Use Disorders Identification Test
(AUDIT) (Babor et al. 2001), and malnutrition by a body mass index < 18.5 (World
Health Organization 2000). Diabetes mellitus was defined by blood glucose levels
> 126 mg/dl in fasting samples or > 200 mg/dl in random samples (The Expert
Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus 2000).

As indicator of socioeconomic level, the marginalization degree —a continuous
integrative measure of the fraction of the population lacking access to goods and
services essential for the development of basic capabilities— was stratified into

five discrete indexes: very high, high, medium, low and very low (Anzaldo and
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Prado). The Ethics and Research Committee of the San Luis Potosi State Health

Services approved the study.

Culture and drug susceptibility of the MTC isolates

Sputum specimens were decontaminated with the Petroff method and
simultaneously inoculated in the VersaTREK Myco System (TREK Diagnostic
Systems, Cleveland, OH) and Lowenstein-Jensen medium. Positive cultures were
identified as MTC members with the Cobas Amplicor M. tuberculosis test (Roche
Diagnostics, Grenzach-Whylen, Germany). MTC isolates were cryopreserved at
—=70°C in Middlebrook 7H9 medium (TREK Diagnostic Systems, Cleveland, OH),
recovered by reinoculation in the same medium and propagated in Lowenstein-
Jensen medium from which colonies were picked and DNA extracted for
genotyping.

Drug susceptibility was determined with the MYCO TB Susceptibility Testing kit
(TREK Diagnostic Systems, Cleveland, OH), in which a standard dilution of each
isolate was inoculated in Middlebrook 7H9 medium containing the drugs assayed
at two concentrations: streptomycin 2 and 6 pg/ml; isoniazid 0.1 and 0.4 pg/mi;
rifampicin 5 and 1 ug/ml; ethambutol 5 and 8 ug/ml. Each test was controlled with
the M. tuberculosis H37Rv sensitive strain and the ATCC 35820, 35822, 35837
and 35838 strains as controls for streptomycin-, isoniazid-, ethambutol-, and
rifampicin-resistance, respectively. To validate each assay, resistant cultures were

compared with drug-free controls.
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Table 1. Population density, PTB incidence and MTC isolates per sanitary
jurisdiction (January 2006 to March 2010)

Sanitary jurisdiction

Incidence and isolates analyzed*

Name Municipalites Area (km?) Inhabitants Inhabitants/lkm?  Cases (%)t Incidence ratet MTC isolates (%)§

| 2 1,724 1 1,054,522 611.6 352 (26.3) 7.9 39 (16.5)

1 11 21,757.9 216,348 9.9 28 (2.1) 3.0 8 (3.4)

1] 13 13,447.0 273,705 20.4 28 (2.1) 2.4 3(1.3)

v 12 12,410.1 239,800 19.3 122 (9.1) 12.0 39 (16.5)

\Y% 9 8,900.0 372,945 41.9 329 (24.6) 20.8 53 (22.4)

Vi 11 2,306.8 338,193 146.6 480 (35.8) 334 95 (40.1)
Total 58 60,5459 2,495,513 41.2 1339 (100.0) 12.6 237 (100.0)

*MTC, Mycobacterium tuberculosis complex.
1PTB cases confirmed by positive acid-fast bacilli smear.

FPTB cases per 100,000 inhabitants.

§MTC cultures recovered and analyzed by spoligotyping.
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Spoligotyping

From 432 MTC strains isolated at the Public Health State Laboratory, 237 (54.9%)
were sampled by convenience (Figure 1): 39 from jurisdiction |, eight from
jurisdiction I, three from jurisdiction Ill, 39 from jurisdiction IV, 53 from jurisdiction V
and 95 from jurisdiction VI. Sample size was approximately proportional to the
number of PTB cases recorded in each jurisdiction (Table 1). The MTC isolates
selected were those maintained by subculture that yielded enough DNA for
genotyping. MTC DNA was extracted with the cetyl trimethylammonium bromide
(CTAB) method (Honore-Bouakline et al. 2003). Spoligotyping was carried out
according to the manufacturer’s instructions with the Isogen kit which includes a
nitrocellulose membrane with 43 immobilized spacer sequences of the direct
repeat (DR) region (Life Science, Maarssen, Netherlands). The spacers were
amplified using primers DRa (5-GGTTTTGGGTCTGACGAC-3') and DRb (5'-
CCGAGAGGGGACGGAAAC-3'). M. tuberculosis H37Rv and CDC1551 and M.
bovis BCG DNAs were used as positive controls. Hybridization of the PCR
products was detected with the Direct Nucleic Acid Labeling and Detection System
(Amersham International plc, Buckinghamshire, United Kingdom). Spoligotypes
were identified with the online MIRU-VTRNplus application (Weniger et al. 2010).

MTC lineages and families
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PTB cases diagnosed by acid-
fast bacilli smear (N = 1339)

y

Positive MTC cultures
(N =432)

Vv

PTB incidence rates per
sanitary jurisdiction and overall

Complete
data?

Excluded

Statistic analysis (N = 248)

MTC isolate
recovered?

Spoligotyping (N =237)

Figure 1. Flow diagram indicating the PTB cases, the cultured recovered and
spoligotyped MTC isolates, and the statistical, geographic and genotypic

analyses performed for this study
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were assigned after identifying the best matches among genotypes from the
internal reference database with a categorical coefficient of 1.7. For additional tree-
based identification, a dendrogram of spoligotype patterns was generated using the
un-weighted pair group method with the neighbor joining algorithm. Spoligotype
patterns were also compared with those in the SITVIT2 database (Institut Pasteur
de Guadeloupe, http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDemo/) (Brudey et
al. 2006b) and the Mbovis.org database (Veterinary Laboratories Agency,
http://www.mbovis. org/index.php).

Statistical analysis and geographic distribution of MTC species, lineages and
families

Statistical analysis was carried out with the SPSS 18 soft- ware (IBM Corporation,
Somers, NY). The Pearson x2 test was used to assess differences in
sociodemographic and clinical variables among geographic zones, lineages and
drug resistance. Differences in the ages of cases among geographic zones were
assessed by one-way ANOVA. P values < 0.05 were considered statistically
significant. PTB cases and MTC lineages and families were linked to geographical
coordinates provided by the Instituto Nacional de Estadistica Geograf ia e
Informatica at city and community scale (National Intitute of Statistics and
Geography. 2010). MTC species, lineages and families were mapped using
ArcMap 9.2 software (Esri, Redlands, CA)

Results

Pulmonary TB incidence per sanitary jurisdiction and region
From January 2006 to March 2010 the PTB incidence rate for the state of San Luis
Potosi was 12.6, with remarkable differences per jurisdiction.

Jurisdictions I, Il and Ill had lower incidence rates (7.9, 3.0, and 2.4,
respectively); jurisdictions IV and V had inter- mediate rates (12.0 and 20.8,
respectively), and jurisdiction VI, located in the southeastern end of the state, had
the maximum rate (33.4). The combined incidence rate of the three jurisdictions
with higher rates (IV, V and VI) was almost four times above that of jurisdictions

with the lower rates (I, Il and Ill) (Figure 2A).
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In view of these differences we divided the state in three regions: the low
incidence region (jurisdictions I, Il and Il with a combined rate of 6.2); the
intermediate region (jurisdictions IV and V with a combined rate of 17.3); and the
high incidence region (jurisdiction VI, with a rate of 33.4) (Figure 2B, Table 2).

Figure 2. PTB incidence rates by jurisdiction and region

(A) Incidence rate by sanitary jurisdiction. Roman numerals followed by Arabic
numerals indicate each one of the six sanitary jurisdictions of the state of San Luis
Potosi and their corresponding PTB incidence rates (per 100,000 inhabitants) in
2008. (B) Regions of low (jurisdictions I, Il and lll), intermediate (jurisdictions IV
and V), and high (Jurisdiction VI) incidence, with their corresponding rates
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Table 2. Sociodemographic and clinical variables of the PTB cases in the
low-, intermediate- and high-incidence regions of the state

Incidence region*

Variable Low (6.2) Intermediate (17.3) High (33.4) Overall (12.6) Pt
Number of PTB cases 63 83 102 248 -
Sex

Male 40 (63.5) t 47 (56.6) 68 (66.7) 155 (62.5) 0.670
Female 23 (36.5) 36 (43.4) 34 (33.3) 93 (37.5) 0.861
Median age
Years (range) 45 (18-86) 48 (15-80) 55 (16-95) 50 (15-95) 0.031
Occupation
Farm worker 15 (23.8) (30 1) 43 (42.2) 83 (33.5) 0.116
Housewife 18 (28.6) 1(37.3) 28 (27.5) 77 (31.0) 0.449
Unemployed 11 (17.5) (14 5) 19 (18.6) 42 (16.9) 0.779
Employee 12 (19.0) 4 (4.8) 3(2.9) 19 (7.7) 0.001
Independent 5(7.9) 8(9.6) 7 (6.9) 20 (8.1) 0.819
Another 2(3.2) 3(3.6) 2(2.0) 7(2.8) 0.779
Formal education
None 13 (20.6) 1(25.3) 36 (35.3) 70 (28.2) 0.522
Incomplete primary 21(33.3) 29 (34.9) 33(32.4) 83 (33.5) 0.638
Primary 16 (25.4) 1(25.3) 20 (19.6) 57 (23.0) 0.951
Secondary 11 (17.5) 2 (14.5) 11 (10.8) 34 (13.7) 0.192
College 2(3.2) 0(0) 2(2.0) 4 (1.6) 0.301
Habitat
Rural 11 (17.5) 45 (54.2) 88 (86.3) 144 (58.1) < 0.001
Urban 52 (82.5) 38 (45.8) 14 (13.7) 104 (41.9) < 0.001
Marginalization index
Very high 0(0) 9 (10.8) 0(0) 9(3.6) < 0.001
High 12 (19) 8(21.7) 102 (100.0) 132 (53.2) < 0.001
Medium 2(3.2) 33 (39.8) 0(0) 35(14.1) < 0.001
Low 1(1.6) 3(27.7) 0(0) 24 (9.7) < 0.001
Very low 48 (76.2) 0(0) 0(0) 48 (19.4) < 0.001
Previous history of TB
No 59 (93.7) 75 (90.4) 90 (88.2) 224 (90.3) 0.951
Yes 4 (6.3) 8(9.6) 12 (11.8) 24 (9.7) 0.549
Contact with TB cases
Yes 8(12.7) 24 (28.9) 29 (28.4) 61 (24.6) 0.086
No 55 (87.3) 59 (71.1) 73 (28.4) 187 (75.4) 0.449
Concomitant disease
None 34 (54.0) 37 (44.6) 50 (49.0) 121 (48.8) 0.741
Diabetes 20 (31.7) 9 (22.9) 14 (13.7) 53 (21.4) 0.047
Malnutrition 4 (6.3) 5(18.1) 22 (21.6) 41 (16.5) 0.061
Alcoholism 1(1.6) 7 (8.4) 5(14.7) 23 (9.3) 0.026
HIV-AIDS 4 (6.3) 1(1.2) O 0) 5(2.0) 0.017
Other 0(0) 4 (4.8) 1(1.0) 5(2.0) 0.082
Acid-fast bacilli smear
Positive 56 (88.9) 78 (94.0) 100 (98.0) 234 (94.4) 0.016
Negative 7 (11.1) 5 (6.0) 2 (2.0) 14 (5.6) 0.584

*Number of cases per 100,000 inhabitants in parenthesis.
1x2. One-way ANOVA, for age difference.
INumbers in parenthesis are percentages between variable categories, except in the median age where they are ranges

23



In the high incidence region the median age of confirmed PTB cases (55
years) was ten years higher and significantly different (P = 0.031) to that of the low
incidence region, and seven years higher than that of the intermediate incidence
region. The proportion of patients living in rural communities increased significantly
(P < 0.001) from the low (17.5%) to the intermediate (54.2%) and high incidence
(86.3%) regions. The proportion of patients residing in municipalities of high
marginalization also increased significantly (P < 0.001) from the low (19.0%) to the

intermediate (21.7%) and high incidence (100.0%) regions.

Features of the PTB cases

The overall median age of PTB cases in the state was 50 years. Two thirds (62.5%)
were men, one half (50.4%) were unemployed and employed construction workers
or farm workers, and one third (31.0%) were housewives. Nearly two thirds (61.7%)
had either incomplete primary education or no formal education at all. More than
half (58.1%) resided in rural localities and 53.2% in highly marginalized
municipalities (Table 2).

Most cases (90.3%) did not have a previous history of TB and 75.0%
declared not to have contacted other PTB cases. One half (51.2%) had a
concomitant disease; the most frequent was diabetes (21.4%), followed by
malnutrition (16.5%) and alcoholism (9.3%).

Diabetes-PTB association decreased significantly (P = 0.047) from the low
(31.7%) to the intermediate (22.9%) and high incidence (13.7%) regions. In
contrast, malnutrition-PTB association did not increase significantly (P = 0.061)
from the high incidence region (6.3%) to the intermediate (18.1%) and low
incidence (21.6%) regions. Alcoholism as a concomitant disease increased
significantly (P = 0.026) from the low incidence region (1.6%) to the intermediate
(8.4%) and high incidence (14.7%) regions. Marginalization is directly related to
malnutrition and alcoholism and inversely related to diabetes since the first two
concomitant diseases predominate in the high incidence region and diabetes in the

low incidence region.
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Figure 3. 'Dendrogram, families and spoligotype patterns of the 109 MTC

genotypes identified

M. tuberculosis isolates of the Euro-American lineage are indicated with smaller
font labels and those of other lineages and M. bovis isolates are indicated with
larger font labels and their spoligotype patterns enclosed in rectangles. SIT: Spoligo
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international type numbers from the SpolDB4 database. M. bovis spoligotype
identifiers (marked with asterisks) from the Mbovis.org database

Lineages, families and clusters of the MTC isolates

Spoligotypes of the 237 isolates analyzed corresponded to two MTC species: 232
to M. tuberculosis (97.8%) and five to M. bovis (2.1%). Four lineages and 109
genotypes were identified (Figure 3). Fifty five genotypes (50.5%) had already been
registered (53 in

SpolDB4 and three in the Mbovis.org database; one of the five M. bovis genotypes
had been registered in both databases).

Of the M. tuberculosis isolates, 221 (95.3%) had Euro-American lineage
spoligotypes, among which 118 (53.4%) were SIT53, SIT42, SIT20, SIT221,
SIT239, SIT50, SIT787, SIT17 and SIT258, and 55 isolates (24.9%) had
previously undetected (“orphan”) Euro-American genotypes. Eleven isolates had
spoligotypes characteristic of other lineages and families: eight (3.4%)
corresponded to the EAI-Manila family of the Indo-Oceanic lineage, and three
isolates with identical spoligotypes (1.3%) to the Beijing family of the East-Asian
lineage. Of the 109 genotypes identified, 85 (78.0%) appeared in a single isolate
and the remaining 24 (22.0%) in clusters of two up to 68 isolates (Table 3).

One hundred and fifty two isolates (64.1%) were grouped in clusters. The
two largest clusters were formed by 68 isolates of SIT53 genotype and 14 isolates
of SIT42 genotype (Table 3).

Euro-American isolates were distributed all over the state (Figure 4A).
Beijing isolates were located in the San Luis Potosi City metropolitan area (Figure
4B), EAl-Manila isolates in the easternmost jurisdictions V and VI, and M. bovis
isolates in five southern rural communities from jurisdictions I, IV and V (Figure
4B).

Thus in the state of San Luis Potosi there is great genetic diversity in the

circulating MTC strains, among which the Euro-American lineage predominates.
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Lineages and families of drug-resistant MTC isolates

Twenty-three of the 237 spoligotyped isolates were resistant to one or more drugs:
nine were resistant to isoniazid, two to rifampicin, two to other drugs, and 10 were
MDR (Table 4). Eleven of the 13 single-drug-resistant isolates were of the Euro-
American lineage. Among the MDR isolates, nine were of the Euro-American
lineage and one was of the Indo-Oceanic (EAI-Manila) lineage. One rifampicin-
resistant isolate was of the EAI-Manila family and one isoniazid-resistant isolate
was of the Beijing family. Thirteen single drug-resistant and eight MDR isolates
came from jurisdictions V and VI.

In summary, 9.7% of the isolates were resistant to one or more drugs and 4.2%
were MDR; 3.8% were resistant only to isoniazid, 0.8% only to rifampicin and 0.8%
to other drugs. Although most (84.6%) of the single drug-resistant isolates and
90% of the MDR ones were of the Euro-American lineage, association between
drug resistance of any kind with the lineage or family of the isolates was not
significant (P = 0.653)
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Table 3. Spoligotype patterns and octal codes of the 24 MTC clusters found

Cluste
‘D Nt Spoligotype pattern Octal code
c-24 53 68 1111111111111111111111111111111100001111111 T77777777760771
c-18 42 14 1111111111111111111100001111111100001111111 777777607760771
c-10 20 7 1101111111111111111100001111111100001111111 677777607760771
c-16 221 7 1111111111111101101111111111111100001111111 777766777760771
c-21 239 6 1111111111111111111111111111111100000000111 T77777777760031
c-20 50 5 1111111111111111111111111111110100001111111 TI7777777720771
c-22 787 5 1111111111111111111111111111111100000001111 T77777777760071
c-9 19 4 1101111111111111111001111111000010111111111 677777477413771
c12 2111 3 1110000011111111111111111111110100001111111 701777777720771
c-1 1 3 0000000000000000000000000000000000111111111 000000000003771
c-4 258 3 0000000000000000000011111111111100001111111 000000177760771
c-8 17 3 1101111111110111111100001111111100001111111 677737607760771
c-11 - 2 1101111111111111111100111111111100001111111 677777637760771
c-13 33 2 1111111100011111111100001111111100001111111 776177607760771
c-14 37 2 1111111111110111111111111111111100001111111 T77737777760771
c-15 - 2 1111111111111101101111111111111100001101111 777766777760671
c-17 1277 2 1111111111111111110100001111111100001111111 777777207760771
c-19 2070 2 1111111111111111111100111111111100001111111 T777777637760771
c-23 52 2 1111111111111111111111111111111100001110111 T77777777760731
c-2 2 2 0000000000000000000000001000000100001111111 000000004020771
c-3 125 2 0000000000000000000000001111111100001110111 000000007760731
c-6 - 2 1100011111111111111111111111111100000000111 617777777760031
c-7 194 2 1101111111110111111100001111111100001110111 677737607760731

*SIT, Spoligo international type number in SpolDB4.

TNumber of isolates sharing the same spoligotype.
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Figure 4. Geographic distribution of the Euro-American and other MTC
lineages found

(A) Distribution of the Euro-American lineage. (B) Distribution of the EAI, Beijing
and Bovis lineages. The symbols indicate the localities with PTB cases associated
to each lineage; the area of each circle is proportional to the number of cases per
locality.
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Table 4. Lineages of the drug-resistant MTC isolates

Single-drug resistance

Lineage MDR Total
Isoniazid Rifampicin Other drugs*
Euro-American 8 (3.4%) 1(0.4%) 2 (0.8%) 9(3.8%) 20(8.4%)
Indo-Oceanic (EAI) 0 1(0.4%) 0 1(0.4%) 2(0.8%)
East-Asian (Beijing) 1 (0.4%) 0 0 0 1(0.4%)

Total 9(3.8) 2(0.8%)  2(0.8%) 10 (4.2%) 23 (9.7%)

*|solates resistant to one first line drug other than isoniazid or rifampicin
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Discussion

Low socioeconomic status, a TB determinant, includes risk factors such as food
insecurity, poor housing and cultural, financial and geographic barriers for access to
health services (Hargreaves et al. 2011). We confirmed that in San Luis Potosi PTB
incidence correlates with low socioeconomic status since nearly two thirds of the
patients resided in rural communities and more than half of them lived in highly
marginalized municipalities.

Overall PTB incidence in the state (12.6) is remarkably different to that of
each sanitary jurisdiction and led us to divide the state in three incidence regions
(Figure 2). The low incidence region comprises jurisdictions I, Il and Ill; the
intermediate incidence region comprises jurisdictions IV and V. The high incidence
region corresponds to jurisdiction VI; located in the southeastern part of the state, it
is a tropical, predominantly rural and highly marginalized area, with 48% of
indigenous population (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia. 2010) and a
population density 1.5 higher than that of the other jurisdictions combined, except
for jurisdiction |, where the capital city is located (National Council of Population
2010).

Marginalization indexes differentiate municipalities by the impact of variables
threatening life quality such as house overcrowding, low educational level and lack
of electricity, running water and sanitary services (Anzaldo and Prado). In San Luis
Potosi we confirmed that regional TB incidence correlates with the socioeconomic
gradient, as is known to occur within countries and within communities, the poorest
ones being affected most (Lonnroth et al. 2009).

Although residents of urban areas are believed to be at higher risk of TB
(Hargreaves et al. 2011), most of the cases in the high incidence region reside in
rural communities. This finding may be due to risk factors such as overcrowding,
indoor pollution, and poor ventilation in the rural communities affected.
Marginalization is directly related to the incidence of malnutrition and alcoholism
and inversely related to the incidence of diabetes since the first two concomitant
diseases predominate in the high incidence region and diabetes in the low

incidence region.
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Sociodemographic and clinical variables in the low incidence region are
similar to those in Monterrey and Acapulco (Molina-Torres et al. 2010; Nava-
Aguilera et al. 2011), two Mexican cities of relatively low marginalization. In
contrast, such variables in the high incidence region resemble more those of
highly marginal rural regions of the Mexican state of Chiapas (Sanchez-Perez et
al. 2010) where the average age of PTB cases is around 40 years, whereas in the
high incidence region of San Luis Potosi it is close to 53 years. Both the
transmission-mutation index derived from the spoligoforest analysis and the
transmission chains identified by MIRU-VNTR genotyping indicate that recent
transmission contributes marginally to the epidemiology of TB (E. Lépez-Rocha et
al., manuscript in preparation), whereas the advanced age of the cases and the
high proportion of positive acid-fast bacilli smears (94.4%) indicates delayed
disease detection. These findings support the notion that in San Luis Potosi
endogenous reactivation contributes to TB epidemiology much more than recent
transmission (Borgdorff et al. 2001).

One tenth of the MTC isolates in San Luis Potosi are resistant to one or
more drugs; 4.2% are MDR, a proportion below the national average of 5.8%
(World Health Organization 2008) and lower than that of the American continent
(7.2%) (Panamerican Health Organization 2008). No statistically significant
association of drug resistance and MTC lineage was found.

Most of the spoligotyped MTC isolates corresponded to M. tuberculosis and
only 2.1% to M. bovis. M. tuberculosis isolates had 104 different genotypes among
which only 52 (50.0%) had been registered in SpolDB4, and correspond to three
lineages: Euro-American, Indo-Oceanic and East- Asian. A comprehensive study of
MTC genotypes based on the analysis of large sequence polymorphisms found that
Euro-American is the predominant M. tuberculosis lineage in Latin America
(Gagneux et al. 2006). The same lineage has been shown to be prevalent in the
Mexican cities of Orizaba (Jimenez-Corona et al. 2009) and Monterrey (Molina-
Torres et al. 2010), and we also found it to be the most prevalent in San Luis Potosi
(95.3%) with SIT53, SIT42, SIT20, SIT221, SIT239, SIT50, SIT787, SIT17 and
SIT258 as its main genotypes
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In San Luis Potosi 21.8% of the M. tuberculosis genotypes are grouped in
clusters, the largest one being that with 68 isolates of the SIT53 genotype, and the
second largest with 14 isolates of the SIT42 genotype. The SIT53 genotype,
belonging to the ill-defined T1 sub lineage, is ubiquitous and the most frequent in
SpolDB4 (Brudey et al. 2006b); the SIT42 genotype is also ubiquitous and ranks
sixth in the same database. In the Mexican city of Monterrey the largest cluster
corresponds to the SIT53.

The least frequent M. tuberculosis lineages in San Luis Potosi are the Indo-
Oceanic (EAI-Manila family, 3.4%) and the East-Asian (Beijing family, 1.3%). The
EAIl-Manila family —endemic in Southeast Asia, South India and East Africa—
was recognized in Filipino immigrants in the United States and later shown to be
highly prevalent in the Philippines (Douglas et al. 2003). It was identified in Mexico
for the first time in Orizaba, Veracruz (Martinez-Gamboa et al. 2008). Four of our
eight EAl isolates correspond to the ubiquitous and common SIT19 genotype and
could also have originated from the Philippines, given the commercial links of that
region with Mexico from 1565 to 1815 through the Manila-Acapulco galleon
(Schurz 1917). This hypothesis is consistent with the recent finding that one fourth
of the M. tuberculosis isolates in Acapulco correspond to the EAI family (Nava-
Aguilera et al. 2011), where the largest cluster has the SIT19 genotype previously
found in Monterrey (Molina-Torres et al. 2010), and now by us in a cluster with
four isolates.

Our three Beijing isolates have the SIT1 genotype and, although a
transmission chain cannot be discarded, their low prevalence suggests they arose
from independent transmission events. SIT1, the second most frequent genotype in
SpolDB4 (Brudey et al. 2006b), is ubiquitous —it has been identified in 29 countries
and eight geographic areas—, epidemic (propagation index = 44.2), highly virulent
(Hanekom et al. 2007) and appears to have selective advantages over other
genotypes (Cowley et al. 2008). Only one Mexican PTB case by a Beijing strain
from Orizaba, Veracruz, has been published (Jimenez-Corona et al. 2009).
Although the presence of this genotype in San Luis Potosi is worrying, its low

frequency suggests that up to now its transmission is negligible.
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The genetic diversity of the MTC appears to be geographically structured
(Gagneux et al. 2006), since some strains preferably infect certain human
populations and the association between pathogens and their hosts appear to be
stable (Hirsh et al. 2004). These data led to the notion that the worldwide TB
pandemic is the sum of genetically different outbreaks (Brudey et al. 2006b). Since
the Euro-American lineage is distributed all over the state, the Beijing family is
limited to the capital metropolitan area and the EAI-Manila family to the eastern part
of the state, the TB epidemic in San Luis Potosi may be interpreted as a part of the
wider TB epidemic in Latin America, with an outbreak of the EAI lineage and some
Beijing cases.

All our five M. bovis isolates have different spoligotypes and come from rural
communities located in the dairy region of the state. The prevalence of human TB
of bovine origin in San Luis Potosi may be much higher than 2.1% since bovine TB
has been eradicated from only one Mexican state (National Service of Agri-food
Health and Quality. 2010), and all the MTC isolates recovered for this study were
initially cultured in Lowenstein-Jensen medium, more appropriate for M.
tuberculosis than for M. bovis (Corner and Nicolacopoulos 1988). Therefore, the
surveillance of human TB caused by M. bovis must be reinforced in the state health
program.

The MTC strains included in this study were only those that were kept and
recovered at the Public Health State Laboratory, where most state TB cases are
concentrated. Although scarce, cases from individuals affiliated to the Mexican
Social Security Institute or other organizations may have been overlooked. On the
other hand, minor mistakes in the assignment of MTC lineages and families may
have occurred, since the dendrogram-based similarities used by us to identify the
isolates are known to be 94.1% accurate (Allix-Beguec et al. 2008b).

The prevalence of human TB due to M. bovis correlates with TB prevalence
in cattle, and most human cases are related to consumption or handling of
contaminated dairy products (Cosivi et al. 1998). Although the prevalence of human
TB of bovine origin in Mexico is unknown, 5.3% of the MTC strains isolated from

sputum samples of PTB cases in a zone endemic for bovine TB in the Mexican
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state of Querétaro had M. bovis spoligotypes (Perez-Guerrero et al. 2008). In the
same endemic zone a study on asymptomatic farm workers identified M. bovis
spoligotypes in 10.8% of sputum and 5.3% of urine samples (Milian-Suazo et al.
2010). Other population studies in Mexico found M. bovis spoligotype frequencies
of 0.6% in Monterrey (Molina-Torres et al. 2010) and 0.4% in Acapulco (Nava-
Aguilera et al. 2011).

Conclusions

This is the first study on the molecular epidemiology of TB which covers a complete
state in Mexico. In the state of San Luis Potosi, PTB incidence correlates with low
socioeconomic status and the prevalent MTC strains show high genetic diversity
and appear to be part of the wider TB epidemic in Latin America. Our findings show
the need to implement TB control plans adapted to each incidence region in the
state, including routine monitoring of the circulating MTC genotypes and reinforcing

M. bovis surveillance.
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CAPiTULO lll. DIVERSIDAD GENETICA DEL COMPLEJO MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS Y CADENAS DE TRANSMISION RECIENTE IDENTIFICADAS POR
GENOTIPIFICACION VNTR EN SAN Luis PoTosi, MEXICO

Resumen

CONTEXTO. Previamente demostramos la diversidad genética de las cepas del
Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) aisladas de casos de tuberculosis
pulmonar (TBP) en el estado de San Luis Potosi, México. En este trabajo
ampliamos el estudio previo, estimamos la transmision de la TBP e identificamos
las cadenas de transmision reciente y las cepas emergentes del CMTB. METODOS.
Se determinaron los espoligotipos, especies, linajes y familias de las cepas del
CMTB de 332 casos de TBP diagnosticados entre 2006 y 2011 (muestra 46%
mayor a la del estudio previo). El numero total de casos de TBP diagnosticados en
el periodo e identificados entre los contactos fue recuperado de la base de datos
del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica Médulo Tuberculosis. Los
indices de diversidad genética de Nei y de Simpson fueron determinados a partir
del conjunto de espoligotipos y el indice de transmision-mutacién (TMI) con las
variables del spoligoforest. Los aislados involucrados en cadenas de transmision
reciente fueron identificados por sus patrones de 15 loci MIRU-VNTR entre los de
espoligoclusteres, i.e., grupos de aislados con espoligotipos idénticos y vinculos
geograficos. Los indices discriminatorios de los genotipos VNTR fueron calculados
con la formula de Hunter-Gaston y las cepas emergentes del CMTB identificadas
con el método de Storey aplicado a los espoligotipos. RESULTADOS. Entre los
aislados del CMTB 324 tuvieron espoligotipos de M. tuberculosis (97.6%) y ocho
de M. bovis (2.4%); sélo 73 de los 140 espoligotipos identificados estan
registrados en bases de datos internacionales. Doscientos veinticuatro aislados se
agruparon en espoligoclusteres, siendo los principales SIT53 (n = 96) y SIT42 (n =
20). Predominé el Linaje 4 (Euro-Americano) con 304 aislados, seguido del Linaje
1 (Indo-Oceanico) con 14 aislados y el Linaje 2 (Asiatico Oriental) con seis
aislados. Valores de los indices: H = 0.91 (Nei), S = 0.09 (Simpson), TMI = 0.11.

Entre los 1,648 casos diagnosticados en el periodo se detectaron 61 casos de



TBP entre los contactos investigados. Entre los 32 espoligoclusteres del CMTB
identificados estuvieron geograficamente relacionados siete, formados por 31
aislados (9.3% del total) en clusteres de 2 a 14 aislados. Entre los
espoligoclusteres se identificaron 25 genotipos VNTR y seis parejas de aislados
implicados en cadenas de transmision (3.7% del total): tres parejas con contactos
probados y tres sin contactos probados; dos de las tres ultimas parejas
corresponden a la familia Beijing. indice discriminatorio de Gunter-Gaston para los
15 loci MIRU-VNTR, HGDI = 0.997. CONCLUSIONES. El numero de espoligotipos,
linajes y familias del CMTB vy los indices de Nei y Simpson confirman la diversidad
de las cepas del CMTB circulantes en San Luis Potosi. La baja proporcion de
casos detectados entre los contactos (7.4%) y el TMI = 0.11 indican que la
epidemiologia de la TBP no se debe a transmision reciente sino principalmente a
reactivacion endogena. La genotipificacion VNTR identificé seis cadenas de
transmision (3.6% de los aislados, i.e., tres veces menos que el valor del TMI). Las
cepas emergentes identificadas con el método de Storey son SIT53 y SIT42; sin
embargo, dos de las seis cadenas de transmision son de la cepa Beijing, que

parece estar emergiendo.

PALABRAS CLAVE: Epidemiologia molecular, transmision reciente, VNTR.

Introduccion

La tuberculosis (TB) sigue siendo un problema de salud publica global de enormes
dimensiones. En 2011 se estimaron 8.7 millones de casos nuevos y murieron 1.4
millones de personas a causa de esta enfermedad, entre ellas 500,000 mujeres y
500,000 nifios (World Health Organization. 2012). Un objetivo central de la Stop
TB Strategy es lograr el acceso universal de servicios de salud de alta calidad a
todos los enfermos de TB mediante el apoyo para desarrollar herramientas que
permitan el control oportuno y efectivo de la enfermedad y la direccion de
esfuerzos a las necesidades de los contactos de los enfermos, que en México son

pobres y vulnerables (Lopez-Rocha et al. 2013).
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En el estado de San Luis Potosi la principal medida de control y prevencion
de la TB pulmonar (TBP) pretende cortar la transmision de los casos baciliferos
mediante el tratamiento acortado estrictamente supervisado (TAES). Esta
estrategia supone que el contagio es el principal factor para el mantenimiento de la
enfermedad, pero no diferencia acciones para combatir la enfermedad debida a
transmision reciente de la debida a reactivacion endégena, pues la vigilancia
epidemioldgica actual incluye la investigacion extensiva de los contactos pero no
la genotipificacion, mediante la cual nuestro grupo determindé la gran diversidad

genética del CMTB en el estado (Lopez-Rocha et al. 2013).

Planteamiento del problema

Entre las actividades de prevencién y control de la TBP la investigaciéon de
contactos, el diagndstico de enfermedad activa o latente y el tratamiento
profilactico son tan importantes como la identificacion, el tratamiento y la curacién
de los casos de TBP activa.

A partir del descubrimiento de los primeros marcadores genéticos del
Complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTB) la tipificacion molecular de los
aislados ha permitido identificar casos no relacionados y ha transformado la forma
en que se evalua la transmision reciente (Small et al. 1994) pues permite trazar
contactos que no dilucida la investigacion clasica (van Deutekom et al. 2004). Sin
embargo, asi como como la investigacion de casos es insuficiente para determinar
toda la red de contactos de los casos indice, no basta la genotipificacion para
determinar la extension de la transmision reciente.

La investigacion sistematica de espoligoclusteres con vinculos
epidemioldgicos (i.e., aislados del CMTB agrupados por tener espoligotipos
idénticos y la misma localizaciéon geografica) en combinacion con la tipificacion
MIRU-VNTR afade valor a la informacion recogida por la epidemiologia clasica de
la TBP, pues detecta cadenas de transmision que no puede identificar la
investigacion convencional de contactos y sirve para vigilar la transmisién reciente
y monitorear el control de la enfermedad (McNabb et al. 2004) en la toma de
decisiones que diferencien y prioricen los esfuerzos entre grupos

sociodemograficos y territoriales.
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Justificacion

La tasa de incidencia de la TBP en México es relativamente baja —23 casos por
100,000 habitantes en 2011— y se ha mantenido practicamente sin cambio
durante los seis afios del periodo 2006-2011 (World Health Organization 2013). En
el estado de San Luis Potosi la tasa promedio de incidencia de TBP fue 12.7 en el
periodo 2006-2011, pero su rango fue de 2.4 a 33.4 en las diferentes jurisdicciones
sanitarias (Lopez-Rocha et al. 2013).

Estas notables desigualdades ocurren en todo el pais, pues en 2011 las
tasas de incidencia variaron desde 4.5 en el estado de Tlaxcala hasta 54.8 en el
estado de Baja California (Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de
Enfermedades 2013). En México por tanto persiste una distribucion inequitativa de
los factores de riesgo y las condiciones socioecondmicas que han colocado al pais
entre los de alta prioridad para el control de la TB en las Américas (Panamerican
Health Organization 2008).

En este trabajo ampliamos nuestro estudio reciente en el que demostramos
la gran diversidad genética del CMTB en San Luis Potosi mediante el analisis de
espoligotipos; adicionalmente estimamos aqui el indice de transmisién-mutacién
(TMI) basado en el conjunto de los espoligotipos observados, e identificamos las
cadenas de transmision reciente mediante el examen de los patrones MIRU-VNTR

de los aislados del CMTB agrupados en espoligoclusteres.

Material y métodos

Territorio, poblacion y periodo estudiado
Entre enero de 2006 y abril de 2011 fueron diagnosticados 1,648 casos de TBP en
el estado de San Luis Potosi (Fig. 1). La informacion sobre los contactos
declarados entre los casos oficiales, los contactos investigados y la proporcion de
casos detectados entre los contactos fue recuperada de la base de datos del
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica Médulo Tuberculosis con
autorizacion de los Servicios de Salud de San Luis Potosi (Tabla 1)

En este estudio incluimos una muestra por conveniencia de 332 aislados

provenientes de las seis jurisdicciones sanitarias del estado (Tabla 2),
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conservados en la coleccidon de cepas del Laboratorio Estatal de Salud Publica de
San Luis Potosi. El numero de aislados del CMTB que pudieron recuperarse por
jurisdiccion sanitaria fue aproximadamente proporcional al de la incidencia de la
TBP en cada jurisdiccion (Lopez-Rocha et al. 2013).

Los casos de TBP ocurrieron en pacientes de todo el estado sometidos a
vigilancia epidemioldgica pasiva, mayores de 15 anos, con tos productiva de dos o
mas semanas de evolucion y baciloscopia positiva. Todos los pacientes fueron
incluidos en el esquema de tratamiento acortado estrictamente supervisado
(TAES) por personal especializado de la Secretaria de Salud del estado. Los
contactos fueron investigados por brigadas dedicadas del Programa Estatal de la
Tuberculosis. El Comité de Etica e Investigacion de los Servicios de Salud aprobé

el estudio.
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Tabla 1. Distribucién anual de casos de TBP activa, contactos y casos detectados y de aislados del CMTB

recuperados y espoligotipificados

Contactos y casos detectados entre ellos

Aislados del CMTB

Recuperados

~ Casos Especimenes Espoligotipificados

Afo oficiales?® gontactos . Contfactos IID Casos cultivados® n/casos n/aislados | n/casos
eclarados investigados (%) detectados n (%) n (%) (%)

(D) (|) (] N % (] (! °
2006 317 2071 1750 | 84.5 11 3.5 992 | 126 39.7 | 33 26.2 10.4
2007 292 2093 1929 | 92.2 11 3.8 1101 | 145 49.7 | 70 48.3 24.0
2008 318 2326 2097 | 90.2 10 3.1 1055 | 119 374 | 92 77.3 28.9
2009° 348 2152 2023 | 94.0 22 6.3 699 | 51 14.7 | 46 90.2 13.2
2010 294 1968 1892 | 96.1 6 2.0 1131 | 67 228 | 61 91.0 20.7
2011¢ 79 612 597 | 97.5 1 1.3 488 | 47 59.5| 30 63.8 38.0
Total/ 1648 11222 10288 | 91.7 61 3.7 5466 | 555 33.7 | 332 59.8 20.1

Promedio

2 Boletin de Epidemiologia (2006-2011).

b En la Seccidon de Micobacterias del LESP.

¢ Sdlo se incluyen los resultados de cultivos realizados de enero a marzo y de octubre a diciembre pues en 2009 se suspendieron los cultivos de
abril a septiembre.

4 Solo se incluyen los resultados de cultivos realizados de enero a abril de 201
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Tabla 2. Aislados del CMTB por jurisdiccidon sanitaria

Jurisdiccion | No. de aislados (%)
I 53(16.0)

Il 10 (3.0)

[ 6 (1.8)

\Y; 50 (15.1)

V 68 (20.5)

VI 145 (43.7)
Total 332 (100.0)




Cultivo del esputo

Muestras de esputo descontaminadas fueron cultivadas simultdneamente en
medio Lowenstein-Jensen con métodos estandar y en el Sistema VersaTREK
Myco System (TREK Diagnostics Systems, Cleveland, OH). Los cultivos positivos
fueron identificados como miembros del CMTB mediante la prueba molecular
Cobas Amplicor M. tuberculosis (Roche Diagnostics, Grenzach-Whylen, Germany).
Los aislados fueron crio-preservados a -70°C en Medio Middlebrook 7H9 (TREK
Diagnostics Systems, Cleveland, OH), recuperados por reinoculacion en el mismo

medio y propagados en medio Lowenstein-Jdensen.

Espoligotipificacion y asignacion de genotipos

De los 555 aislados recuperados en el Laboratorio Estatal de Salud Publica,
fueron muestreados por conveniencia los 332 (59.8%) recuperados por resiembra.
El ADN fue extraido con el método CTAB (Honore-Bouakline et al. 2003). La
espoligotipificacion fue realizada con el kit Isogen segun las instrucciones del
fabricante (Life Science, Maarssen, Netherlands); el kit incluye una membrana de
nitrocelulosa con 43 sondas inmovilizadas de secuencias espaciadoras de la
region de repetidos directos (DR) del genoma de las micobacterias del CMTB. La
espoligotipificacion se hizo con el método de Kamerbeek et al. (1997). EI ADN de
tres cepas de referencia —M. tuberculosis H37Rv, CDC 1551 y M. bovis BCG—
fue utilizado como control. La hibridaciéon de los productos de PCR fue detectada
con el kit Direct Nucleic Acid Labelling and Detection System (Amersham
International plc, Buckinghamshire, United Kingdom). Los espoligotipos fueron
identificados con la aplicacién en linea MIRU-VNTRplus (Weniger et al. 2010). Los
linajes del CMTB fueron asignados después de identificar las mejores
coincidencias entre los genotipos de la base de datos de referencia de dicha
aplicacion con un coeficiente categorico de 1.7. Identificaciones adicionales fueron
basadas en el dendrograma de patrones de espoligotipos generado con el método
de un-weigted pair group con el algoritmo neighborjoining. Los patrones VNTR
también fueron comparados con los de la base de datos SITVIT2 (Institut Pasteur
de Guadeloupe, htpp://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/SITVITDEMO) (Brudey et
al. 2006b) y la base de datos de Mbovis.org (Veterinary Laboratories Agency,
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http://www.mbovis.org/index.php.). Los linajes del CMTB fueron denominados

ademas segun la clasificacion de Gagneux (Comas et al. 2009).

Cuantificacion de la diversidad genética
La diversidad genética fue cuantificada de dos maneras. La primera fue el indice
de Nei, medida de biodiversidad ampliamente usada en estudios poblacionales de

micobacterias, que es calculado con la formula:

H = 271(1—2‘?:1[)1-2)
2n—1

donde n es el numero de aislados y p es la proporcion de cada espoligotipo, g (Nei
1978).

La segunda fue el indice de diversidad de Simpson, empleado en genética
de poblaciones para estudiar patrones globales de variacion, que indica la
probabilidad de que dos aislados tomados al azar pertenezcan al mismo tipo
(Simpson 1949), calculado con la formula:

g
_ n;(ng — 1)
5= Z nn-1)

donde g es cada espoligotipo y n es el numero de aislados.

Indice de transmisién-mutacion y deteccion de cepas emergentes
Para calcular el indice de transmision-mutacion (TMI), que integra la
heterogeneidad de los espoligotipos con su ritmo de mutacién, usamos la

ecuacion de Tanaka y Francis (2005):

n— +v
TMlzu#
1

donde u es una estimacién independiente del ritmo de mutacién del patron de
espaciadores, n es el numero de aislados, g es el numero de genotipos
encontrados y u1 es el numero de eventos de mutacidn simple inferidos del analisis
de la representacion grafica (spoligoforest) de los clusteres de aislados con

espoligotipos idénticos.
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El conjunto de espoligotipos fue evaluado con el programa Spoligoforest
(http://www.emi.unsw.edu.au/~tanakalab/spolTools/), que genero el grafico

spoligoforest (Fig. 2) constituido por nodos circulares que representan clusteres de

g espoligotipos cuya area es proporcional al numero de aislados con el mismo

patron.
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Figura 2. Spoligoforest de los aislados del CMTB

Los nodos circulares, identificados con el genotipo SIT correspondiente, representan clusteres de aislados con espoligotipos idénticos cuya area
es proporcional al numero de aislados que los conforman (indicado entre paréntesis). Los genotipos no registrados en SpolDB4 tienen el numero
de identificacion usado en nuestro laboratorio. Los genotipos probablemente relacionados por un evento de mutacion simple estan conectados
con flechas que indican descendencia. La probabilidad de descendencia ponderada como 1 es indicada por conexiones con lineas sélidas; la
ponderada como = 0.5 con lineas entrecortadas y la ponderada como < 0.5 con lineas puntea.



Los pares de espoligotipos posiblemente relacionados por un evento de mutacién
simple (delecion simple en el caso de los espoligotipos) se conectan mediante
lineas. En la representacion grafica, vi equivale al niumero de genotipos
conectados menos uno (Reyes et al. 2008).

Las cepas emergentes son aquellas cuya velocidad de propagacion es
significativamente mas rapida que el ritmo de transmision basal. Para identificarlas
usamos la prueba de Storey mediante la aplicacion en linea DESTUS

(http://www.emi.unsw.edu.au/~tanakalab/spolTools/) (Tanaka and Francis 2006)

con un valor de corte q = 0.001 (i.e., tolerancia de falsos positivos del 0.1%).

Seleccion de espoligoclusteres potencialmente involucrados en cadenas de
transmision

Se entiende que la transmision reciente esta delimitada en tiempo y lugar y ocurre
en la misma comunidad dentro de los dos afos previos a la presentacion de
sintomas. Para realizar la tipificacion VNTR seleccionamos los aislados de
espoligoclusteres con vinculos geograficos, es decir, de enfermos que vivian en la
misma localidad. Excluimos los aislados con espoligotipos unicos y, por su
importancia epidemioldgica, también tipificamos todos los aislados del cluster de la
familia Beijing. También seleccionamos aleatoriamente 14 aislados entre los

espoligotipos de casos sin vinculacion geografica ni epidemioldgica.

Genotipificacion VNTR

Realizamos la genotipificacion MIRU-VNTR como ya se ha descrito (Cowan et al.
2002; Supply et al. 2006), amplificando los siguientes 15 loci: 424, 577, 580, 802,
960, 1644, 1955, 2165, 2401, 2163b, 2996, 3192, 3690, 4052, 4156 y empleando
ADN de M. tuberculosis H37Rv como control.

Los productos de amplificaciéon fueron analizados en geles de agarosa
(Invitrogen) al 2% con buffer de borato de sodio (Brody and Kern 2004) en una
camara de electroforesis Sub Cell (BioRad, Hercules, California, USA) y tefiidos
con bromuro de etidio (1 pg/mL). El nUmero de copias repetidas en tandem de
cada MIRU fue determinado por el tamano del amplicon calculado con el software

QuantityOne. El genotipo VNTR fue expresado como una cadena de digitos



correspondiente al numero de copias del repetido en tdandem de cada locus
ensayado. Para efectos de ilustracion, la Fig. 3 muestra un electroferograma tipico
con el cual se cuantificaron las copias del locus ETRC en un lote de aislados

CMTB
El indice discriminatorio de Hunter-Gaston de cada locus MIRU-VNTR vy del

conjunto de los 15 loci fue calculado con la férmula:

g
1
D = 1——N(N_1)Zn,-(nj—1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

23 28 38 47 63 75 137 170 229 H37 235 238 246 265 266 271 Bk

de 4. 4r -4, A%

- em e - . D D GO

Figura 3. Electroferograma tipico para cuantificar las copias del locus MIRU-
ETR en 16 aislados del CMTB

La numeracién consecutiva de los carriles corresponde a los numeros de la fila
superior que estan colocados encima de la imagen del gel. Los caracteres blancos
de la segunda fila (parte superior del gel) identifican las muestras de las mezclas
de PCR aplicadas en cada carril. Carriles 1y 20, E (escalera de 50 pb). Carriles 2-
11y 13-18, claves de los aislados del CMTB incluidos. Carril 12, H37 (control
positivo; M. tuberculosis H37Rv). Carril 19, Bk, control negativo (mezcla sin DNA).
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donde N es el numero total de aislados en la muestra, g es el numero de tipos
VNTR (i.e., numero de copias de los repetidos en tandem) y n;es el numero de

aislados pertenecientes al jésimo genotipo.

Resultados

Etapas del estudio

Como muestra la Fig. 1, el Programa Estatal de Tuberculosis confirmo 1,648 casos
de TBP e investigd 6.8 contactos por cada caso diagnosticado en el periodo
estudiado. Se detectaron 61 casos de TBP entre los contactos investigados. De
los 5,466 especimenes cultivados se recuperaron 555 aislados (33.7% del total de
casos diagnosticados). De ellos espoligotipificamos 332 aislados (59.8%). Con los
diferentes patrones de espaciadores de repetidos directos calculamos los indices
de diversidad genética e identificamos los espoligoclusteres para elaborar el
spoligoforest (Fig.2), calcular el TMI y realizar la prueba de Storey.

Identificamos siete espoligoclusteres conformados por los 31 aislados que
tuvieron vinculacion epidemioldgica y geografica. Mediante el analisis de dichos
aislados por tipificacion MIRU-VNTR identificamos las cadenas de transmision
reciente. Calculamos el indice discriminatorio de Hunter-Gaston sumando los
genotipos MIRU-VNTR en un total de 45 aislados: los 31 de los espoligoclusteres

y los de 14 casos no agrupados en espoligoclusteres tomados aleatoriamente.

Diversidad genética del CMTB y espoligoclusteres

Para estimar la diversidad genética e identificar los aislados potencialmente
implicados en cadenas de transmision, espoligotipificamos 105 aislados
adicionales a los 227 incluidos en nuestro trabajo previo (Lopez-Rocha et al.
2013), que totalizan 332 aislados (Tabla 2). Tuvieron espoligotipos de M.
tuberculosis 324 aislados (97.6%) y de M. bovis ocho aislados (2.4%) (Tabla 3).
Entre los 140 espoligotipos identificados, 70 estan registrados en la base de datos
SpolDB4 (SITVIT); uno de M. bovis (U0006) registrado en la base Mbovis.org y
otros tres de M. bovis (U0004, UO005 y U0007) registrados en la base de
Mbovis.org pero no en SpolDB4. En total 73 genotipos (52.1%) estan registrados

en una de las dos bases de datos mencionadas.
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Tabla 3. Los 140 espoligotipos y 32 espoligoclusteres identificados

Espoligotipos

Genotipo | ID del genotipo Patron de espaciadores Cadigo octal Linaje SIT No. de aislados
1 C024-ghana 1111111111111111111111111111111100001111111 | 777777777760771 | 4 53 96
2 C018-lam 1111111111111111111100001111111100001111111_[ 777777607760771 | 4 42 20
3 C010-lam 1101111111111111111100001111111100001111111_| 677777607760771 | 4 20 8
4 C009-manila 1101111111111111111001111111000010111111111_| 677777477413771 1 19 8
5 C016-x 1111111111111101101111111111111100001111111_| 777766777760771 | 4 221 7
6 C022-ghana 1111111111111111111111111111111100000001111 | 777777777760071 | 4 787 6
7 C021-uganda 1111111111111111111111111111111100000000111 | 777777777760031 | 4 239 6
8 C001-beijing 0000000000000000000000000000000000111111111_| 000000000003771 | 2 1 6
9 C020-haarlem 1111111111111111111111111111110100001111111_ | 777777777720771 | 4 50 5
10 C004-uganda 0000000000000000000011111111111100001111111 | 000000177760771 | 4 258 5
11 C030-u 1111111111111111111111110000000000000000000 | 777777770000000 | 4 46 4
12 C023-uganda 1111111111111111111111111111111100001110111 | 777777777760731 | 4 52 4
13 C019-ghana 1111111111111111111100111111111100001111111 | 777777637760771 | 4 2070 4
14 C013-lam 1111111100011111111100001111111100001111111_[ 776177607760771 | 4 33 4
15 C031-uganda 1111111111111111111111111111111100001100001 | 777777777760601 | 4 244 3
16 C014-ghana 1111111111110111111111111111111100001111111_| 777737777760771 | 4 37 3
17 C012-uganda 1110000011111111111111111111110100001111111 | 701777777720771 | 4 2111 3
18 CO008-lam 1101111111110111111100001111111100001111111 | 677737607760771 | 4 17 3
19 C003-uganda 0000000000000000000000001111111100001110111 | 000000007760731 | 4 125 3
20 C034-haarlem 1111111111111111111111111111110000001111111_[ 777777777700771 | 4 124 2
21 C033-bovis 1101010000010110111111111111111111111100010 | 650133777777610 | Bovis Orphan 2
22 C029-ghana 1111111111111101111111111111111100001111111_| 777767777760771 | 4 118 2
23 C028-lam 1111111111111101111100001111111100001111111 | 777767607760771 | 4 150 2
24 C027-x 1111111111111100101111111111111100001111111 | 777762777760771 | 4 Orphan 2
25 C026-lam 1111111100011111111100001000000000001111111 | 776177604000771 | 4 Orphan 2
26 C025-ghana 1011111111111111111111111111111100001111111_ [ 577777777760771 | 4 334 2
27 C017-lam 1111111111111111110100001111111100001111111_| 777777207760771 | 4 1277 2
28 C015-x 1111111111111101101111111111111100001101111_| 777766777760671 | 4 Orphan 2
29 CO011-lam 1101111111111111111100111111111100001111111 | 677777637760771 | 4 Orphan 2
30 C007-lam 1101111111110111111100001111111100001110111 | 677737607760731 | 4 194 2
31 C006-uganda 1100011111111111111111111111111100000000111 | 617777777760031 | 4 Orphan 2
32 C002-haarlem 0000000000000000000000001000000100001111111 | 000000004020771 | 4 2 2
33 U001-uganda 0000000000000000000000001111111100001111111 | 000000007760771 | 4 4 1
34 U002-haarlem 0000000000000000100000001000000100001111111 | 000002004020771 | 4 Orphan 1
35 U003-uganda 0000000000000000100000001111111100001110111 | 000002007760731 | 4 Orphan 1
36 U004-bovis 0101101000001100011111111111111111111100000 | 264061777777600 | Bovis Orphan 1
37 U005-bovis 0101101000001100111111111111111101111100000 | 264063777767600 | Bovis Orphan 1
38 U006-bovis 0101101000001100111111111111111111111100000 | 264063777777600 | Bovis 1306 1
39 U007-bovis 0101101000001110111111111111111111101100000 | 264073777776600 | Bovis Orphan 1
40 U009-haarlem 1000111111111111111111110000000000000000000 | 437777770000000 | 4 Orphan 1
41 U010-ghana 1011111111111101111111111111111100001111111_| 577767777760771 | 4 1318 1
42 U011-ghana 1011111111111111111100111101111000001111111 | 577777636740771 | 4 Orphan 1
43 U012-uganda 0000000000000000000001111111111100001111111 | 000000077760771 | 4 Orphan 1
44 U013-uganda 1100011111111111111111111111111100001100001 | 617777777760601 | 4 Orphan 1
45 U014-bovis 1101111101111100111100111111111111111100000 | 676763637777600 | Bovis Orphan 1
46 U015-manila 1101111111011101111000111111000000101100011 | 677567437402611 1 Orphan 1
47 U016-manila 1101111111111101111001111111000000111101111 | 677767477403671 1 Orphan 1
48 U017-manila 1101111111111101111001111111000010111101111 | 677767477413671 1 Orphan 1
49 U018-lam 1101111111111101111100001111111100001111111 [ 677767607760771 | 4 389 1
50 U019-x 1101111111111111101111111011111100001111111 [ 677776775760771 | 4 Orphan 1
51 U020-manila 1101111111111111110011111111000010111111111_| 677777177413771 1 Orphan 1
52 U021-ghana 1101111111111111111001111111001100001111111 | 677777477460771 | 4 Orphan 1
53 U022-lam 1101111111111111111100000000001100001110011 | 677777600060711 | 4 Orphan 1
54 U023-lam 1101111111111111111100001111111100001110111 | 677777607760731 | 4 1321 1
55 U024-ghana 1101111111111111111110111111111100001111111_[ 677777737760771 | 4 Orphan 1
56 U025-s 1110000000000011101111111101111100001111111 [ 700016776760771 | 4 Orphan 1
57 U026-s 1110000000000111101111111111111100001110111 | 700036777760731 | 4 197 1
58 uU027-s 1110000000001111101111111111111100001111111 | 700076777760771 | 4 92 1
59 U028-s 1110000000011111101111111111111100001111111 | 700176777760771 | 4 Orphan 1
60 U029-haarlem 1110000011111101111111111000000100001111111 | 701767774020771 | 4 Orphan 1
61 U030-ghana 1110111111111111111111111111111100001111111_ [ 737777777760771 | 4 205 1
62 U031-lam 1111011111110111111100001111111100001111111 [ 757737607760771 | 4 Orphan 1
63 U032-ghana 1111011111111101111100111111111100001111111_| 757767637760771 | 4 Orphan 1
64 U033-ghana 1111011111111101111111111111111100001111111_| 757767777760771 | 4 1221 1
65 U034-lam 1111011111111111111100001111111100001110111 | 757777607760731 | 4 Orphan 1
66 U035-ghana 1111011111111111111111111111111100001111111_| 757777777760771 | 4 154 1
67 U036-haarlem 1111100000000000000000001111111100001111111 [ 760000007760771 | 4 1574 1
68 U037-lam 1111101111111111111100001111111100001111111 | 767777607760771 | 4 2263 1
69 U038-lam 1111111100010111111100001111111100001111111_| 776137607760771 | 4 211 1
70 U039-lam 1111111100011111111000000000000000000011111 | 776177400000171 | 4 106 1
71 U041-s 1111111100111011111111111111111100001111111 | 776357777760771 | 4 Orphan 1
72 U042-s 1111111100111111110001111111011100001110111 | 776377077560731 | 4 Orphan 1
73 U043-lam 1111111100111111111100001000000000001111111 [ 776377604000771 | 4 Orphan 1
74 U044-haarlem 1111111100111111111110001000000100001111111 | 776377704020771 | 4 Orphan 1
75 U045-s 1111111100111111111111111111111100001111111_| 776377777760771 | 4 34 1
76 U046-ghana 1111111110111001111111111111111000001101111 | 777347777740671 | 4 Orphan 1
77 U047-ghana 1111111110111001111111111111111100001101111 | 777347777760671 | 4 Orphan 1
78 U048-ghana 1111111110111011111101111111111100101111111_| 777357677762771 | 4 Orphan 1
79 U050-x 1111111111011101101111111111111100001101111_[ 777566777760671 | 4 Orphan 1
80 U051-haarlem 1111111111101111111111100000000100001100011 | 777677760020611 | 4 Orphan 1
81 U052-uganda 1111111111110000111111111110111100001111111 | 777703777360771 | 4 215 1
82 U053-uganda 1111111111110001111111111111111100001111111_| 777707777760771 | 4 2128 1
83 U054-x 1111111111110101101111111111111100001111111 | 777726777760771 | 4 Orphan 1
84 U055-haarlem 1111111111110111111111110000000000001101011 | 777737770000651 | 4 Orphan 1
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Espoligotipos

Genotipo | ID del genotipo Patron de espaciadores Cadigo octal Linaje SIT No. de aislados
85 U056-uganda 1111111111110111111111111111111100001110111 | 777737777760731 | 4 73 1
86 U057-haarlem 1111111111111000110011111000000100001111111 | 777743174020771 | 4 Orphan 1
87 U058-lam 1011111111111111111100001111111000001111111 | 577777607740771 | 4 Orphan 1
88 U059-lam 1111111111111100110000000111111100001111111 | 777763003760771 | 4 Orphan 1
99 U061-uganda 1111111111111101101111111111111100001110011 [ 777766777760711 | 4 Orphan 1
90 U062-lam 1111111111111101110100001111111100001111111 | 777767207760771 | 4 Orphan 1
91 U063-lam 1111111111111101111000011111111100001101111 | 777767417760671 | 4 Orphan 1
92 U064-haarlem 1101100000000000000000001111111100001111111 | 660000007760771 | 4 Orphan 1
93 U065-ghana 1111111111111101111100111111111100001111111 | 777767637760771 | 4 1053 1
94 U066-haarlem 1111111111111101111101111111110100001101111 | 777767677720671 | 4 Orphan 1
95 U067-ghana 1111111111111101111101111111111100000000111 [ 777767677760031 | 4 Orphan 1
96 U068-ghana 1111111111111101111101111111111100001111111_[ 777767677760771 | 4 173 1
97 U069-haarlem 1111111111111101111111111000000100001111111 | 777767774020771 | 4 151 1
98 U070-haarlem 1111111111111101111111111110110100001111111 | 777767777320771 | 4 Orphan 1
99 U071-ghana 1111111111111101111111111111111100001101111 | 777767777760671 | 4 879 1
100 U072-ghana 1111111111111111010001111111011100001111111 | 777775077560771 | 4 Orphan 1
101 U073-x 1111111111111111101111111111111100001111111_[ 777776777760771 | 4 119 1
102 U074-lam 1111111111111111111100001111111100001110111 | 777777607760731 | 4 60 1
103 U075-lam 1111111111111111111100011111111100001111111_| 777777617760771 | 4 2499 1
104 U076-ghana 1111111111111111111101111111011100001111111_| 777777677560771 | 4 453 1
105 U077-lam 1111111111111111111110001111111100001111111 | 777777707760771 | 4 535 1
106 U078-haarlem 1111111111111111111110111101110100001111111 | 777777736720771 | 4 Orphan 1
107 U079-haarlem 1111111111111111111111100000000000000011111 [ 777777760000171 | 4 232 1
108 U080-haarlem 1111111111111111111111111000000100001111111 | 777777774020771 | 4 47 1
119 U081-haarlem 1111111111111111111111111110110100001111111 | 777777777320771 | 4 457 1
110 U082-ghana 1111111111111111111111111111001100001111111 | 777777777460771 | 4 1905 1
111 U083-haarlem 1111111111111111111111111111110100000001111 | 777777777720071 | 4 1142 1
112 U084-manila 1101111111111111111000111111000000111111111 | 677777437403771 1 Orphan 1
113 U085-ghana 1111111111111111111111111111111100001101111_ [ 777777777760671 | 4 245 1
114 U086-uganda 1111111111111111111111111111111100001110000 | 777777777760700 | 4 51 1
115 U087-uganda 1111111111111111111111111111111100001110011 | 777777777760711 | 4 78 1
116 U088-cameroon | 1101111111111111111111001111111101001111111 | 677777747764771 | 4 Orphan 1
117 U089-haarlem 1111110011111111111101001100000000000000111 | 771777646000031 | 4 Orphan 1
118 U090-lam 1111111100000011111100001111111100001111111 [ 776017607760771 | 4 209 1
119 U091-lam 1111111100011111111100001000111100001111111 [ 776177604360771 | 4 Orphan 1
120 U092-lam 1111111100011111111100001111101100001111111 | 776177607660771 | 4 2527 1
121 U093-haarlem 1111111111110111111111111111000100001111111 | 777737777420771 | 4 35 1
122 U094-ghana 1111111111111101111111111111111101001111111_| 777767777764771 | 4 Orphan 1
123 U095-haarlem 1111111111111111111001111111000000000000001 | 777777477400001 | 4 160 1
124 U096-ghana 1111111111111111111100111111111000000001111 [ 777777637740071 | 4 Orphan 1
125 U097-ghana 1111111111111111111101111111111100001111111_ [ 777777677760771 | 4 291 1
126 U098-haarlem 1111111111111111111111000000000000000000000 | 777777740000000 | 4 Orphan 1
127 U099-manila 1111111111111111111111111110000010111110111_| 777777777013731 1 337 1
128 U101-ghana 1111111111111111111111111111111101001001111 | 777777777764471 | 4 Orphan 1
129 U102-ghana 1111111111111111111111111111111110001111111 | 777777777770771 | 4 1378 1
130 U103-bovis 1101111000101100111111111011111111111100000 | 674263775777600 | Bovis Orphan 1
131 U105-uganda 0000010000000000100011111111111100001111111 | 010002177760771 | 4 Orphan 1
132 U106-s 1110010000001111101111111111111100001111111 | 710076777760771 | 4 Orphan 1
133 U107-uganda 1111111111110000111111111111111100001111111 | 777703777760771 | 4 102 1
134 U108-ghana 1111111111111100111111111111111100001111111_| 777763777760771 | 4 732 1
135 U109-uganda 1111111111111111111111111111110000001100011 | 777777777700611 | 4 Orphan 1
136 U110-x 1111011111111101111011111000111100001111111 [ 757767574360771 | 4 Orphan 1
137 U111-ghana 1111111111110011111111110000000000000000000 | 777717770000000 | 4 Orphan 1
148 U112-x 1111111111111101101100111101111100001101111 | 777766636760671 | 4 Orphan 1
139 U113-ghana 1111111111111111111111111111111101001111111_| 777777777764771 | 4 Orphan 1
140 U114-x 1011011011011101111100111111111000001101111 | 555567637740671 | 4 Orphan 1

Total de aislados 332
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El 67.5% (224/332) de los aislados se agrupo en 32 espoligoclusteres. Los dos
espoligoclusteres principales fueron del genotipo SIT53 (96 aislados, 28.9%) y
SIT42 (20 aislados, 6.0%) (Tabla 3).

Entre los 324 aislados de M. tuberculosis predomino el Linaje 4 (Euro-
Americano) con 304 aislados (93.8%) seguido del Linaje 1 (Indo-Oceanico) con 14
aislados de la familia Manila (4.3%) y el Linaje 2 (Asiatico Oriental) con seis
aislados de la familia Beijing (1.9%) (Tabla 4).

Los indices de diversidad genética calculados a partir de los espoligotipos
fueron Nei, H=0.91, y Simpson, S = 0.09.

Espoligoclusteres

Para seleccionar los aislados potencialmente implicados en cadenas de
transmision reciente identificamos primero los siete espoligoclusteres relacionados
geograficamente, conformados por 31 aislados (Tabla 5).

A continuacion describimos los espoligotipos identificados. El
espoligocluster Beijing, formado por seis aislados del genotipo SIT1 de casos sin
relacion epidemioldgica probada. Tres espoligoclusteres formados por sendas
parejas de aislados de los genotipos SIT46, SIT258 y un tipo huérfano, de casos
con relacion epidemioldgica probada. Tres espoligoclusteres con 19 aislados de
casos sin relacién probada: uno con 14 aislados del genotipo SIT53, otro con tres
aislados del genotipo SIT19 y el tercero con dos aislados del genotipo SIT221.

Los aislados de los espoligoclusteres constituyeron el 9.3% de la muestra
—valor cercano al 11% del TMI— y se distribuyeron casi equitativamente en las
tres regiones de incidencia del estado: 12 en la de regién de baja incidencia, 10 en

la de incidencia intermedia y nueve en la de alta incidencia (Tabla 5).

Indice de transmisién-mutaciéon

La Tabla 6 describe las variables empleadas para calcular el TMI, y la Fig. 2
muestra el spoligoforest con el cual calculamos el nUmero de eventos de mutacion
(u1). El valor del TMI = 0.11, que integra la heterogeneidad de los patrones de los
espoligotipos con su ritmo de mutacién, indica que la transmisién reciente

contribuye escasamente a la epidemiologia de la TBP y es consistente con la
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diversidad genética de los aislados del CMTB como con el pequefio tamafio

promedio de los clusteres (n = 2.4).
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Tabla 4. Especies, linajes y familias del CMTB identificados por
espoligotipificacién

Especie Linaje Familia n (%)
M. tuberculosis | 4 (Euro-Americano) | Ghana 140 (42.2)
LAM 64 (19.3)
Uganda | &l 43 (13.0)
Haarlem 30 (9.0)
X 18 (5.4)
S 8 (2.4)
Cameroon 1(0.3)
1 (Indo-Oceénico) | EAI 14 (4.2)
2 (Asiatico-Oriental) | Beijing 6 (1.8)
M. bovis M. bovis Bovis 8 (2.4)
Total | 332 (100.0)
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Tabla 5. Casos de TBP de los 31 aislados del CMTB agrupados en siete espoligoclusteres potencialmente
implicados en cadenas de transmisién

Espoligocluster Paciente Datos relevantes de los casos
No. SIT Linaje ID Edad Sexo Escolaridad Ocupacion Enfermedad Localidad Municipio Region de Ambito Grado de Contacto®
) (Gagneux) i incidenci marginacio
1 1 2 75 43 M Bachillerato Jornalero Ninguna ggl:ghaéjzde Graciano ggféjhegizde Graciano Baja Urbano Muy bajo .
137 21 F Primaria incompleta Ama de casa Ninguna Soledad de Graciano Soledad de Graciano Baia Urbano Muy bajo °
Sénchez Sénchez . Y baj
246 75 F Primaria incompleta Jornalero Ninguna Guaxcuaco Tamazunchale Alta Rural Alto No
271 67 M Primaria incompleta Jubilado Alcoholismo Huazalingo Tamazunchale Alta Rural Alto
265 27 M - - - La Hincada Ciudad Valles Intermedia Rural Bajo No
401 69 F Primaria completa Ama de casa Diabetes San Luis Potosi City San Luis Potosi Baja Urbano Muy bajo
2 19 1 23 49 M Primaria incompleta Comerciante Ninguna Ixtla Tamazunchale Alta Rural Alto
170 59 M Ninguna Jornalero Desnutricion Zopiloapa Tamazunchale Alta Rural Alto No
218 45 M - - - Tamazunchale Tamazunchale Alta Urbano Alto
3 46 4 238 17 M Ninguna Desempleado Ninguna Mos Xilitla Alta Rural Alto si
266 36 F Ninguna Desempleada Ninguna Mos Xilitla Alta Rural Alto
4 53 4 33 74 M Ninguna Desempleado Insuficiencia Matehuala Matehuala Bai Urb Muy bai
cardiaca aa roano Uy bajo No
87 46 M Primaria incompleta Desempleado Diabetes Matehuala Matehuala Baja Urbano Muy bajo
34 65 M Ninguna Jornalero Ninguna San Luis Potosi City San Luis Potosi Baja Urbano Muy bajo
76 45 M Primaria completa Desempleado Diabetes San Luis Potosi City San Luis Potosi Baja Urbano Muy bajo
135 72 M Primaria incompleta Cantero Ninguna San Luis Potosi City San Luis Potosi Baja Urbano Muy bajo No
172 29 M Primaria completa Desempleado Ninguna San Luis Potosi City San Luis Potosi Baja Urbano Muy bajo
212 24 M - - - San Luis Potosi City San Luis Potosi Baja Urbano Muy bajo
210 63 F Ninguna Ama de casa Ninguna Rioverde Rioverde Intermedia Urbano Medio
35 59 F Ninguna Ama de casa Ninguna Rioverde Rioverde Intermedia Urbano Medio No
79 31 M Primaria incompleta Albaiil Desnutricion Rioverde Rioverde Intermedia Urbano Medio
204 19 F - Ama de casa Ninguna Rioverde Rioverde Intermedia Urbano Medio
97 54 M Secundaria Recluso Ninguna Ciudad Valles Ciudad Valles Int di Urb Bai
incompleta ntermedia rbano ajo
113 67 M Secundaria Desempleado Ninguna Ciudad Valles Ciudad Valles Intermedia Urbano Bajo No
incompleta
203 55 F Secundaria Ama de casa Ninguna Ciudad Valles Ciudad Valles Intermedia Urbano Bajo
incompleta
5 258 4 28 50 M Superior Desempleado Alcoholismo Tamazunchale Tamazunchale Alta Urbano Alto si
29 38 M Primaria completa Bolero Alcoholismo Tamazunchale Tamazunchale Alta Urbano Alto
6 Huérfano 4 38 26 M Inicio secundaria Jornalero Diabetes Calzada de San Rafael Ciudad del Maiz Intermedio Rural Alto si
63 53 F Ninguna Ama de casa Ninguna Calzada de San Rafael Ciudad del Maiz Intermedio Rural Alto
7 221 4 425 76 M Ninguna Jornalero Desnutricion San Luis Potosi City San Luis Potosi Baja Urbano Muy bajo
430 60 M Ninguna Albafiil Diabetgs y San Luis Potosi City San Luis Potosi Baja Urbano Muy bajo No
alcoholismo

@Los contactos fueron investigado en primera instancia interrogando a los enfermos




Tabla 6. Variables del spoligoforest empleadas para calcular el indice de
transmision-mutacién (TMI)

Variable Simbolo Valor

Numero de aislados n 332
Numero de espoligotipos g 140
Espoligoclusteres c 32
Numero de aislados en clusteres ng 224
Tamafio promedio de los clusteres n/g 24
Numero de genotipos Unicos (singletons) u 108
Numero de eventos de mutacion de un paso U4 102 -1
Estimacion de la tasa de mutacion del espoligotipo J 0.039

T™MI 0.1




Genotipos VNTR y cadenas de transmision reciente

Entre los aislados de los espoligoclusteres resolvimos 25 genotipos VNTR. Los
aislados del Linaje 4 se ubicaron en ramas diferentes a la del Linaje 1 (familia
Manila) y del Linaje 2, (familia Beijing), como muestra el dendrograma polifasico
(Fig. 4). Por otra parte, 14 aislados del cluster SIT53 (familia Ghana) tuvieron
genotipos VNTR separados en tres ramas, lo cual confirma que las cepas de esta
familia no pueden distinguirse mediante espoligotipificacion.

De esta manera identificamos seis clusteres VNTR que representan sendas
cadenas de transmision reciente (Tabla 7). Los contactos de los casos han sido
comprobados en las tres cadenas formadas por parejas de aislados con genotipos
VNTR idénticos, pero no en las restantes, formadas por parejas de aislados que
difieren so6lo en una copia de un locus.

Las parejas de cepas del CMTB con genotipos idénticos de las tres cadenas
de transmision de enfermos con relacion epidemiolégica probada son: 1) las cepas
28 y 29 con genotipo SIT258, familia Uganda del Linaje 4, aisladas de dos
hermanos que habitan el mismo domicilio en Tamazunchale; 2) las cepas 38 y 63,
familia Uganda del Linaje 4 con genotipo no registrado en SpolDB4, aisladas de
dos pacientes que habitan el mismo domicilio en una comunidad de Ciudad del
Maiz; y 3) las cepas 238 y 266, familia Haarlem del Linaje 4 con genotipo SIT46 e
idéntico patrén de farmacorresistencia, aisladas de una madre y su hijo residentes
de Xilitla.

Las parejas de aislados del CMTB de las tres cadenas sin relacion
epidemioldgica probada son: 1) las cepas 425 y 430, familia X del Linaje 4 con
genotipo SIT 221, que difieren en una copia en el locus 2996, aisladas en la ciudad
de San Luis Potosi; 2) las cepas 75 y 137, familia Beijing del Linaje 2 que difieren
s6lo en una copia del locus 2163b, aisladas en Soledad de Graciano Sanchez; y 3)
las cepas 246 y 271 también de la familia Beijing, que difieren sélo en una copia
del locus 2996, aisladas en Tamazunchale.

La Tabla 8 muestra los genotipos VNTR de los 14 aislados con diferentes

genotipos tomados aleatoriamente en la muestra estudiada. Entre ellos hay dos
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espoligoclusteres, SIT 20 (n =2) y SIT 53 (n = 5), sin vinculos de lugar o tiempo.
No encontramos clusteres VNTR en esta muestra.

La Tabla 9 muestra los indices discriminatorios de los 15 loci MIRU-VNTR
analizados. El indice discriminatorio del conjunto de los loci es 0.997. Los loci con
mayor diversidad alélica y por tanto mas discriminatorios (D = 0.7) son, en orden
descendente: 2163 (QUB11b), 802 (MIRU40), 4052 (QUB26), 1955 (Mtub21) y
3690 (Mtub31). Los menos discriminatorios (D < 0.6) son, también en orden
descendente: 2401 (Mtub30), 577 (ETRC), 580 (MIRU04) y 1644 (MIRU16).

Cepas emergentes

La prueba de Storey, empleada para detectar las cepas emergentes entre los
espoligoclusteres y contrastarla con la tipificacion VNTR, identificd dos cepas
emergentes: SIT53 (p = 1.05%x103%) y SIT42 (p = 1.76x104).
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NJ-Tree, MIRU-VNTR [15]: C. ical (1), Spoligo: C ical (1)
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Figura 4. Dendrograma polifasico derivado de los espoligotipos y los cédigos VNTR de los aislados del CMTB

que forman espoligoclusteres

En el lado izquierdo de la figura se encuentra el dendrograma VNTR de las 31 cepas analizadas (identificadas en
cada rectangulo con la clave asignada a cada aislado en el laboratorio; en azul se indican las parejas de aislados con
patrones VNTR idénticos y en verde los aislados con patrones casi idénticos. Las cuatro columnas colocadas a la
derecha del dendrograma muestran sucesivamente 1) el Linaje segun Gagneux, 2) clave del espoligotipo (Spoligo-
International-Type, SIT), 3), la familia del espoligotipo, 4) el cédigo VNTR y 5) el patrén de espaciadores de los repetidos
directos. Las parejas de aislados con genotipos VNTR idénticos o casi idénticos que constituyen las cadenas de

transmision reciente se detallan en la Tabla 7



Tabla 7. Las seis cadenas de transmision reciente identificadas por genotipificacion MIRU-VNTR

Datos de los casos Espoligocluster | Cédigos VNTR (numero de copias en tdndem de los 15 loci)
Cadena D Fecha del | Edad | Relacion entre Familia SIT < | 0 % |l «~ ©l &l o | ©
diagnéstico | (afios) | los enfermos S KB 98 I8 28|82
| b W | o]l | =N N|N|N| | O] F|
A 28 | 20/05/2008 | 50 |Hermanos C04-uganda | 258 2143|213 |3|2]|3|2]|]2]|5]|3|3|]5]2
29 | 21/05/2008 | 38 | convivientes 21413|2]|3|3|2|3|]2|2|5|3]|3]|5]2
B 63 | 06/12/2006 | 53 Contactos C06-uganda | - 21413 |1]3|3|2]|]4]|]2]|2]|5]4]|6]4]2
38 | 29/08/2008 | 26 214 )13|1]3|3|2]|4]|]2|2|5]|4]|6]4]2
] 2382 | 05/01/2006 17 | Hijoy madre C30-u 46 4/3|3|5|4|3|3|3|3|2]|6|3|3|]5]3
266° | 20/06/2005 | 36 | convivientes 413|3|5]|]4]3|3|3[3|]2|6|3]3]5]3
425 | 30/06/2008 | 76 No documentado | C16-x 221 4/13|3|4|/4|3|3|3|3|2]|5]|4]|]4]|8]3
430 | 12/08/2008 | 60 413|3|4]4]13|3|3[3|]2|4]|]4]4|8]3
E 137 | 12/11/2007 | 21 No documentado | CO1-beijing | 1 414|442 |3|5|4|4|4]|8]3|3]|8]2
75 | 08/09/2008 | 43 4141414123 |5]|]6|4]4]8]3[3]8]2
F 246 | 20/05/2010 | 75 No documentado | CO1-beijing | 1 4/14/4|3|2|3|5|/6|4|4]8]|3]|3]|8]2
271 | 19/11/2010 | 67 41414|13|]2)|3]|5]|6]4]4]7]3]|3]8]2
aCepas MDR.
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Tabla 8. Genotipos de los 14 aislados sin relacion geografica seleccionados aleatoriamente

ID | SIT | Fecha de diagnéstico Localidad Municipio Espoligotipo Codigo VNTR
211 17 | 13/12/2009 San Francisco Rioverde 1101111111110111111100001111111100001111111 | 343141342273242
47 19 | 19/10/2009 Ciudad Valles Ciudad Valles 1101111111111111111001111111000010111111111 | 144243984238251
205 | 20 | 08/05/2007 Mexquitic de Carmona Mexquitic de Carmona | 1101111111111111111100001111111100001111111 | 432122322161262
208 20 | 21/01/2010 Ahuehueyo Primero Centro | Matlapa 1101111111111111111100001111111100001111111 | 442122342161272
229 46 | 14/07/2006 Suchiaco Coxcatlan 1111111111111111111111110000000000000000000 | 433543223434343
215 50 | 25/01/2010 San Luis Potosi San Luis Potosi 1111111111111111111111111111110100001111111 | 233233353553363
198 53 | 10/07/2007 Rancho el Pescadito Coxcatlan 1111111111111111111111111111111100001111111 | 244244232252362
200 53 | 12/01/2007 El Cedral Tampacan 1111111111111111111111111111111100001111111 | 244344252353552
206 53 | 09/05/2007 San Pedro de las Anonas Aquismon 1111111111111111111111111111111100001111111 | 433433333254353
209 53 | 22/12/2009 El Fuerte Santa Maria del Rio 1111111111111111111111111111111100001111111 | 433433332254549
213 53 | 15/01/2010 Xilitla Xilitla 1111111111111111111111111111111100001111111 | 431311463463383
194 | 239 | 23/04/2007 Ciudad Valles Ciudad Valles 1111111111111111111111111111111100000000111 | 243133242253542
60 | 787 | 03/10/2006 Tamazunchale Tamazunchale 1111111111111111111111111111111100000001111 | 253344222354452
201 -—-- | 20/11/2007 Ebano Ebano 1111111100011111111100001000000000001111111 | 443343342353132
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Tabla 9. indices discriminatorios de Hunter-Gaston (HGDI) de los loci MIRU-
VNTR?

Locus HGDI
2163b (QUB11b) 0.811
802 (MIRUA40) 0.793
4052 (QUB26) 0.767
1955 (Mtub21) 0.737
3690 (Mtub31) 0.737
2996 (MIRU26) 0.686
3192 (MIRU31) 0.677
2165 (ETRA) 0.654
960 (MIRU10) 0.652
424 (Mtub04) 0.639
4156 (QUB4156) 0.619
2401 (Mtub30) 0.575
577 (ETRC) 0.529
580 (MIRUO4) 0.502
1644 (MIRU16) 0.419

General| 0.997

a@ Calculado con los 45 aislados tipificados por MIRU-VNTR (31 con y 14 sin
vinculos epidemioldgicos).



Discusion

Este estudio combina por primera vez la epidemiologia clasica con la
genotipificacion mediante espoligotipos y patrones VNTR para identificar las
cadenas de transmision reciente de la TBP en el estado de San Luis Potosi.

La espoligotipificacion de los aislados de 332 casos de TBP confirmd que
las dos especies del CMTB causantes de TBP en el estado de San Luis Potosi
son M. tuberculosis y en menor grado M. bovis, y confirman y amplian nuestros
hallazgos sobre la diversidad genética del CMTB (Lopez-Rocha et al. 2013). Los
bajos valores del TMI y del numero de clusteres VNTR confirman la escasa
contribucién de la transmision reciente e indican por tanto que la reactivaciéon
endogena es el factor principal que contribuye a la epidemiologia de la TBP.
Detectamos ademas tres cadenas de transmision entre parejas de casos con
relacion epidemioldgica probada y otras tres entre parejas de casos sin relacion
probada. Como dos de estas ultimas cadenas son de la cepa Beijing, parece que
esta familia esta emergiendo en San Luis Potosi.

En cuanto a la diversidad genética, los resultados generales son similares a
los de nuestro estudio previo (Lopez-Rocha et al. 2013), excepto por un aumento
en la proporcion de los aislados Beijing y Manila, asi como en el numero de
aislados agrupados en clusteres y en el de los espoligoclusteres. El linaje
predominante de M. tuberculosis es el Linaje 4, cuyos genotipos SIT53, SIT42 y
SIT20 son comunes y ubicuos. Una proporcién menor es representada por la
familia Manila (SIT19) del Linaje 1 y la familia Beijing (SIT1) del Linaje 2, aunque la
ultima es de mayor relevancia epidemiologica.

La gran diversidad genética del CMTB, ya demostrada cualitativamente
(Lopez-Rocha et al. 2013), ahora fue determinada cuantitativamente con los
indices de Nei y de Simpson, calculados a partir del conjunto de espoligotipos. Del
analisis del spoligoforest obtuvimos el valor del TMI que confirma una baja
transmision reciente, consistente con la alta diversidad genética observada.

La seleccion de los casos de TBP por criterios epidemiologicos y

geograficos identifico siete espoligoclusteres, con 31 aislados potencialmente
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implicados en cadenas de transmisidén que luego tipificamos por MIRU-VNTR que,
como esperabamos, tuvo mayor resolucién y un alto indice discriminatorio.

La genotipificacion VNTR identifico 19 singletons y seis clusteres formados
por sendas parejas de aislados. De estos seis clusteres, tres estan formados por
parejas con genotipos VNTR idénticos y vinculos epidemioldgicos comprobados;
los otros tres estan formados por parejas con genotipos casi idénticos (con una
variacion en una copia de un solo locus) sin vinculos epidemiolégicos probados.
No encontramos clusteres VNTR entre los 14 aislados sin vinculos
epidemioldgicos seleccionados aleatoriamente, lo cual indica que la transmisién
reciente es improbable entre pacientes de diferentes localidades y apoya el uso de
espoligoclusteres relacionados geograficamente para la busqueda de cadenas de
transmision reciente por la tipificacion VNTR entre ellos.

Que las parejas con genotipos casi idénticos efectivamente constituyen
cadenas de transmision reciente se apoya en el estudio de (Savine et al. 2002)
que demostrd un evento de mutacion aleatoria en un locus de la micobacteria que
infectd al mismo paciente cronico analizado en el curso de varios meses y, por
otro lado, el antecedente de que los patrones VNTR de aislados de casos con
vinculos epidemioldgicos evidentes varian en un locus (van Deutekom et al. 2005).

Los 12 aislados implicados en las seis cadenas de transmision representan
el 3.6% de los aislados incluidos en el estudio, i.e., casi un tercio del valor del TMI.
Esta diferencia cuantitativa respecto al TMI depende del menor tamario de la
muestra tipificada por MIRU-VNTR y del mayor poder de resolucién de la
genotipificacion VNTR respecto a la espoligotipificacion (Allix-Beguec et al.
2008a).

La baja transmision reciente en el estado de San Luis Potosi es sustentada
por otros hallazgos. El diagnéstico tardio de los casos de TBP, evidenciado por la
alta proporcion de baciloscopias positivas y la edad avanzada de los pacientes
(mediana = 50 anos) apoya la nocién de que la reactivaciéon endégena contribuye
a la epidemiologia de la TBP mucho mas que la transmision reciente (Lopez-
Rocha et al. 2013). En el periodo 2009-2010 el Programa Estatal de Vigilancia

Epidemiolégica investigd el 95% de los contactos declarados por los casos indice
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(Tabla 1). Entre los contactos fueron diagnosticados 28 enfermos adicionales, lo
cual sugiere que si cada caso indice tuviese un contacto, a lo sumo el 8.7% de los
casos estaria implicado en cadenas de transmision en el periodo. Aunque esta
cifra de transmisidn reciente puede ser sobreestimada porque no todos los grupos
de contactos comparten la misma cepa, esta entre el 3.6% determinado por VNTR
y el 11% predicho por el TMI.

Estimar la transmision reciente por analisis grafico de los espoligoclusteres
tiene la limitacion de que los espoligotipos tienden a la convergencia por
homoplasia (i.e., adquisicion del mismo genotipo por eventos independientes), de
manera que dos aislados aparentemente vinculados por un evento de mutacion
simple pueden resultar de eventos independientes (Reyes et al. 2012). Esta
propiedad de los espoligotipos puede sobreestimar la transmision reciente aunque
es una aproximacion que puede ser contextualizada con otras evidencias.

La estimacion de la transmision reciente por genotipificacion (cualquiera
que sea el marcador) tiene un sesgo sistematico que subestima el tamafo de los
clusteres y por ende la transmision reciente, pues en estudios poblacionales los
aislados tipificados no representan una muestra aleatoria de todos los casos de
una comunidad dada y estan limitados a una ventana temporal restringida (Glynn
et al. 1999).

Los casos de TBP incluidos en este estudio proceden del programa de
vigilancia epidemiologica del estado, representan al menos tres cuartas partes del
total de los casos, e incluyen una proporcion minima de los de otras instituciones
de atencion a la salud con programas de vigilancia epidemioldgica propios, entre
las cuales predomina el Instituto Mexicano del Seguro Social (General Direction of
Health Information 2013)

El 84% de todos los casos de TB multidrogorresistentes (MDR) en clusteres
detectados en Europa son de la familia Beijing, que esta emergiendo en varias
regiones del mundo (Europa del Este, Africa de Sur y los paises de la ex Unién
Soviética), es la cepa endémica predominante en otras regiones y en gran parte
de Asia (European Concerted Action on New Generation Genetic Markers and

Techniques for the Epidemiology and Control of Tuberculosis 2006). Las dos
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cadenas de transmision con parejas de la familia Beijing (la E, diagnosticada el
12/11/2007 y 8/09/2008; y la F, diagnosticada el 20/05/2010 y 19/11/2010)
representan un tercio de los seis clusteres VNTR identificados, lo cual sugiere
fuertemente que esta familia del CMTB también esta emergiendo en San Luis
Potosi. La prueba de Storey no detecté a la familia Beijing como emergente quizas
porque se basa en que en un spoligoforest con el mismo numero de aislados de
dos genotipos comparables se esta propagando a mayor velocidad que el que
tiene menos eventos mutacionales y funcionaria en poblaciones en las que se
deriven genotipos adicionales de la familia Beijing, lo cual no ocurre en la
poblacion analizada.

El bajo valor del TMI probablemente sobreestima la transmision reciente
pues la genotipificacion VNTR de los espoligoclusteres con vinculos geograficos
sugiere que el 3.6% de los enfermos estan involucrados en eventos de transmision
reciente, valor que a su vez puede constituir una subestimacion. Por otro lado, no
todos los pacientes relacionados comparten necesariamente cepas del mismo
genotipo, pues los estudios en localidades con diferente demografia indican que
las discrepancias pueden ser del 61% al 70% (Behr et al. 1998; McNabb et al.
2004; Borrell et al. 2009). Por lo tanto, probablemente es sobreestimado el numero
de pacientes involucrados en cadenas de transmision inferido de la proporcién de
casos entre los contactos (7.4%).

En otras regiones del mundo el rango de las tasas de transmision reciente
es del 18% al 25% (van Deutekom et al. 2004; Moonan et al. 2012; Ferdinand et
al. 2013). Las diferencias con nuestros resultados pueden atribuirse a las
diferentes caracteristicas sociodemograficas de las poblaciones estudiadas que
podrian determinar las dinamicas de transmision reciente. En nuestro estado
predominan los casos en personas de nivel socioecondmico bajo, habitantes de
zonas marginadas con una mediana de edad de 50 anos. Las principales
enfermedades concomitantes son diabetes, desnutricion y alcoholismo, con
minima representacion de co-infeccion con VIH, uso de drogas e indigencia
(Lopez-Rocha et al. 2013). Un estudio de genotipificacion RFLP 1S6110 en

Holanda estimé en 20% la transmisidn reciente, pero en el 55% de los casos en
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clusteres parecid ocurrir casualmente entre drogadictos, indigentes e infectados
con VIH, la mayoria inmigrantes con una edad media de 38 anos (van Deutekom
et al. 2004). Un estudio de espoligotipos y MIRU-VNTR 12 determiné que la cuarta
parte de los casos de TBP en Estados Unidos es atribuible a transmisién reciente
(Moonan et al. 2012) y otro en la isla de Guadeloupe estimd una transmision
reciente de 18.2% en una muestra con mas de 40% de inmigrantes, edad mediana
de 40 anos y alta proporcién de coinfeccion por VIH (38.2%) (Ferdinand et al.
2013).

En otras regiones de México los valores del TMI son mayores, aunque
cercanos al encontrado por nosotros. En la ciudad de Orizaba, el analisis RFLP
1IS6110 atribuye el 29% de los casos a transmisién reciente, aunque demostré
contactos solo en el 7.3% (Garcia-Garcia et al. 2000). El estudio de
espoligotipificacion en Acapulco atribuye el 68% de los casos a partir del indice de
transmision reciente (RTln — 1) (Nava-Aguilera et al. 2011), medida que s6lo
depende del tamafio de la muestra y el numero de genotipos (Small et al. 1994);
sin embargo, con el analisis de los espoligotipos de ese estudio nosotros
estimamos un TMI = 0.17. En el estudio de Monterrey, que no precisa la
proporcion de casos entre los contactos (Molina-Torres et al. 2010) nosotros
calculamos un TMI = 0.15.

Nuestros resultados indican que en el estado de San Luis Potosi la
transmision reciente de la TBP es baja y la vigilancia epidemioldgica actual
insuficiente para detectar los casos oportunamente. Esta deficiencia seria
subsanada en parte empleando la epidemiologia molecular para identificar los
casos con vinculos no detectables con la epidemiologia convencional.

Como en esta region predomina la reactivacién endogena sobre la
transmision reciente de la TBP, el TAES deberia complementarse con la deteccién
de los casos latentes y la prevencion de la reactivacion enddgena

En San Luis Potosi los casos con vinculos epidemiolégicos no son
confirmados por genotipificacion porque no todos son cultivados. Muchos estudios
demuestran que la genotipificacion identifica contactos no descubiertos durante la

investigacion epidemiolégica. La investigacion complementaria contactos-
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genotipificacion jugara un papel crucial, mayor al de la epidemiologia
convencional, para predecir la transmision reciente (McNabb et al. 2004).

Diversos estudios han estimado la utilidad y el impacto de diversas
estrategias de trazabilidad de contactos. Uno de estos es la investigacion en dos
fases mediante la cual la entrevista habitual de trazabilidad de contactos es
seguida por una segunda entrevista a los enfermos con aislados del CMTB
agrupados en espoligoclusteres (Sintchenko and Gilbert 2007). De esta manera
detectaron el 58% de los enfermos infectados en un lapso de dos afos después
de la exposicion, en comparacion con el 32% de la epidemiologia convencional.
En San Luis Potosi la estrategia de dos fases podria aumentar la identificacion de
vinculos epidemioldgicos no convencionales y prevenir mas infecciones
secundarias.

Desconocemos qué proporcion del 7.4% de los casos detectados por
trazabilidad de contactos se agrupa en espoligoclusteres porque el actual sistema
de vigilancia no los confirma por cultivo y por tanto no determina el numero de
contactos por caso indice, ni la proporcion de contactos que se dan en lugares a
los que no llega la investigacion convencional de contactos. También
desconocemos los contactos de los enfermos de las tres cadenas de transmisién
con patrones VNTR casi idénticos.

El predominio de la reactivacion endégena sobre la transmision reciente de
la TBP en el estado de San Luis Potosi quizas deriva principalmente de las dos
condiciones concomitantes que predominan en la poblacién afectada: desnutricion
(Macallan 1999) y diabetes (Wu et al. 2010). Tomar en cuenta ambas condiciones
permitiria disefar intervenciones apropiadas de prevencion y control.

Un numero desconocido de casos de TBP se desarrolla porque no se
investigan los contactos en lugares no tradicionales. En lugares de baja incidencia
como nuestro estado el diagndstico temprano ayudaria a prevenir la transmision
(Cronin et al. 2002), mediante una reforma a la vigilancia epidemiolégica de la TB
pulmonar con un programa de cultivo y la genotipificacion en dos etapas ya
mencionada (Sintchenko and Gilbert 2007). Esta reforma ayudaria 1) a descubrir y

curar a los pacientes baciliferos que estén propagando la enfermedad y concurran
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a lugares tradicionalmente no investigados por la epidemiologia convencional, 2) a
descubrir cepas emergentes y 3) a trazar la evolucién de los genotipos en el
estado. Asimismo ayudaria establecer rutinariamente el cultivo y la genotipificaciéon

de todos los casos identificados entre los contactos.
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CAPiITULO IV. DISCUSION GENERAL

Con este trabajo completamos, por primera vez, el estudio de la epidemiologia
molecular de la TBP en un estado completo de México.

Demostramos que las inequidades socioecondmicas en los municipios del
estado tienen un impacto significativo sobre la, asi mismo, desigual incidencia de
la enfermedad (asi como en sus enfermedades concomitantes) por regiones
(Lopez-Rocha et al. 2013) y que las acciones de prevencion y control de la TB
deben adaptarse a estas diferencias.

Por primera vez en San Luis Potosi, identificamos que al menos un 2.4% de
los casos de TBP son causados por M. bovis y que esta proporcion seguramente
es mayor dado que fueron detectados por un sistema de vigilancia epidemiologica
no disefiado para diagnosticar esta especie.

Determinamos la gran diversidad genética del CMTB en el estado. La
inmensa mayoria de los aislados estudiados son de la especie M. tuberculosis en
los cuales predomina el Linaje Euro-Americano, con mucho menores proporciones
de los linajes Indo-Oceanico y Asiatico-Oriental.

Como la epidemiologia clasica detectdé una muy baja proporcién de casos
entre los contactos de los casos indice, el analisis de espoligotipos arrojé un TMI
de 0.11 y la tipificacion MIRU-VNTR solo detectd cadenas de transmisién en 3.6%
de los casos, concluimos que la situacion actual de la epidemiologia de la TB no
se debe tanto a la transmisién reciente sino principalmente a la reactivacion
enddgena de TBL.

Dado que dos de las seis cadenas de transmision reciente pertenecen al
genotipo Beijing del Linaje Asiatico-Oriental, este genotipo parece estar
emergiendo en el estado y puede representar un riesgo epidemiolégico
mayormente en las zonas de alta incidencia donde los factores de riesgo de
reactivacion y transmision son mas elevados.

Los casos de TBP pulmonar incluidos en este estudio representan alrededor
de las tres cuartas partes del total de casos notificados (General Direction of

Health Information 2013). Este dato y el hecho de que la muestra estudiada no
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haya sido aleatoria y estuviese restringida a un periodo de tiempo limitado, hace
que la estimacion de espoligoclusteres tenga un sesgo sistematico que subestima
su tamano y, por ende, la extension de la transmision reciente mediante el calculo
del TMI (Glynn et al. 1999).

Sin embargo, este sesgo puede ser compensado por la propiedad de los
espoligotipos de tender a la convergencia por homoplasia, lo cual en ultima
instancia sobreestima la transmisién reciente. De cualquier manera el TMI como
estimacion de la extensidn reciente representa una aproximacion que pudimos
contextualizar con las otras evidencias ya discutidas.

Si bien la muestra para la tipificacion MIRU-VNTR fue rigurosamente
seleccionada, sigue siendo una fraccion pequena de los casos notificados y por
tanto la estimacion de la transmision reciente con este método adolece de la
misma limitacién de subestimacion potencial por el escaso tamafio de la muestra.

No podemos conocer la proporcion de los casos agrupados en clusteres
entre los detectados por trazabilidad clasica de contactos ya que el actual sistema
de vigilancia epidemioldgica no los confirma por cultivo.

También desconocemos los contactos de los enfermos de las tres cadenas
de transmision identificadas por sus patrones MIRU-VNTR casi idénticos.

Hemos demostrado que en San Luis Potosi la epidemiologia molecular tiene
el potencial de incrementar la deteccidn de casos primarios, la identificacion de
cadenas de transmision, la estimacion de la transmision reciente y la deteccion y
control de cepas emergentes. Como permite determinar la especie causante de la
enfermedad también tiene el potencial de proporcionar informacion para el control,
prevencion y manejo de la poblacion que padece TB por M. bovis.

Los hallazgos y las implicaciones de este estudio nos han llevado a proponer
un Sistema Estatal de Vigilancia Epidemiolégica de la TB que remonte las
principales limitaciones del sistema actual de vigilancia epidemiologia mediante las
siguientes acciones:

1. Cultivo rutinario de los especimenes de casos sospechosos tanto en medio
Lowenstein-densen (6ptimo para M. tuberculosis) y, en paralelo, en medio

Stonebrick (6ptimo para M. bovis).
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2. Espoligotipificacion universal de los casos cultivados positivos al CMTB.

3. Genotipificacion programatica por MIRU-VNTR segun el algoritmo basado
en las relaciones epidemiologicas de los casos en espoligoclusteres.

4. Confirmacion por cultivo y genotipificacion de todos los casos detectados
entre los contactos.

5. Deteccion de los casos de TB latente propensos a desarrollar TB activa.
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ANEXO 2
ConNVENIO IPICYT-SSA
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CONVENIO DE COLABORACION QUE CELEBRAN POR UNA PARTE EL
ORGANISMO DESCENTRALIZADO DE LA ADMINISTRACION PUBLICA
ESTATAL DENOMINADO SERVICIOS DE SALUD DE SAN LUIS POTOSI,
REPRESENTADO POR SU TITULAR EL DR. JUAN SANCHEZ RAMOS, QUIEN
SE ENCUENTRA ASISTIDO DEL DR. FRANCISCO JAVIER POSADAS
ROBLEDO, DIRECTOR DE POLITICAS Y CALIDAD EN SALUD, A QUIENES
CONJUNTAMENTE EN LO SUCESIVO SE DENOMINARA “LOS SSSLP” Y POR
LA OTRA PARTE EL INSTITUTO POTOSINO DE INVESTIGACION CIENTIFICA
Y TECNOLOGICA A.C., REPRESENTADO POR SU TITULAR, EL DR. DAVID
RiOS JARA ASISTIDO POR LA DRA. LINA RAQUEL RIEGO RUIZ EN SU
CARACTER DE INVESTIGADORA TITULAR “A” DE LA DIVISION DE BIOLOGIA
MOLECULAR, A QUIENES CONJUNTAMENTE EN LO SUCESIVO SE
DENOMINARA “EL IPICYT” AL TENOR DE LAS SIGUIENTES:

DECLARACIONES

1. “LOS SSSLP”, A TRAVES DE SU REPRESENTANTE, EL DR. JUAN
SANCHEZ RAMOS, DECLARAN:

1.1 QUE DE CONFORMIDAD CON EL DECRETO ADMINISTRATIVO
EMITIDO POR EL C. GOBERNADOR CONSTITUCIONAL DEL ESTADO
DE SAN LUIS POTOSI, PROMULGADO EN EL PERIODICO OFICIAL DEL
ESTADO CON FECHA 11 DE SEPTIEMBRE DE 1996, LOS SERVICIOS
DE SALUD DE SAN LUIS POTOSI SON UN ORGANISMO
DESCENTRALIZADO DE LA ADMINISTRACION PUBLICA DEL ESTADO
CON PERSONALIDAD JURIDICA Y PATRIMONIO PROPIO, ASi COMO
CON FUNCIONES DE AUTORIDAD EN LOS TERMINOS DEL ARTICULO
1° DEL DECRETO CITADO.

.2 QUE DE ACUERDO CON EL ARTICULO 2, FRACCION I, DEL DECRETO
QUE LO CREO, TIENE POR OBJETO PRESTAR SERVICIOS DE SALUD
A LA POBLACION ABIERTA EN CUMPLIMIENTO A LA LEY GENERAL Y
ESTATAL DE SALUD.

.3 QUE SU REPRESENTANTE, EL DR. JUAN SANCHEZ RAMOS, FUE
DESIGNADO DIRECTOR GENERAL DE LOS SERVICIOS DE SALUD DE
SAN LUIS POTOSi POR LA JUNTA DE GOBIERNO DE DICHO
ORGANISMO, EXPIDIENDOLE EN CONSECUENCIA SuU
NOMBRAMIENTO CON FECHA 18 DE FEBRERO DE 2009 EL C.
GOBERNADOR CONSTITUCIONAL DEL ESTADO, POR LO QUE SE
ENCUENTRA PLENAMENTE FACULTADO PARA SUSCRIBIR EL
PRESENTE CONVENIO EN LOS TERMINOS DEL ARTICULO 12,
FRACCIONES | 'Y XII DEL DECRETO CITADO.

1.4 PARA LOS EFECTOS DEL PRESENTE INSTRUMENTO SENALA COMO
SU DOMICILIO EL UBICADO EN LA CALLE DE JESUS GOYTORTUA
NUMERO 340, FRACCIONAMIENTO TANGAMANGA DE ESTA CIUDAD.

2. “EL IPICYT” DECLARA:
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1.1

1.2

1.3.

11.4.

QUE ES UNA ENTIDAD PARAESTATAL DE LA ADMINISTRACION
PUBLICA FEDERAL ASIMILADA AL REGIMEN DE LAS EMPRESAS DE
PARTICIPACION ESTATAL MAYORITARIA, RECONOCIDA COMO

CENTRO PUBLICO DE INVESTIGACION COORDINADO POR EL

CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA, CONSTITUIDA DE

ACUERDO CON LAS LEYES DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS

MEDIANTE ESCRITURA PUBLICA NUMERO 1663, TOMO 81, DEL

PROTOCOLO DEL LIC. LEOPOLDO DE LA GARZA MARROQUIN,

NOTARIO PUBLICO NUMERO 33 EN EL PRIMER DISTRITO JUDICIAL

DE SAN LUiS POTOSI, S.L.P., FECHADA EL 24 DE NOVIEMBRE DEL

ANO 2000. QUE SUS ESTATUTOS HAN SIDO SUSTITUIDOS DE

CONFORMIDAD CON EL ARTICULO SEGUNDO TRANSITORIO DEL

NUEVO INSTRUMENTO DE CREACION DE FECHA 29 DE ENERO DE

2004, PASADO ANTE LA FE DEL LIC. MIGUEL ANGEL MARTINEZ

NAVARRO, NOTARIO PUBLICO NUMERO 14 CON EJERCICIO EN ESTA

CIUDAD CAPITAL, BAJO LA ESCRITURA NUMERO 4346, DEL TOMO

1150, INSCRITO ANTE EL REGISTRO PUBLICO DE LA PROPIEDAD Y

DE COMERCIO BAJO EL NUMERO 34151 A FOJA 267 DEL TOMO 486.

QUE TIENE COMO SUS OBJETIVOS:

A. REALIZAR ACTIVIDADES DE INVESTIGACION BASICA Y APLICADA
EN EL AREA DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES.

B. CONTRIBUIR AL FORTALECIMIENTO DE LA INFRAESTRUCTURA
CIENTIFICA REGIONAL Y NACIONAL DENTRO DE UN MARCO DE
LA MAS AMPLIA LIBERTAD ACADEMICA EN SUS ACTIVIDADES DE
DOCENCIA, INFORMACION Y DIVULGACION, CONFORME A LOS
PRINCIPIOS DE LIBERTAD DE CATEDRA, DE INVESTIGACION
CIENTIFICA Y DE EXPRESION.

C. AMPLIAR LA COLABORACION CIENTIFICA Y TECNOLOGICA CON
INSTITUCIONES AFINES, TANTO DE LA REGION COMO OTRAS
NACIONALES E INTERNACIONALES PARA DESARROLLAR
PROYECTOS DE INVESTIGACION Y DIVULGACION, ASi COMO
PARA FORMAR RECURSOS HUMANOS ESPECIALIZADOS EN
TAREAS DE INVESTIGACION Y DOCENCIA DE ALTO NIVEL.

QUE LA REPRESENTACION LEGAL DE “EL IPICYT” RECAE EN SU

DIRECTOR GENERAL, DR. DAVID RiOS JARA, SEGUN LO DISPUESTO

EN EL ARTICULO TRIGESIMO SEXTO, FRACCION IX DE SU

INSTRUMENTO DE CREACION.

QUE PARA LOS EFECTOS DEL PRESENTE CONVENIO SENALA COMO

SU DOMICILIO: CAMINO A LA PRESA SAN JOSE NUMERO 2055,

COLONIA LOMAS CUARTA SECCION, CODIGO POSTAL 78216, EN LA

CIUDAD DE SAN LUIS POTOSI, S.L.P., MEXICO.

3. AMBAS PARTES DECLARAN QUE ES SU DESEO COMPROMETERSE AL
TENOR DE LAS SIGUIENTES

CLAUSULAS
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PRIMERA. EL OBJETIVO DEL PRESENTE INSTRUMENTO ES ESTABLECER
UN CONVENIO DE COLABORACION PARA DAR CUMPLIMIENTO A LAS
METAS Y COMPROMISOS ESTABLECIDOS EN DOS PROYECTOS DE
INVESTIGACION SOBRE TUBERCULOSIS EN EL ESTADO ESTRECHAMENTE
LIGADOS, LOS CUALES HAN SIDO APROBADOS PARA RECIBIR
FINANCIAMIENTO DEL FONDO MIXTO CONACYT-ESTADO DE SAN LUIS
POTOSI:

1. “EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE LA TUBERCULOSIS EN SAN LUIS
POTOSI” (FMSLP-2008-C02-107371), CUYA RESPONSABLE TECNICA
ES LA DRA. LINA RAQUEL RIEGO RUIZ, Y

2. “ANALISIS COMPARATIVO DE LA UTILIDAD DE LAS PRUEBAS TST Y
QUANTIFERON (QTF) PARA DETERMINAR EL RIESGO DE INFECCION
EN CONTACTOS PRIMARIOS DE PACIENTES CON TUBERCULOSIS
ACTIVA DE SAN LUIS POTOSI” (FMSLP-2008-C02-107445), CUYA
RESPONSABLE TECNICA ES LA DRA. CARMEN JUDITH SERRANO
ESCOBEDO.

SEGUNDA. PARA INSTRUMENTAR LAS ACTIVIDADES A QUE HACE
REFERENCIA EL PARRAFO ANTERIOR, LOS OBJETIVOS Y TAREAS A
DESARROLLAR ASi COMO LAS FECHAS EN QUE DEBERAN REALIZARSE,
SE ENUMERAN EN EL ANEXO, CORRESPONDIENTES A CADA UNO DE LOS
PROYECTOS MENCIONADOS.

TERCERA. LOS SSSLP APORTARAN DURANTE EL PERIODO COMPRENDIDO
DE ENERO DE 2009 A DICIEMBRE DE 2011 LAS INSTALACIONES, EL
EQUIPO, LOS DOCUMENTOS Y EL PERSONAL DE SUS UNIDADES
NECESARIOS PARA EL CUMPLIMIENTO DE LAS ACTIVIDADES Y METAS DE
LOS PROYECTOS CON ACUERDO AL ANEXO.

CUARTA. COMO EL PRESENTE CONVENIO ES PRODUCTO DE LA BUENA FE
DE LAS PARTES, ESTAS ACUERDAN RESOLVER EN AMIGABLE
COMPOSICION CUALQUIER DUDA, DISCREPANCIA O CONTROVERSIA QUE
PUEDA SURGIR DE SU INTERPRETACION U OBSERVACION.

POR LO QUE LEIDO QUE HA SIDO POR CADA UNA DE LAS PARTES, LO
RATIFICAN Y FIRMAN DE CONFORMIDAD POR TRIPLICADO EN LA CIUDAD
DE SAN LUIS POTOSI, S.L.P. A LOS 08 DIAS DEL MES DE MAYO DEL ANO DE
2009, PARA CONSTANCIA.

POR “LOS SSSLP” POR “EL IPICYT”
DR. JUAN SANCHEZ RAMOS DR. DAVID RiOS JARA
DIRECTOR GENERAL DIRECTOR GENERAL
DR. FRANCISCO JAVIER POSADAS ROBLEDO DRA. LINA RAQUEL RIEGO RUIZ
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DIRECTOR DE POLITICAS Y CALIDAD EN SALUD INVESTIGADORA TITULAR “A”
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PERSONAL DE LOS SS-SLP CUYA PARTICIPACION EFICAZ Y SOSTENIDA ES NECESARIA
PARA CUMPLIR LAS METAS Y COMPROMISOS DEL PROYECTO “EPIDEMIOLOGIA
MOLECULAR DE LA TUBERCULOSIS EN SAN LUIs POTOSI” DURANTE EL PERIODO
COMPRENDIDO DE MAYO DE 2009 A DICIEMBRE DE 2011 INCLUSIVE

A. Subdirector de Epidemiologia de los SS-SLP
Dr. Marcelo Aranda Alvarez

Actividades especificas

1) Realizara el enlace con los jefes de las jurisdicciones sanitarias para llevar a
cabo las actividades en las unidades de salud a las que pertenezcan los
pacientes con TBP incluidos en el proyecto asi como las actividades de campo.

2) Definira las estrategias a seguir en caso de presentarse desviaciones del
proyecto en las jurisdicciones sanitarias.

Productos que generara

1) Resultados epidemioldgicos.
2) Seguimiento de los casos y contactos

B. Coordinadora del Programa Estatal de Tuberculosis SS-SLP

Dra. Susana Perches Gonzalez

Actividades especificas

1) Coordinara y supervisara las actividades de campo del personal de TB en las
jurisdicciones sanitarias.

2) Supervisara que los casos con TBP se encuentren bajo el esquema TAES.

3) Supervisara el seguimiento de los pacientes con TBP con los médicos tratantes
de las unidades correspondientes.

4) Informara con oportunidad las desviaciones encontradas en las actividades de
campo asi como del tratamiento y seguimiento para definir las estrategias a
sequir.

5) Solicitara a las jurisdicciones sanitarias la informacion correspondiente de los
casos de TBP.

6) Enlazara a la responsable del proyecto con el departamento correspondiente
para solicitar la informacion requerida.

7) Recabara y ordenara la informacion generada en el trabajo de campo.

8) Entregara la informacion generada a la responsable del proyecto para su
analisis.

Productos que generara

1) Reportes organizados de los analisis estadisticos.
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2) Base de datos de los pacientes con TBP.
3) Mapas y registros de localizacion de los pacientes.

C. Estudiante del doctorado en biologia molecular del IPICYT
M.S.P. Ma. Estela Lopez Rocha
Actividades especificas

1. Coordinara el grupo del IPICYT con el del LESP-SLP.

2. Sera capacitada en la UIMZ-IMSS en los métodos de tipificacion molecular de
MTB (RFLP, SPOLIGOTYPING, MIRU)

3. Procesara las muestras de DNA de MTB para obtener las huellas digitales de
los aislados.

4. Realizara el analisis de los patrones de fingerprinting y preparara los
dendrogramas respectivos para asociarlos con los datos epidemiolédgicos y
clinicos de los pacientes.

5. Participara en el analisis de los resultados y en la redaccién de su tesis
doctoral y de los articulos resultantes.

6. Coordinara la recopilacion de resultados, organizacion de datos y elaboracion
de los reportes técnicos correspondientes.

Productos que generara

1. Resultado de la genotipificacion bacteriana de los aislados de M. tuberculosis
de los pacientes infectados (TBP)

2. Manuscritos co-revisados para su publicacion

3. Base de datos de los pacientes con tuberculosis con resultados de la
informacion epidemioldgica y de la genotipificacion

4. Tesis de doctorado
D. Médico especialista en tuberculosis
Designacién pendiente por los SS-SLP

Actividades especificas

1) Evaluara clinicamente a los pacientes con TBP y Combe positivo.
2) Participara en las evaluaciones de las placas de rayos X.

Productos que generara

Resultados clinicos de pacientes con TBP.

E. Brigadas del Programa Estatal de Tuberculosis de los SS-SLP
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Productos que generaran

1) Informacién completa de los datos clinicos, epidemioldgicos y
sociodemograficos de los casos de tuberculosis y sus contactos de enero de
2006 a diciembre de 2011.

2) ldentificaran a los pacientes con tuberculosis y aplicaran el tratamiento
adecuado bajo el esquema de TAES.

3) Recolectaran las muestras de esputo y las enviaran al LESP para que sean
procesadas.

4) Informacién de los pacientes con TBPA identificados en el trabajo de campo

F. Cuatro pasantes de enfermeria o medicina
Designacion pendiente por los SS-SLP

Actividades especificas

Reforzar la busqueda intencionada de casos nuevos de tuberculosis y sus
contactos en las jurisdicciones | (SLP), V(Valles) y VI (Tamazunchale).

G. Director del Laboratorio Estatal de Salud Publica (LESP-SLP)
Dr. Luis Octavio Porras Nuiez

Actividades especificas

Coordinar y verificar que se lleven a cabo las actividades correspondientes del
Jefe del Sistema de Calidad y del Coordinador de Epidemiologia.

H. Jefe del Sistema de Ca]idad del LESP-SLP
MC Julio Alfredo Juarez Alvarez

Actividades especificas

1) Coordinara el equipo del LESP-SLP.

2) Mejorara el disefio de la base de datos del cepario de MTB del LESP-SLP.

3) Filtrara y depurara los datos para generar la informacién periédica del cepario.

4) Realizara analisis estadisticos de la informacion clinica y sociodemografica.

5) Elaborara gréficas y tablas con los resultados del analisis de la base de datos.

6) Coordinara y supervisara la elaboracion de los informes periddicos del LESP-
SLP.

Productos que generara

1) Base de datos mejorada del cepario de MTB del LESP-SLP (datos clinicos y
sociodemograficos de los casos; baciloscopias, cultivo, resistencia a
antifimicos y coleccion de DNA).

2) Cepario ampliado y generacion de la coleccién de DNA de MTB.

3) Participantes capacitados en los ensayos de resistencia a antifimicos.

4) Informes periddicos de los resultados del grupo del LESP-SLP.
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J. Jefe del Laboratorio de Tuberculosis del LESP-SLP
QFB Francisco Ortega Aguilar

Actividades especificas

1)
2)
3)

4)
5)

6)
7)
8)

9)

Participara en el aislamiento y cultivo de MTB de los pacientes con TBPA
identificados en el trabajo de campo.

Organizara un respaldo del cepario y la genoteca, supervisando y asegurando
la cadena fria para su mantenimiento.

Realizara la descontaminacion y el cultivo de las muestras de expectoracion
BAAR positivas, con revision periddica hasta observar su crecimiento
Realizara la tincion para bacilos acido alcohol resistente (BAAR)

Realizara ensayos de suceptibilidad a antifimicos de primera linea
(estreptomicina, rifampicina, isoniazida, etambutol y pirazinamida)

Participara en la realizacién del perfil de multidrogo-resistencia de los aislados
de MTB mediante la técnica de Azul de Alamar.

Realizara la prueba de sensibilidad al NAP que permite la identificacion
presuntiva de MTB

Llevara a cabo la extraccion y purificacion del DNA de las cepas aisladas para
su posterior analisis con técnicas de biologia molecular.

Entregara a la encargada del proyecto del IPICYT, el DNA de las cepas de
MTB del cepario (2006-2008) y de los casos nuevos de 2009-2011.

Productos que generara

Informes y analisis de los resultados del proyecto.

K. QFB Beatriz Ramirez Flores, Quimica auxiliar del Laboratorio de
Tuberculosis (LESP-SLP)

Actividades especificas

1)
2)
3)

4)
o)

6)

7)

Participara en el aislamiento y cultivo de MTB de los pacientes con TBPA
identificados en el trabajo de campo.

Organizara un respaldo del cepario y la genoteca, supervisando y asegurando
la cadena fria para su mantenimiento.

Realizara la descontaminacion y el cultivo de las muestras de expectoracion
BAAR positivas, con revision periddica hasta observar su crecimiento
Realizara la tincién para bacilos acido alcohol resistente (BAAR)

Realizara ensayos de suceptibilidad a antifimicos de primera linea
(estreptomicina, rifampicina, isoniazida, etambutol y pirazinamida)

Participara en la realizacion del perfil de multidrogo-resistencia de los aislados
de MTB mediante la técnica de Azul de Alamar.

Realizara la prueba de sensibilidad al NAP que permite la identificacion
presuntiva de MTB
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8) Llevara a cabo la extraccion y purificacion del DNA de las cepas aisladas para
su posterior analisis con técnicas de biologia molecular.

Productos que generara

Informes y analisis de los resultados del proyecto.
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PROGRAMA DE VIGILANCIA MOLECULAR DE LA TUBERCULOSIS

101



PROGRAMA DE VIGILANCIA MOLECULAR DE LA TUBERCULOSIS
Propuesto a los Servicios de Salud de San Luis Potosi

Rubén Lépez-Revilla', Estela Lépez-Rocha'? y Julio Juarez-Alvarez'2

T aboratorio de Biotecnologia Médica y Pecuatria, Division de Biologia Molecular
del Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (IPICYT)

2Laboratorio Estatal de Salud Publica de San Luis Potosi

Introduccién
La elaboracion de este documento fue acordada en la reunidon de trabajo
celebrada en julio de 2012 en la Direccion de Politicas y Calidad en Salud de los
Servicios de Salud Publica de San Luis Potosi para plantear la creaciéon del
Programa Estatal de Vigilancia Molecular de la Tuberculosis (PEVMTB).

El documento describe la situacion de la epidemiologia molecular de la TB
en el estado, la organizacion y los beneficios esperados del PEVMTB.

Epidemiologia molecular de la tuberculosis en San Luis Potosi
Caracteristicas sociodemogréaficas y clinicas de la tuberculosis pulmonar (TBP)
1. Tasa de incidencia estatal en el periodo 2006-2010: 12.6 (casos por 100,000
habitantes).
a. Similar al promedio nacional.
b. Difiere en cada jurisdiccion sanitaria (rango: 2.4-33.4, VI>V > [V > | > ||
> 1I).
c. Tres regiones de incidencia: baja (6.2, jurisdicciones I, Il y Il), intermedia
(17.3, jurisdicciones IV y V), alta (33.4, jurisdiccion VI).
Mas prevalente en municipios marginados.
Predomina en jornaleros, desempleados y amas de casa; pobres, poco
educados.
4. Diagnosticada tardiamente.
5. Principales enfermedades concomitantes:
a. Diabetes en las regiones de incidencia baja e intermedia.
b. Desnutricion y alcoholismo en la region de alta incidencia.

wn

Espoligotipos, farmacorresistencia y transmision reciente
1. En el estado circulan dos especies del Complejo Mycobacterium tuberculosis
(CMTB):
a. M. tuberculosis (97.6% de los casos de TBP).
b. M. bovis (2.4% de los casos de TBP).
2. EI CMTB tiene gran diversidad genética:
a. Indice de Nei, H = 0.91.
b. Indice de Simpson, S = 0.09.
3. Hay tres linajes de M. tuberculosis:
a. Linaje 4 (Euroamericano, 93.8%).
b. Linaje 1 (East-Asian-Indian, Manila, 4.3%).
c. Linaje 2 (East Asian, Beijing, 1.9%).
4. Los clusteres Euroamericanos predominantes son:
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a. SIT 53 (Ghana, 28.9%).
b. SIT 42 (LAM, 6.0%).
5. Las cepas de M. tuberculosis son muy heterogéneas.
6. Los espoligoclusteres principales son ubicuos y comunes.
7. El cluster Beijing se localiza en la zona conurbada de la capital y en
Tamazunchale.
8. El cluster M. bovis se localiza en comunidades rurales del sur.
9. Son resistentes a antifimicos el 10% y MDR el 4% de los aislados; la mayoria
de la Huasteca.
10.La reactivacion enddgena contribuye a la epidemiologia de la TBP mas que la
transmision reciente.

Genotipificacion VNTR y cadenas de transmision reciente
1. Este es el primer estudio de la epidemiologia molecular de la TBP que abarca
todo un estado mexicano e identifica las cadenas de transmision reciente.
2. Confirma que la reactivacion endégena —no la transmision reciente— es el
factor principal de la epidemiologia de la TBP, dado que:
a. La proporcion de casos entre contactos en el periodo enero 2006 y abril
de 2011 fue del 3.6%.
b. El indice de transmision mutacién (TMI), un indicador de transmision
reciente calculado mediante analisis de espoligoclusteres, es de 11%.
c. El diagndstico es tardio (mediana de edad: 50 afios).
3. MIRU-VNTR identifica cadenas de transmision reciente sin contactos probados
(solo tres de las seis cadenas detectadas tenian contactos probados).
4. Parece estar emergiendo la cepa Beijing, implicada en dos de las seis cadenas
de transmision reciente.

Recomendaciones derivadas de los avances alcanzados
1. Disefar y ejecutar intervenciones apropiadas para prevenir la reactivacion
endogena asociada a desnutricion y diabetes, incluyendo el diagnéstico de TB
latente.
2. Establecer el cultivo y la genatipificacion rutinaria de los aislados del CMTB en
dos etapas (espoligotipificacion — MIRU-VNTR) para:
a. Detectar oportunamente las cadenas de transmision
b. ldentificar las cepas emergentes
c. Trazar la evolucién de los genotipos del CMTB circulantes en el estado
3. Reforzar la vigilancia, la epidemiologia molecular y el seguimiento de la TB
pulmonar y extrapulmonar por M. bovis.

Beneficios esperados del PEVMTB
El disefio del PEVMTB se basa en la organizacion y el impacto para controlar y
prevenir la TB que han tenido los programas de epidemiologia molecular en otros
paises. A continuacion enumeramos los principales beneficios esperados del
PEVMTB:
1. Identificacién de los casos de TB implicados en cadenas de transmision
reciente y los debidos a reactivacion endégena de infecciones latentes.
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Identificacion inmediata y control mas rapido de los brotes de TB.
Mejoria sustancial de las estrategias y acciones de control y prevencion
diferencial para la reactivacion enddgena y la transmision reciente.
4. Establecimiento de un mecanismo adicional para evaluar la situacion
epidemioldgica de la TB y de los programas para abatirla.

5. La genotipificacién rutinaria permitiria al LESP establecer los algoritmos
necesarios para prevenir los falsos positivos debidos a:

a. Contaminacién cruzada de los cultivos.

b. Errores en la recoleccion o identificacion de los especimenes (que en

EE UU representan 1-3% de los casos de TB reportados).

w

Organizacion del programa
Infraestructura y logistica existente
El PEVMTB aprovecharia la infraestructura y logistica establecidas y operantes
para la Vigilancia Epidemioldgica de la Tuberculosis en el estado, es decir:
1. La deteccion y registro de los casos de tuberculosis,
2. La recoleccion y envio de las muestras al LESP segun los criterios vy
definiciones operativas existentes, y
3. El cultivo y diagnostico por PCR de los aislados del CMTB.

Actividades adicionales necesarias para la operacion del PEVMTB
Las acciones necesarias para operar el PEVMTB representan continuar, con
acciones adicionales minimas, el proyecto “Epidemiologia Molecular de la
Tuberculosis en el estado de San Luis Potosi” en el cual han colaborado
exitosamente los Servicios de Salud Publica y el Laboratorio de Biotecnologia
Médica y Pecuaria del IPICYT (LBMP-IPICYT), del cual ha surgido esta propuesta.
Las tareas del PEVMTB, enumeradas a continuacién, serian ejecutadas por
el LESP, el Programa Estatal de Tuberculosis y el LBMP-IPICYT.

Tareas del Laboratorio Estatal de Salud Publica
1. Cubrir los gastos de materiales y reactivos para la genotipificacion que
realizaria el LBMP-IPICYT.
2. Extraer el DNA de los aislados del Complejo Mycobacterium tuberculosis

(CMTB) confirmados por PCR genérica:

a. De los casos de la Vigilancia Epidemioldgica de TB pulmonar (como se

hizo para el proyecto).

b. De los casos sospechosos de TB extrapulmonar (tarea de carga

adicional minima).

Como mencionamos en el informe del proyecto, prevemos que continue la
deteccion de unos 10 aislados del CMTB por mes. La extraccion del DNA de este
numero de aislados no toma mas de tres horas.

Actualmente el Laboratorio de Tuberculosis (LTB) del LESP cuenta con el
equipo (propio y en préstamo por el IPICYT) y los analistas capacitados para esta
tarea.

Esta tarea puede adaptarse al flujo de trabajo del LTB si se aprovechan los
cortes mensuales de las resiembras para enviar los aislados al control de calidad
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del Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemiolégicos de la Secretaria de

Salud.

Tareas del Programa Estatal de Tuberculosis (Subdireccion de Epidemiologia)

1.

Revision y rastreo epidemioldégico de los casos de TB implicados en
probables cadenas de transmisién reciente (i.e., cuyos aislados del CMTB
compartan el mismo genotipo MIRU-VNTR), especialmente los que
parezcan no tener vinculos epidemiologicos.

Revision y rastreo epidemiologico de los casos de TB por M. bovis y la
familia Beijing de M. tuberculosis:

a. M. bovis especialmente por su impacto como causante de formas de
TB pulmonar, pero sobre todo extrapulmonar, entre los trabajadores
de la cuenca lechera y sus familias.

b. La familia Beijing de M. tuberculosis por su alta transmisibilidad y
virulencia, su tendencia a la farmacorresistencia y por su aparente
emergencia en el territorio estatal.

Tareas del Laboratorio de Biotecnologia Médica y Pecuaria del IPICYT

1.

Identificacion de las especies, linajes y familias del CMTB mediante
genotipificacion de resolucion media (por espoligotipos) a partir del DNA de
todos los aislados recuperados en el LESP de los casos de TB pulmonar y
extrapulmonar.

Identificacion de las cadenas de transmision reciente mediante
genotipificacion de alta resolucion (MIRU-VNTR) de los grupos de aislados
con espoligotipos idénticos (espoligoclusteres) que tengan vinculos
geograficos o epidemioldgicos.

Identificacion de las cadenas de transmisién reciente por MIRU-VNTR en
casos de brotes de TB pulmonar o extrapulmonar, en ausencia de
espoligotipos y espoligoclusteres.

Administrar la base de datos con la informacién clinica, microbiolégica,
sociodemografica y geografica de los casos incluidos en el PEVMTB.
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Abstract

localities, and M. bovis in rural localities.

determinants of tuberculosis

Background: Although epidemiologic and socioeconomic criteria and biomedical risk factors indicate high-priority
for tuberculosis (TB) control in Mexico, molecular epidemiology studies of the disease in the country are scarce.

Methods: Complete sociodemographic and clinical data were obtained from 248 of the 432 pulmonary TB (PTB)
cases confirmed from 2006 to 2010 on the population under epidemiological surveillance in the state of San Luis
Potosi, México. From most PTB cases with complete data Mycobacterium tuberculosis complex (MTC) isolates were
recovered and their spoligotypes, lineages and families, geographic distribution and drug resistance determined.

Results: Pulmonary tuberculosis incidence ranged from 2.4 to 33.4 (cases per 100,000 inhabitants) in the six state
sanitary jurisdictions that were grouped in regions of low (jurisdictions I-lI-lll), intermediate (jurisdictions IV-V) and
high incidence (jurisdiction VI) with 6.2, 17.3 and 33.4 rates, respectively. Most patients were poor, 50-years-median-
age males and housewives. Among the 237 MTC spoligotyped isolates, 232 corresponded to M. tuberculosis (104
spoligotypes in 24 clusters) and five to M. bovis. The predominant Euro-American lineage was distributed all over
the state, the East-Asian lineage (Beijing family) in the capital city, the Indo-Oceanic (Manila family) in eastern

Conclusions: In San Luis Potosi TB affects mainly poor male adults and is caused by M. tuberculosis and to a minor
extent by M. bovis. There is great genotypic diversity among M. tuberculosis strains, the Euro-American lineage
being much more prevalent than the Indo-Oceanic and East-Asian lineages. The frequency of resistant strains is
relatively low and not associated to any particular lineage.

Keywords: Tuberculosis, Mycobacterium bovis, Spoligotypes, Molecular epidemiology, San Luis Potosi, Mexico, Social

Background

In 2007 the global incidence of tuberculosis (TB) was
139 (cases per 100,000 inhabitants), whereas in the
Americas it was 36.8 [1], and in Mexico 13.5 [2]. In the
same year the Mexican states with highest incidences
were Baja California (35.3) and Tamaulipas (32.7)
whereas the incidence was 12.2 in the state of San Luis
Potosi [2], where this study was performed. Although
the national TB incidence is relatively low, the weight of
epidemiologic and socioeconomic criteria and biomedical
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( BiolMed Central

risk factors define Mexico as a high-priority country for
TB control in the Americas [3].

TB reemergence, its association with the HIV-AIDS
and diabetes epidemics [4,5] and the emergence and
spread of MDR strains demand that epidemiological and
genotyping data of Mycobacterium tuberculosis Complex
(MTC) isolates be used to identify chains of transmission
[6] and to differentiate TB cases due to endogenous
reactivation [7].

Spoligotyping, based on the polymorphism of spacer
sequences of the direct repeat region (DR) is used to dif-
ferentiate MTC isolates [8]. Although less discriminatory
than 1S6110-based RFLP typing, it is a fast and cost-
effective method allowing simultaneous analysis of nu-
merous samples and generates contextual information

© 2013 Lépez-Rocha et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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on epidemiologically relevant MTC members [9]. Spo-
ligotyping also identifies M. bovis strains, which usually
carry few IS6110 copies [10].

The Euro-American lineage of M. tuberculosis pre-
dominates in Mexico [11], where some areas also have
high frequencies of the Indo-Oceanic lineage [12]. In
Mexico M. bovis also appears to be a relevant cause of
pulmonary TB (PTB) in humans [13,14], and the Beijing
family of the M. tuberculosis East-Asian lineage has been
mentioned in a recent paper [5].

In this work we analyze the epidemiology, geographic
distribution, lineages, families and drug resistance patterns
of the MTC strains isolated from PTB cases in the state of
San Luis Potosi, Mexico.

Methods

Territory and population

The state of San Luis Potosi, located in North-Central
Mexico, is divided in 58 municipalities and six sanitary
districts designated as jurisdictions L, II, III, IV, V and VI
(Table 1). From January 2006 to March 2010, 1339 PTB
cases were confirmed in the population submitted to
passive epidemiologic surveillance (patients 15-years-old
or older with productive cough for more than two weeks
and positive acid-fast bacilli smear) and included in a
DOT program whose scheme and drugs were provided
and supervised by the State Tuberculosis Program, as
defined by the Mexican Standard for Tuberculosis Preven-
tion and Control [15]. Clinical information was elicited by
medical personnel of dedicated brigades of the State TB
Program and recorded in the National Epidemiologic
Surveillance Platform. PTB incidence rates calculated
from these cases were normalized for the population
projected for 2010 [16] and complete sociodemographic
and clinical data (name, sex, age, place of residence, oc-
cupation, formal education, previous TB history, contact
with TB cases, concomitant disease and acid-fast bacilli
smear) were collected from 248 cases (Figure 1).
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Alcoholism was defined as a behavior disorder indicated
by a rank > 8 in the Alcohol Use Disorders Identification
Test (AUDIT) [17], and malnutrition by a body mass
index < 18.5 [18]. Diabetes mellitus was defined by blood
glucose levels > 126 mg/dl in fasting samples or > 200 mg/dl
in random samples [19].

As indicator of socioeconomic level, the marginalization
degree —a continuous integrative measure of the fraction
of the population lacking access to goods and services
essential for the development of basic capabilities— was
stratified into five discrete indexes: very high, high,
medium, low and very low [20]. The Ethics and Research
Committee of the San Luis Potosi State Health Services
approved the study.

Culture and drug susceptibility of the MTC isolates
Sputum specimens were decontaminated with the Petroff
method and simultaneously inoculated in the VersaTREK
Myco System (TREK Diagnostic Systems, Cleveland, OH)
and Lowenstein-Jensen medium. Positive cultures were
identified as MTC members with the Cobas Amplicor M.
tuberculosis test (Roche Diagnostics, Grenzach-Whylen,
Germany). MTC isolates were cryopreserved at =70°C in
Middlebrook 7H9 medium (TREK Diagnostic Systems,
Cleveland, OH), recovered by reinoculation in the same
medium and propagated in Lowenstein-Jensen medium
from which colonies were picked and DNA extracted for
genotyping.

Drug susceptibility was determined with the MYCO
TB Susceptibility Testing kit (TREK Diagnostic Systems,
Cleveland, OH), in which a standard dilution of each
isolate was inoculated in Middlebrook 7H9 medium
containing the drugs assayed at two concentrations:
streptomycin 2 and 6 pg/ml; isoniazid 0.1 and 0.4 pg/ml;
rifampicin 5 and 1 pg/ml; ethambutol 5 and 8 pg/ml.
Each test was controlled with the M. tuberculosis H37Rv
sensitive strain and the ATCC 35820, 35822, 35837 and
35838 strains as controls for streptomycin-, isoniazid-,

Table 1 Population density, PTB incidence and MTC isolates per sanitary jurisdiction (January 2006 to March 2010)

Sanitary jurisdiction Incidence rates and isolates analyzed*

Name Municipalities Area (km?) Inhabitants Inhabitants/km? Cases (%)t Incidence rate# MTC isolates (%)§

| 2 1,724.1 1,054,522 6116 352 (26.3) 79 39 (16.5)

I 11 21,7579 216,348 99 28 (2.1) 30 8 (34)

Il 13 13,447.0 273,705 204 28 (2.1) 24 3(1.3)

I\ 12 12,410.1 239,800 19.3 122 (9.1) 12.0 39 (16.5)

% 9 8,900.0 372,945 419 329 (24.6) 208 53 (224)

VI 11 2,306.8 338,193 146.6 480 (35.8) 334 95 (40.1)
Total 58 60,5459 2,495,513 412 1339 (100.0) 12.6 237 (100.0)

*MTC, Mycobacterium tuberculosis complex.

1PTB cases confirmed by positive acid-fast bacilli smear.
$PTB cases per 100,000 inhabitants.

§MTC cultures recovered and analyzed by spoligotyping.
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PTB cases diagnosed by acid-
fast bacilli smear (N = 1339)

l

Positive MTC cultures
(N =432)

PTB incidence rates per
sanitary jurisdiction and overall

MTC isolate
recovered?

Complete
data?

No [——] No
Excluded

Statistic analysis (N = 248) Spoligotyping (N = 237) ‘

Figure 1 Flow diagram indicating the PTB cases, the cultured,
recovered and spoligotyped MTC isolates, and the statistical,
geographic and genotypic analyses performed for this study.

ethambutol-, and rifampicin-resistance, respectively. To
validate each assay, resistant cultures were compared
with drug-free controls.

Spoligotyping

From 432 MTC strains isolated at the Public Health State
Laboratory, 237 (54.9%) were sampled by convenience
(Figure 1): 39 from jurisdiction I, eight from jurisdiction
11, three from jurisdiction III, 39 from jurisdiction IV, 53
from jurisdiction V and 95 from jurisdiction VI. Sample
size was approximately proportional to the number of
PTB cases recorded in each jurisdiction (Table 1). The
MTC isolates selected were those maintained by subcul-
ture that yielded enough DNA for genotyping.

MTC DNA was extracted with the cetyl trimethylam-
monium bromide (CTAB) method [21]. Spoligotyping was
carried out according to the manufacturer’s instructions
with the Isogen kit which includes a nitrocellulose
membrane with 43 immobilized spacer sequences of the
direct repeat (DR) region (Life Science, Maarssen,
Netherlands). The spacers were amplified using primers
DRa (5'-GGTTTTGGGTCTGACGAC-3") and DRb (5'-
CCGAGAGGGGACGGAAAC-3") [8]. M. tuberculosis
H37Rv and CDC1551 and M. bovis BCG DNAs were
used as positive controls. Hybridization of the PCR
products was detected with the Direct Nucleic Acid
Labelling and Detection System (Amersham International
plc, Buckinghamshire, United Kingdom). Spoligotypes
were identified with the online MIRU-VTRNplus appli-
cation [22]. MTC lineages and families were assigned
after identifying the best matches among genotypes
from the internal reference database with a categorical
coefficient of 1.7. For additional tree-based identification,
a dendrogram of spoligotype patterns was generated using
the un-weighted pair group method with the neighbor-
joining algorithm. Spoligotype patterns were also com-
pared with those in the SITVIT2 database (Institut Pasteur
de Guadeloupe, http://www.pasteur-guadeloupe.fr:8081/
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SITVITDemo/) [23] and the Mbovis.org database
(Veterinary Laboratories Agency, http://www.mbovis.
org/index.php).

Statistical analysis and geographic distribution of MTC
species, lineages and families

Statistical analysis was carried out with the SPSS 18 soft-
ware (IBM Corporation, Somers, NY). The Pearson x* test
was used to assess differences in sociodemographic and
clinical variables among geographic zones, lineages and
drug resistance. Differences in the ages of cases among
geographic zones were assessed by one-way ANOVA.
P values <0.05 were considered statistically significant.
PTB cases and MTC lineages and families were linked to
geographical coordinates provided by the Instituto Nacional
de Estadistica Geografia e Informatica at city and commu-
nity scale [24]. MTC species, lineages and families were
mapped using ArcMap 9.2 software (Esri, Redlands, CA).

Results

Pulmonary TB incidence per sanitary jurisdiction and
region

From January 2006 to March 2010 the PTB incidence rate
for the state of San Luis Potosi was 12.6, with remarkable
differences per jurisdiction.

Jurisdictions I, II and III had lower incidence rates (7.9,
3.0, and 2.4, respectively); jurisdictions IV and V had inter-
mediate rates (12.0 and 20.8, respectively), and jurisdiction
VI, located in the southeastern end of the state, had the
maximum rate (33.4). The combined incidence rate of the
three jurisdictions with higher rates (IV, V and VI) was al-
most four times above that of jurisdictions with the lower
rates (I, II and III) (Figure 2A).

In view of these differences we divided the state in
three regions: the low incidence region (jurisdictions I, II
and III with a combined rate of 6.2); the intermediate
region (jurisdictions IV and V with a combined rate of
17.3); and the high incidence region (jurisdiction VI,
with a rate of 33.4) (Figure 2B, Table 2).

In the high incidence region the median age of con-
firmed PTB cases (55 years) was ten years higher and sig-
nificantly different (P = 0.031) to that of the low incidence
region, and seven years higher than that of the intermedi-
ate incidence region. The proportion of patients living in
rural communities increased significantly (P < 0.001) from
the low (17.5%) to the intermediate (54.2%) and high inci-
dence (86.3%) regions. The proportion of patients residing
in municipalities of high marginalization also increased
significantly (P < 0.001) from the low (19.0%) to the inter-
mediate (21.7%) and high incidence (100.0%) regions.

Features of the PTB cases
The overall median age of PTB cases in the state was
50 years. Two thirds (62.5%) were men, one half (50.4%)
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with their corresponding rates.

Figure 2 PTB incidence rates by jurisdiction and region. (A) Incidence rate by sanitary jurisdiction. Roman numerals followed by Arabic
numerals indicate each one of the six sanitary jurisdictions of the state of San Luis Potosi and their corresponding PTB incidence rates (per
100,000 inhabitants) in 2008. (B) Regions of low (jurisdictions |, Il and Ill), intermediate (jurisdictions IV and V), and high (Jurisdiction VI) incidence,

were unemployed and employed construction workers
or farm workers, and one third (31.0%) were housewives.
Nearly two thirds (61.7%) had either incomplete primary
education or no formal education at all. More than half
(58.1%) resided in rural localities and 53.2% in highly
marginalized municipalities (Table 2).

Most cases (90.3%) did not have a previous history of
TB and 75.0% declared not to have contacted other PTB
cases. One half (51.2%) had a concomitant disease; the
most frequent was diabetes (21.4%), followed by malnu-
trition (16.5%) and alcoholism (9.3%).

Diabetes-PTB association decreased significantly (P = 0.047)
from the low (31.7%) to the intermediate (22.9%) and high
incidence (13.7%) regions. In contrast, malnutrition-PTB
association did not increase significantly (P =0.061) from
the high incidence region (6.3%) to the intermediate
(18.1%) and low incidence (21.6%) regions. Alcoholism as
a concomitant disease increased significantly (P =0.026)
from the low incidence region (1.6%) to the intermediate
(8.4%) and high incidence (14.7%) regions. Marginalization
is directly related to malnutrition and alcoholism and in-
versely related to diabetes since the first two concomitant
diseases predominate in the high incidence region and
diabetes in the low incidence region.

Lineages, families and clusters of the MTC isolates
Spoligotypes of the 237 isolates analyzed corresponded
to two MTC species: 232 to M. tuberculosis (97.8%) and
five to M. bovis (2.1%). Four lineages and 109 genotypes
were identified (Figure 3). Fifty five genotypes (50.5%)
had already been registered (53 in SpolDB4 and three in
the Mbovis.org database; one of the five M. bovis geno-
types had been registered in both databases).

Of the M. tuberculosis isolates, 221 (95.3%) had Euro-
American lineage spoligotypes, among which 118 (53.4%)
were SIT53, SIT42, SIT20, SIT221, SIT239, SIT50,

SIT787, SIT17 and SIT258, and 55 isolates (24.9%) had
previously undetected (“orphan”) Euro-American geno-
types. Eleven isolates had spoligotypes characteristic of
other lineages and families: eight (3.4%) corresponded to
the EAI-Manila family of the Indo-Oceanic lineage, and
three isolates with identical spoligotypes (1.3%) to the
Beijing family of the East-Asian lineage. Of the 109 geno-
types identified, 85 (78.0%) appeared in a single isolate
and the remaining 24 (22.0%) in clusters of two up to 68
isolates (Table 3).

One hundred and fifty two isolates (64.1%) were grouped
in clusters. The two largest clusters were formed by 68
isolates of SIT53 genotype and 14 isolates of SIT42 geno-
type (Table 3).

Euro-American isolates were distributed all over the
state (Figure 4A). Beijing isolates were located in the San
Luis Potosi City metropolitan area (Figure 4B), EAI-
Manila isolates in the easternmost jurisdictions V and
VI, and M. bovis isolates in five southern rural commu-
nities from jurisdictions I, IV and V (Figure 4B).

Thus in the state of San Luis Potosi there is great genetic
diversity in the circulating MTC strains, among which the
Euro-American lineage predominates.

Lineages and families of drug-resistant MTC isolates
Twenty-three of the 237 spoligotyped isolates were resist-
ant to one or more drugs: nine were resistant to isoniazid,
two to rifampicin, two to other drugs, and 10 were MDR
(Table 4).

Eleven of the 13 single-drug-resistant isolates were of
the Euro-American lineage. Among the MDR isolates,
nine were of the Euro-American lineage and one was of
the Indo-Oceanic (EAI-Manila) lineage. One rifampicin-
resistant isolate was of the EAI-Manila family and one
isoniazid-resistant isolate was of the Beijing family.
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Table 2 Sociodemographic and clinical variables of the PTB cases in the low-, intermediate- and high-incidence regions

of the state

Variable Incidence region* Pt
Low (6.2) Intermediate (17.3) High (33.4) Overall (12.6)

Number of PTB cases 63 83 102 248 —
Sex

Male 40 (63.5) 47 (56.6) 68 (66.7) 155 (62.5) 0.670

Female 23 (36.5) 36 (434) 34 (333) 93 (37.5) 0.861
Median age

Years (range) 45 (18-86) 48 (15-80) 55 (16-95) 50 (15-95) 0.031
Occupation

Farm worker 15 (23.8) 25 (30.1) 43 (42.2) 83 (33.5) 0.116

Housewife 18 (28.6) 31 (373) 28 (27.5) 77 (31.0) 0449

Unemployed 110175 12 (145) 19 (18.6) 42 (16.9) 0.779

Employee 12 (19.0) 4 (4.8) 329 19 (7.7) 0.001

Independent 5(79) 8 (9.6) 7 (6.9 20 (8.1) 0819

Another 232 336 2 (2.0) 728) 0.779
Formal education

None 13 (20.6) 21 (253) 36 (35.3) 70 (28.2) 0522

Incomplete primary 21 (333) 29 (349) 33 (324) 83 (33.5) 0.638

Primary 16 (25.4) 21 (25.3) 20 (19.6) 57 (23.0) 0.951

Secondary 11(17.5) 12 (14.5) 11 (10.8) 34 (13.7) 0.192

College 232 0 (0) 2 (2.0) 4(1.6) 0301
Habitat

Rural 11(17.5) 45 (54.2) 88 (86.3) 144 (58.1) < 0.001

Urban 52 (82.5) 38 (45.8) 14 (13.7) 104 (41.9) < 0.001
Marginalization index

Very high 0(0) 9 (10.8) 0(0) 9 (36) < 0.001

High 12 (19) 18 (21.7) 102 (100.0) 132 (532) < 0001

Medium 232 33 (39.8) 0 (0) 35 (14.0) < 0.001

Low 1(1.6) 23 (27.7) 0(0) 24.(9.7) < 0.001

Very low 48 (76.2) 0(0) 0(0) 48 (194) < 0001
Previous history of TB

No 59 (93.7) 75 (90.4) 90 (88.2) 224 (90.3) 0.951

Yes 4(6.3) 8 (9.6) 12 (11.8) 24 (9.7) 0.549
Contact with TB cases

Yes 8 (12.7) 24 (289) 29 (284) 61 (24.6) 0.086

No 55(87.3) 59 (71.1) 73 (284) 187 (75.4) 0449
Concomitant disease

None 34 (54.0) 37 (44.6) 50 (49.0) 121 (48.8) 0.741

Diabetes 20 (31.7) 19 (22.9) 14 (13.7) 53 (214) 0.047

Malnutrition 4(6.3) 15 (18.1) 22 (21.6) 41 (16.5) 0.061

Alcoholism 1(1.6) 7 (84) 15 (14.7) 23(93) 0.026

HIV-AIDS 4(6.3) 1(1.2) 0(0) 5(2.0) 0.017

Other 0(0) 4 (4.8) 1(1.0) 5(20) 0.082
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Table 2 Sociodemographic and clinical variables of the PTB cases in the low-, intermediate- and high-incidence regions

of the state (Continued)

Acid-fast bacilli smear
Positive 78 (94.0)

Negative 5(6.0)

0.016
0.584

100 (98.0)
2 (20)

234 (94.4)
14 (5.6)

*Number of cases per 100,000 inhabitants in parenthesis.
tx% One-way ANOVA, for age difference.

$#Numbers in parenthesis are percentages between variable categories, except in the median age where they are ranges.

Thirteen single drug-resistant and eight MDR isolates
came from jurisdictions V and VL

In summary, 9.7% of the isolates were resistant to one
or more drugs and 4.2% were MDR; 3.8% were resistant
only to isoniazid, 0.8% only to rifampicin and 0.8% to
other drugs. Although most (84.6%) of the single drug-
resistant isolates and 90% of the MDR ones were of the
Euro-American lineage, association between drug resist-
ance of any kind with the lineage or family of the isolates
was not significant (P = 0.653).

Discussion

Low socioeconomic status, a TB determinant, includes
risk factors such as food insecurity, poor housing and
cultural, financial and geographic barriers for access to
health services [25]. We confirmed that in San Luis
Potosi PTB incidence correlates with low socioeconomic
status since nearly two thirds of the patients resided in
rural communities and more than half of them lived in
highly marginalized municipalities.

Overall PTB incidence in the state (12.6) is remarkably
different to that of each sanitary jurisdiction and led us
to divide the state in three incidence regions (Figure 2).
The low incidence region comprises jurisdictions I, II
and II; the intermediate incidence region comprises ju-
risdictions IV and V. The high incidence region corre-
sponds to jurisdiction VI; located in the southeastern
part of the state, it is a tropical, predominantly rural and
highly marginalized area, with 48% of indigenous popu-
lation [21] and a population density 1.5 higher than that
of the other jurisdictions combined, except for jurisdic-
tion I, where the capital city is located [16].

Marginalization indexes differentiate municipalities by
the impact of variables threatening life quality such as
house overcrowding, low educational level and lack of
electricity, running water and sanitary services [20]. In
San Luis Potosi we confirmed that regional TB incidence
correlates with the socioeconomic gradient, as is known
to occur within countries and within communities, the
poorest ones being affected most [26].

Although residents of urban areas are believed to be at
higher risk of TB [25], most of the cases in the high inci-
dence region reside in rural communities. This finding
may be due to risk factors such as overcrowding, indoor

pollution, and poor ventilation in the rural communities
affected. Marginalization is directly related to the inci-
dence of malnutrition and alcoholism and inversely re-
lated to the incidence of diabetes since the first two
concomitant diseases predominate in the high incidence
region and diabetes in the low incidence region.

Sociodemographic and clinical variables in the low in-
cidence region are similar to those in Monterrey and
Acapulco [11,12], two Mexican cities of relatively low
marginalization. In contrast, such variables in the high
incidence region resemble more those of highly marginal
rural regions of the Mexican state of Chiapas [27] where
the average age of PTB cases is around 40 years, whereas
in the high incidence region of San Luis Potosi it is close
to 53 years. Both the transmission-mutation index derived
from the spoligoforest analysis and the transmission
chains identified by MIRU-VNTR genotyping indicate that
recent transmission contributes marginally to the epidemi-
ology of TB (E. Lopez-Rocha et al., manuscript in prepar-
ation), whereas the advanced age of the cases and the high
proportion of positive acid-fast bacilli smears (94.4%) indi-
cates delayed disease detection. These findings support
the notion that in San Luis Potosi endogenous reactivation
contributes to TB epidemiology much more than recent
transmission [28].

One tenth of the MTC isolates in San Luis Potosi are re-
sistant to one or more drugs; 4.2% are MDR, a proportion
below the national average of 5.8% [29] and lower than
that of the American continent (7.2%) [3]. No statistically
significant association of drug resistance and MTC lineage
was found.

Most of the spoligotyped MTC isolates corresponded to
M. tuberculosis and only 2.1% to M. bovis. M. tuberculosis
isolates had 104 different genotypes among which only 52
(50.0%) had been registered in SpolDB4, and correspond
to three lineages: Euro-American, Indo-Oceanic and East-
Asian. A comprehensive study of MTC genotypes based
on the analysis of large sequence polymorphisms found
that Euro-American is the predominant M. tuberculosis
lineage in Latin America [30]. The same lineage has been
shown to be prevalent in the Mexican cities of Orizaba [5]
and Monterrey [11], and we also found it to be the most
prevalent in San Luis Potosi (95.3%) with SIT53, SIT42,
SIT20, SIT221, SIT239, SIT50, SIT787, SIT17 and SIT258
as its main genotypes.



Lopez-Rocha et al. BMC Research Notes 2013, 6:172
http://www.biomedcentral.com/1756-0500/6/172

Page 7 of 11

NJ-Tree, Spoligo: Categorical

EA (Ua1)
[ ea (U45)
EA (U46)

EA (U47)

EA (U48)
—— EA (U30)

EA (U79)
EA (U55)

EA (U51)
EA (U22)

EA (U40)
EA (U43)
EA (U44)

EA (U29)

EA (U69)
EA (U57)
EA (U80)

EA (U78)
EA (U70)
EA (U81)

EA (C20)

EA (U21)
EA (U42)
EA (U72)
EA (U76)

EA (U82)

EAI (U16)
EAI (U17)
EAI (U20)
EAI (C9-)
EA (U13)
EA (C6)

EA (U84)
EA (U86)
EA (U81)

EA (U87)
EA (U56)
EA (C23)

EAI (U52)
EAI (U53)

EA (U54)

EA (U58)

EA (C16)

EA (C14)

L ——— Eawi9
EA (U73)

L EA(C24)
EA (U10)
EA (U12)
EA (U33)
EA (U35)
EA (U60)
EA (U63)

EA (U32)
EA (UB5)

EA (U11)

EA (C5)

EA (U18)
EA (U23)
EA (C7-)
EA (C8-)
EA (C10)

EA (U59)
EA (U62)
EA (C17)
EA (U64)

EA (U31)
EA (U34)
EA (U74)

EA (U37)

EA (C18)

EA (U38)
EA (C13)

EA (U77)
EA (U75)
EA(C19)

EA (U24)

EA (C11)
EA (U50)
EA (C15)

EA (U71)

EA (U66)
EA (U68)

EA (UB7)
EA (C21)
EA (U83)
EA (C22)

EA (U85)

EA (U39)

EA (U1)

EA (U9)

Bovis (U4)
Bovis (U6)

Bovis (U5)
Bovis (U7)
Bovis (U14)
EAI (U15)

EA (C3)

EA (U3)
EA (C4)

EA (U2)

EA (U25)
EA (U26)
EA (U27)
EA (U28)

EA (C12)
0.1

EA (U36)

Figure 3 (See legend on next page.)

54

47

457
50

SPACERS
siT! 5 10 15 20 25 30 35 40
— rma
Y
— O —
— T ——
— -
— ‘-
- e e e "
T ——
T
e
— o
r oo
==
e e
OO
—T COOCmOCTY
mmmm mm =
T T T
T —
—— T
—
——T
-
— —
T — T ——
- —
—

453
1905

1306 (EAB0669™)
EABO182™

EAB1484™

78
1053

215

1053
389
1321
194

20
1277
150
60
42
211

33
535

EA (C2) 2
o B Beijing (C1) 1

1574

197
97

—T .

:
T —
T —T.
T —
x
1
1
:

——

T —

— T T —
— — O
— Y
— — Y
- ‘s T ——
— O T ——
— T =
[ O o
e ——— -
S ——— 1 ———
- Y
‘" -
— - -
— = I —
o T ——
———— O Y
O o
- O X
o Y
- -
- -
X X
— mmae
— X -
—— T —
—-— T ——
T —
——— T ——
——— -
———— O —
I —
- T —
T —
T ——
[ e e e e e ' ==
e e = e e T ——
(== - T ——— ) — —
== e e e e e e Y
== = eSS,
COOCOOC: mssmsssssmes memsms ==
Eeseeeman: OO0 OO |
I 00T LT ) S——
— ) L S —— )| ———

I 1 I—— —

-
-




Lopez-Rocha et al. BMC Research Notes 2013, 6:172
http://www.biomedcentral.com/1756-0500/6/172

Page 8 of 11

(See figure on previous page.)

Figure 3 Dendrogram, families and spoligotype patterns of the 109 MTC genotypes identified. M. tuberculosis isolates of the Euro-
American lineage are indicated with smaller font labels and those of other lineages and M. bovis isolates are indicated with larger font labels and
their spoligotype patterns enclosed in rectangles. SIT: Spoligo international type numbers from the SpolDB4 database. M. bovis spoligotype

identifiers (marked with asterisks) from the Mbovis.org database.

In San Luis Potosi 21.8% of the M. tuberculosis geno-
types are grouped in clusters, the largest one being that
with 68 isolates of the SIT53 genotype, and the second
largest with 14 isolates of the SIT42 genotype. The SIT53
genotype, belonging to the ill-defined T1 sublineage, is
ubiquitous and the most frequent in SpolDB4 [23]; the
SIT42 genotype is also ubiquitous and ranks sixth in the
same database. In the Mexican city of Monterrey the lar-
gest cluster corresponds to the SIT53.

The least frequent M. tuberculosis lineages in San Luis
Potosi are the Indo-Oceanic (EAI-Manila family, 3.4%)
and the East-Asian (Beijing family, 1.3%). The EAI-Manila
family —endemic in Southeast Asia, South India and East
Africa— was recognized in Filipino immigrants in the
United States and later shown to be highly prevalent in

the Philippines [31]. It was identified in Mexico for the
first time in Orizaba, Veracruz [32]. Four of our eight
EAI isolates correspond to the ubiquitous and common
SIT19 genotype and could also have originated from the
Philippines, given the commercial links of that region with
Mexico from 1565 to 1815 through the Manila-Acapulco
galleon [33]. This hypothesis is consistent with the recent
finding that one fourth of the M. tuberculosis isolates in
Acapulco correspond to the EAI family [12], where the
largest cluster has the SIT19 genotype previously found in
Monterrey [11], and now by us in a cluster with four
isolates.

Our three Beijing isolates have the SIT1 genotype and,
although a transmission chain cannot be discarded, their
low prevalence suggests they arose from independent

Table 3 Spoligotype patterns and octal codes of the 24 MTC clusters found

Cluster ID SIT* Nt Spoligotype pattern Octal code
c-24 53 68 T 11111111111 111111111100001111111 777777777760771
c-18 42 14 T111111111111111111100001111111100001111111 777777607760771
c-10 20 7 1101111111111111111100001111111100001111111 677777607760771
c-16 221 7 T111111111111101101111111111111100001111111 777766777760771
c-21 239 6 T 1111111111111 1111111000000001 11 777777777760031
c-20 50 5 1111111 1111111111111111110100001111111 777777777720771
c-22 787 5 T 11111111111111111111100000001111 777777777760071
c9 19 4 1101111111111111111001111111000010111111111 677777477413771
c-12 2111 3 1110000011111111111111111111110100001111111 701777777720771
c-1 1 3 0000000000000000000000000000000000111111111 000000000003771
c4 258 3 0000000000000000000011111111111100001111111 000000177760771
c-8 17 3 1101111111110111111100001111111100001111111 677737607760771
c11 — 2 1101111111111111111100111111111100001111111 677777637760771
c-13 33 2 1111111100011111111100001111111100001111111 776177607760771
c-14 37 2 T111111111110111111111111111111100001111111 777737777760771
c-15 — 2 1111111111111101101111111111111100001101111 777766777760671
c-17 1277 2 T111111111111111110100001111111100001111111 777777207760771
c-19 2070 2 T111111111111111111100111111111100001111111 777777637760771
c-23 52 2 1111111 11111111111111111111000011101 11 777777777760731
c2 2 2 0000000000000000000000001000000100001111111 000000004020771
c-3 125 2 0000000000000000000000001111111100001110111 000000007760731
c-6 — 2 1100011111111117111111711111111111000000001 11 617777777760031
c7 194 2 1101111111110111111100001111111100001110111 677737607760731
c-5 — 2 1011011011011101111100111111111000001101111 555567637740671

*SIT, Spoligo international type number in SpolDB4.

tNumber of isolates sharing the same spoligotype.



Lopez-Rocha et al. BMC Research Notes 2013, 6:172
http://www.biomedcentral.com/1756-0500/6/172

Page 9 of 11

Euro-American
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Figure 4 Geographic distribution of the Euro-American and other MTC lineages found. (A) Distribution of the Euro-American lineage.
(B) Distribution of the EA, Beijing and Bovis lineages. The symbols indicate the localities with PTB cases associated to each lineage; the area of

o EAl
O Beijing
A Bovis

transmission events. SIT1, the second most frequent
genotype in SpolDB4 [23], is ubiquitous —it has been
identified in 29 countries and eight geographic areas—,
epidemic (propagation index = 44.2), highly virulent [34]
and appears to have selective advantages over other
genotypes [35]. Only one Mexican PTB case by a Beijing
strain from Orizaba, Veracruz, has been published [5].
Although the presence of this genotype in San Luis
Potosi is worrying, its low frequency suggests that up to
now its transmission is negligible.

The genetic diversity of the MTC appears to be geo-
graphically structured [30], since some strains preferably
infect certain human populations and the association
between pathogens and their hosts appear to be stable
[36]. These data led to the notion that the worldwide TB
pandemic is the sum of genetically different outbreaks
[23]. Since the Euro-American lineage is distributed all
over the state, the Beijing family is limited to the capital
metropolitan area and the EAI-Manila family to the east-
ern part of the state, the TB epidemic in San Luis Potosi
may be interpreted as a part of the wider TB epidemic
in Latin America, with an outbreak of the EAI lineage
and some Beijing cases.

All our five M. bovis isolates have different spoligotypes
and come from rural communities located in the dairy
region of the state. The prevalence of human TB of
bovine origin in San Luis Potosi may be much higher

Table 4 Lineages of the drug-resistant MTC isolates

than 2.1% since bovine TB has been eradicated from
only one Mexican state [37], and all the MTC isolates
recovered for this study were initially cultured in
Lowenstein-Jensen medium, more appropriate for M.
tuberculosis than for M. bovis [38]. Therefore, the sur-
veillance of human TB caused by M. bovis must be
reinforced in the state health program.

The MTC strains included in this study were only
those that were kept and recovered at the Public Health
State Laboratory, where most state TB cases are concen-
trated. Although scarce, cases from individuals affiliated
to the Mexican Social Security Institute or other organi-
zations may have been overlooked. On the other hand,
minor mistakes in the assignment of MTC lineages and
families may have occurred, since the dendrogram-based
similarities used by us to identify the isolates are known
to be 94.1% accurate [39].

The prevalence of human TB due to M. bovis corre-
lates with TB prevalence in cattle, and most human
cases are related to consumption or handling of contam-
inated dairy products [40]. Although the prevalence of
human TB of bovine origin in Mexico is unknown, 5.3%
of the MTC strains isolated from sputum samples of PTB
cases in a zone endemic for bovine TB in the Mexican
state of Querétaro had M. bovis spoligotypes [13]. In the
same endemic zone a study on asymptomatic farm
workers identified M. bovis spoligotypes in 10.8% of

Lineage Single-drug resistance MDR Total
Isoniazid Rifampicin Other drugs*
Euro-American 8 (3.4%) 1 (0.4%) 2 (0.8%) 9 (3.8%) 20 (8.4%)
Indo-Oceanic (EAI) 0 1 (0.4%) 0 1 (0.4%) 2 (0.8%)
East-Asian (Beijing) 1 (0.4%) 0 0 0 1 (0.4%)
Total 9338 2 (0.8%) 2 (0.8%) 10 (4.2%) 23 (9.7%)

*|solates resistant to one first line drug other than isoniazid or rifampicin.
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sputum and 5.3% of urine samples [14]. Other popula-
tion studies in Mexico found M. bovis spoligotype fre-
quencies of 0.6% in Monterrey [11] and 0.4% in
Acapulco [12].

Conclusions

This is the first study on the molecular epidemiology of
TB which covers a complete state in Mexico. In the state
of San Luis Potosi, PTB incidence correlates with low
socioeconomic status and the prevalent MTC strains
show high genetic diversity and appear to be part of the
wider TB epidemic in Latin America. Our findings show
the need to implement TB control plans adapted to each
incidence region in the state, including routine monitor-
ing of the circulating MTC genotypes and reinforcing
M. bovis surveillance.
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