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RESUMEN

Introduccion: La tuberculosis es un problema de salud piblica que se distribuye de forma diferenciada en
regiones de México. El presente trabajo propone un panel, con el minimo nimero de MIRU-VNTR (myco-
bacterial interspersed repetitive unit-variable number tandem repeats), para la diferenciacién preliminar
de aislamientos clinicos de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis).
Meétodo: Se realizé el panel completo de 24 MIRU-VNTR a 65 aislamientos clinicos de M. tuberculosis
provenientes de diferentes regiones geograficas de México.
Resultados: Se presenta un panel de cinco loci MIRU-VNTR para discriminar aislamientos clinicos de
M. tuberculosis de tres diferentes regiones geograficas de México.
Conclusiones: La utilizacién del panel MIRU-VNTR 5 podria utilizarse como tamizaje durante la caracte-
rizacién genotipica de aislamientos clinicos de M. tuberculosis en México.
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ABSTRACT

Introduction: Tuberculosis is a public health problem across Mexico. This paper aims to select a panel, with
aminimum number of repetitive elements (MIRU-VNTR) for genotypic characterization of Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis) clinical isolates.
Method: In this study, a full panel of 24 MIRU-VNTR loci was used to discriminate 65 clinical isola-
tes of M. tuberculosis from three different geographical regions of Mexico. Those loci with the highest
discriminatory power were subsequently selected.
Results: The panel, including five loci, was obtained by selecting the highest values of allelic diversity
among the genotypes obtained. The dendrogram, generated by the panel MIRU-VNTR 5, showed a high
discriminatory power with 65 unique genotype profiles and formed clusters according to the geographical
region of origin.
Conclusions: The panel MIRU-VNTR 5 can be useful for characterizing clinical isolates of M. tuberculosis
in Mexico.
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Introduccion

La tuberculosis (TB) es un problema de salud piiblica en México.
La intensa migracién poblacional entre distintas regiones de
México podria favorecer la diseminacién de cepas de Mycobac-
terium tuberculosis (M. tuberculosis). No obstante lo anterior, las
diferentes regiones presentan distintos patrones de incidencia
de TB. Por ejemplo, en el afio 2010 Sonora, ubicada en la regién
noroeste del pais y en colindancia con los Estados Unidos de Nor-
teameérica, ocup6 el 4.° lugar en incidencia de TB (31,2/100.000);
por otro lado Veracruz, en el sudeste del pais (aproximadamente a
2.500 km de Sonora), ocup6 la séptima posicién con una incidencia
de 26,7/100.000. Finalmente, el Estado de México, ubicado en el
centro del pais (a 2.000 km de Sonora y 450 km de Veracruz) se
ubicé en el pendltimo lugar de incidencia de TB (5,1/100.000)’.
Debe realizarse un esfuerzo importante en México para conocer
mejor la distribucién y los patrones de diseminacién geografica de
las cepas de M. tuberculosis. Para lograr esto, es necesario simplificar
los métodos moleculares para incrementar su uso sistematico.

El anélisis de 24 loci MIRU-VNTR (mycobacterial interspersed
repetitive unit-variable number tandem repeats) es un método de
alta resolucién para la genotipificacién rapida de aislamientos
de M. tuberculosis, no obstante, algunos estudios han mostrado
que las combinaciones con un nimero menor de loci presentan un
menor poder discriminatorio que el panel estandar de 24 loci?, sin
embargo los formatos con pocos elementos MIRU-VNTR podrian ser
de gran utilidad para el tamizaje de los aislamientos clinicos>. En
este estudio se presenta un panel de cinco loci MIRU-VNTR seleccio-
nados por su poder para discriminar adecuadamente una muestra
poblacional de aislamientos de M. tuberculosis procedentes de tres
diferentes regiones de México. El uso de este panel MIRU-VNTR
para el tamizaje de aislamientos clinicos de M. tuberculosis, brinda-
riala posibilidad de optimizar recursos y estudiar con mas precisiéon
aspectos epidemiolégicos de la TB en México.

Método

Se utilizaron 65 aislamientos de M. tuberculosis, sin carac-
terizaciéon genotipica previa, recuperados entre 2006 y 2010
de residentes de tres diferentes regiones geograficas: Estado de
México (n=20), Sonora (n=27) y Veracruz (n=18). Todos los ais-
lamientos fueron identificados por métodos fenotipicos (pruebas
bioquimicas convencionales) y genotipicos (gyrB-RFLP y RD12)#,

Tabla 1
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En Sonora, el ADN gendmico de los aislamientos se obtuvo
como se describié previamente’. En los aislamientos provenien-
tes del Estado de México y Veracruz, el ADN se obtuvo mediante
un procedimiento que involucra la utilizaciéon del detergente
CTABS.

Para la genotipificacién, se amplificaron los 24 loci MIRU-VNTR
en reacciones de PCR individuales, utilizando los iniciadores y
las condiciones descritos en estudios previos>°. Posteriormente el
tamafio de las bandas se determin6 mediante el programa TotalLab
TL100 (Nonlinear Dynamics, Ltd., United Kingdom). Los dendro-
gramas fueron generados por el método UPGMA vy el coeficiente
de correlacién de Pearson en el programa Bionumerics versién 6.5
(Applied Maths, Belgium). La diversidad alélica (h) de cada locus
fue calculada como se ha descrito previamente!?; a partir de los
resultados se seleccionaron los loci con mayor diversidad alélica
para formar un panel de 5 loci MIRU-VNTR y asi generar un nuevo
dendrograma.

De los 24 elementos repetitivos analizados, se utilizaron los
resultados de 12 loci MIRU para generar los cédigos MIT y cinco
VNTR, para obtener los respectivos cédigos VIT, los mismos que
fueron capturados en la base de datos SITVIT'!.

Resultados

Al realizar el andlisis genotipico de los 65 aislamientos clinicos
de M. tuberculosis incluidos en este estudio, se observaron 65 geno-
tipos, uno especifico por cada aislamiento. Los loci que presentaron
mayor diversidad alélica entre los 65 aislamientos, fueron QUB 26
(0,85), Mtub 04 (0,79), QUB 11b, MIRU 26 y MIRU 40 (tabla 1) y por
estarazon fueron seleccionados para formar el panel MIRU-VNTR 5.
Con este panel acortado, los 65 genotipos identificados con el panel
MIRU-VNTR 24, formaron 9 grandes grupos relacionados casi exclu-
sivamente, de acuerdo a cada una de las tres regiones geograficas
de México estudiadas (fig. 1).

La bdsqueda de los patrones 24-loci MIRU-VNTR en la base de
datos SITVIT no arrojé resultados favorables, ya que no fue posi-
ble identificar similitudes ni asignar cédigos MIT para 64 de los
aislamientos clinicos (fig. 1). Solamente el aislamiento C-102 pudo
asignarse al clado X2. Al introducir el cédigo VIT, se obtuvieron
cédigos para 27 de los aislamientos (fig. 1), tres aislamientos fue-
ron clasificados como huérfanos y el resto no pudo ser clasificado,
al no encontrarse cepas registradas que compartieran los cédigos
obtenidos para estos aislamientos clinicos.

Loci MIRU-VNTR que presentaron mayor diversidad alélica en 65 aislamientos clinicos de Mycobacterium tuberculosis de México

MIRU locus Variabilidad alélica Diversidad alélica
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Estado de México
QUB26 1 1 3 4 3 2 4 2 0,85
Mtub 4 3 4 7 2 2 1 1 0,79
QUB 11b 2 3 8 3 3 1 0,76
MIRU 40 5 7 3 3 2 0,76
MIRU 26 1 1 4 9 5 0,69
Veracruz
QUB 26 3 3 3 3 3 2 1 0,84
Mtub 4 2 2 5 2 4 2 1 0,82
MIRU 26 1 2 3 3 4 4 1 0,82
QUB 11b 4 4 5 3 1 1 0,79
MIRU 40 1 2 8 3 1 2 1 0,74
Sonora
QUB 26 1 4 5 2 5 8 1 1 1 0,82
Mtub 4 5 7 6 4 1 2 3 0,82
MIRU 40 6 4 7 7 3 1 0,79
MIRU 26 1 1 7 5 9 5 0,76
QUB 11b 1 2 5 11 5 3 1 0,76
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1’0 2,0 3|0 4|0 59 6'0 710 8|0 9'0 1100
Clave  Origen vIT Clado
—: C-177 México 20 T5/H3
H3409 Sonora - -
' V-20 Veracruz - -
*E V-24 Veracruz - -
C-120 México 14 T1/S
—— V-15  Veracruz 116 LAMS5/LAMY/LAM4
_l_—(: V-16  Veracruz 50 TIH3/MH2/LAM1
V-17 Veracruz 136 -
____[ V-10  Veracruz - -
-12  Veracruz 31 H3 / H1 / Beijing
V-08  Veracruz 6 LAM3/LAM2/T1/LAM9
i C-130 México - -
' C-166 México - 5
C-175 México - -

H1410 Sonora - -
H13210 Sonora 175 -
H14308 Sonora Orph H3
H3509 Sonora - -
H4010 Sonora . 19 T1/H3/H1
H5109 Sonora - -
C-196 Meéxico - -
: C-195 México - -
H2409 Sonora 2 LAM9
H37Rv
V-02 Veracruz - -
H8708 Sonora -- -
H13006 Sonora 3 LAMS5 / LAM9 / T1

: V-04  Veracruz  Orph Orph
-19  Veracruz 147 LAMOY/LAMS5/H3

H44610 Sonora 4 LAM9/LAM4

H5410 Sonora 4 LAM9/LAM4

H43210 Sonora - -

C-102 México 181/Orph T1/S/ILAMY / X2

C-87  México 25 LAMO/T1/S

H26710 Sonora -

i M
C-100 México Orph LAM9
H8306 Sonora 8 T1/H3/LAM2
V-23 Veracruz - -
H5909 Sonora 72 S/H3
C-86  Meéxico - -
C-98  Meéxico 18 H2/H3/T1/LAM5
C-110 Meéxico 10 T1/LAMO/LAM3/LAM5
C-178 México - -
H4510 35 SIT1/LAM3

Sonora

H3109 Sonora 116 LAM5/LAMY/LAM4
H3810 Sonora 19 T1/H3/MH1
V-25  Veracruz 18 H2/H3/T1/LAM5
C-180 Meéxico - -
H1709 Sonora 50 TI/H3/H2/LAM1
C-213 Meéxico -- -
V-03  Veracruz - -
C-70  Meéxico -] -
H10407 Sonora 2 LAM9
H7709 Sonora Orph H3
H8309 Sonora - -
H7509 Sonora - -
V-22  Veracruz - -
H10507 Sonora 97 H3/H2/T1
V-18  Veracruz - -
V-21 Veracruz - -
C-113 México - -
H15410 Sonora -

C-144 - México 146 -
H53910 Sonora 3 LAMSLAMO/T1

V-06  Veracruz 18 H2/H3/T1/LAM5
L 129 Meéxico -

i

Figura 1. Dendrograma generado, utilizando MIRU-VNTR 5, para la cepa H37Rv y 65 aislamientos clinicos, provenientes del Estado de México, Sonora y Veracruz.

Discusion del mundo se realizan investigaciones para identificar los loci
MIRU-VNTR con mayor poder de discriminacion®. En este estudio,
La genotipificacion mediante MIRU-VNTR es ttil para iden- se encontré que el desempefio de un panel MIRU-VNTR con

tificar perfiles genotipicos microbianos pertenecientes a una cinco loci, fue comparable al panel estindar MIRU-VNTR 24 en
misma regién geografica!?. Por esta razén, en diversas regiones la discriminacién de 65 aislamientos clinicos de M. tuberculosis
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provenientes de los estados mexicanos de Sonora, Estado de
México y Veracruz.

Un estudio reciente realizado en México con el panel 12 loci
MIRU-VNTR también demostré gran variabilidad alélica en 109 ais-
lamientos clinicos obtenidos de 23 estados de México!3.

Respecto a los loci con mayor poder discriminatorio (tabla 1)
elegidos para formar el panel MIRU-VNTR 5, reportes provenien-
tes de paises latinoamericanos demostraron que dos de estos loci,
MIRU 26 y MIRU 40, son de los mas polimérficos y tienen un ele-
vado poder de discriminacién'#!>, En regiones geograficamente
muy distantes de Latinoamérica, como Eurasia, el locus MIRU26
también tuvo un poder de discriminacién alto en cepas de MTB
aisladas en Rusia'®.

No se detect6 la presencia de aislados idénticos (100% de simi-
litud); esto podria deberse a la probablemente alta variabilidad
alélica de las cepas de M. tuberculosis presentes en México. No obs-
tante, el panel con cinco loci MIRU-VNTR propuesto en el presente
trabajo (QUB 26, Mtub 04, QUB 11b, MIRU 26 y MIRU 40) tiene un
buen poder de discriminacién para los aislamientos clinicos de MTB
de las tres regiones geograficas de México estudiadas (estado de
México, Sonora y Veracruz), por lo que su empleo ayudaria a dife-
renciar presuntivamente el origen de las cepas de MTB de estas tres
regiones geograficas y posiblemente de otras areas del pais.

Si bien, andlisis posteriores con un nimero mas grande de aisla-
mientos permitirdn fortalecer el valor de los hallazgos presentados
en este trabajo, estos resultados permiten mostrar la utilidad del
panel propuesto como un panel tamiz, no para sustituir MIRU 24,
sino para utilizarlo en andlisis preliminares de los aislamientos
micobacterianos
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