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Resumen

El Programa Nacional de Tuberculo-
sis en Bolivia basa sus parametros de con-
trol en métodos de epidemiologia clasica;
actualmente la Genética Molecular logra
datos precisos mediante la aplicacion de
la epidemiologia molecular, estudiado la
dindmica de transmision, permitiendo con-
ocer fuentes y areas afectadas en la trans-
mision, mejorando la comprensi6n de fac-
tores involucrados en la epidemiologia de
la Tuberculosis (TB). La Mycobacteriologia
molecular actualmente facilita el analisis y
comparaciones entre bases de datos por
medio de secuenciacién automatica.

El presente estudio pretende evaluar
un sistema optimizado de tipificacion MI-
RU-VNTRs (Unidades repetitivas interespa-
ciadas de Mycobacterias) para estudios de

Abstract

The National Tuberculosis Programme
in Bolivia control parameters are based on
conventional epidemiological methods;
Molecular Genetics currently manages ac-
curate data through the application of mo-
lecular epidemiology, transmission dynam-
ics studied, allowing knowledge sources
and transmission affected areas, improving
understanding of factors involved in the ep-
idemiology of tuberculosis (TB). The molec-
ular Mycobacteriology currently facilitates
analysis and comparisons between data-
bases using automated sequencing.

This study aims to evaluate a optimized
system MIRU-VNTR typing (Mycobacteri-
um interspersed repetitive units) for mo-
lecular epidemiology studies of tuberculo-
sis in Bolivia.
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epidemiologia molecular de Tuberculosis
en Bolivia.

Se colectaron 85 cepas de Mycobacte-
rium tuberculosis de 8 departamentos de
Bolivia. Se realizé la caracterizacién de es-
tas cepas, mediante PCR multiplex, utili-
zando seis marcadores MIRU-VNTR espe-
cificos, considerando los complejos A (loci
4,26,40) y complejos B (loci 10,16,31) y se
llevé a cabo la genotipificacion por elec-
troforésis capilar. Posteriormente se evalué
la variabilidad de genotipos entre cepas de
los 8 departamentos y se establecieron las
bases para la construcciéon de arboles filo-
genéticos con las poblaciones estudiadas.

La tipificacion de cepas de M. tuber-
culosis obtenidas y la estructura genética
de las mismas, establecida a través de fre-
cuencias alélicas de los MIRU analizados
indica que existe una evolucién indepen-
diente de las cepas de M. tuberculosis en
los departamentos de Oruro, La Paz, Santa
Cruz, Chuquisaca y Potosi, siendo el depar-
tamento de Oruro el mas relacionado a la
cepa control (H37Rv), Por otro lado, en los
departamentos de Cochabamba y Beni, las
cepas muestran una relacién evolutiva cer-
cana, lo que es indicio de un proceso de
migracion entre estos departamentos.

El analisis filogenético basado en el
perfil de resistencia a antibiéticos de las
cepas de M. tuberculosis muestra un pro-
ceso de evolucidn diferencial en cada una
de las cepas evaluadas, siendo las cepas del
departamento de La Paz las mas relaciona-
das a las caracteristicas de la cepas control.

PALABRAS CLAVE
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interespaciadas de
mycobacterium (MIRU), PCR
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arbol filogenético, evolucion.

We collected 85 Mycobacterium tuber-
culosis strains from 8 departments of Bo-
livia. We fulfill the characterization of these
strains by multiplex PCR, using six markers
specific MIRU-VNTR, considering the com-
plex A (4,26,40 loci) and complex B (loci
10,16,31) and conducted genotyping by
capillary electrophoresis. Then we assessed
the variability of genotypes between strains
of the 8 departments and established the
basis for the construction of phylogenetic
trees with the populations studied.

The genotype strains of M. tuberculo-
sis obtained and their genetic structures
established by MIRU allelic frequencies
analyzed, indicates an independent evolu-
tion of strains of M. tuberculosis in the de-
partments of Oruro, La Paz, Santa Cruz,
Chuquisaca and Potosi, Oruro department
being more related to the control strain
(H37Rv), on the other hand, in the depart-
ments of Cochabamba and Beni, strains
show a close evolutionary pattern, which is
indicative of a migration between these de-
partments.

Phylogenetic analysis based on the an-
tibiotic resistance profile of M. tuberculosis
strains shows a differential evolution pro-
cess in each of the tested strains, being La
Paz department strains mostly related to
the characteristics of the control strains.

KEY WORDS

Mycobacterium tuberculosis,
Molecular Epidemiology,
Genotyping, Mycobacterium
interspersed repetitive units
(MIRU), multiplex PCR, alleles,
capillary electrophoresis,
phylogenetic tree, evolution.



Vasquez, A. y Col. / Revista Con-ciencia N°1/Vol. 1 (2013) 59-68

cccccccccc

INTRODUCCION

De acuerdo con ultimos informes de la Organizacion Mundial de la Sa-
lud (OMS) 9,4 millones de personas en el mundo resultaron infectadas con
TB entre los afnos 2010 -2011 y 1,7 millones murieron por esta causa, entre
las que se incluyen 380.000 personas con TB asociada a VIH. La mayoria de
los casos en las Américas se dan en Haiti, Surinam, Bolivia, Guyana y Peru
(OMS,2012-Wright, A. 2009). Bolivia es el tercer pais mas afectado en el con-
tinente Americano. De acuerdo a los datos de la OMS, el pais presenta 20.200
casos de TB con una incidencia de 110 nuevos casos de baciloscopia positiva
por 100.000 habitantes (Wright, A. 2009)

Por muchos anos, el Programa Nacional de Tuberculosis en nuestro pais se
ha basado en la epidemiologia clasica para determinar ciertos parametros de
control de este mal. Sin embargo, en la actualidad, con el advenimiento de la
era de la Genética nuestro entendimiento acerca de la dinamica de transmi-
sion ha sido aclarado gracias a la genotipificacion de cepas de M. tuberculosis
que permite profundizar significativamente aspectos de la transmision de la
enfermedad, ademas de conocer la diversidad genética de las cepas, estruc-
tura poblacional y sobretodo la distribucién geografica de las mismas, que
adjunta a la epidemiologia clasica constituyen una gran herramienta tanto
para la vigilancia como para un control adecuado de la TB, sin olvidarnos que
ademas estos estudios se aplican a la practica clinica.

En los ultimos anos el aumento en las migraciones de paises endémicos
hacia paises industrializados, asi como el aumento de los casos de VIH, han
contribuido a la re- emergencia de esta enfermedad en paises en los cuales
este estaba erradicado. Es por ello que el control eficiente de la enfermedad
debe ser logrado no solo a través de sistemas de Vigilancia Nacional sino a
través de sistemas de vigilancia epidemioldgica internacionales capaces de
monitorear con precision las tendencias epidémicas a nivel global.

En este estudio proponemos la evaluacién de un sistema optimizado para
la genotipificacion de M. tuberculosis mediante el analisis de loci genémicos
que contienen secuencias con repeticiones en tandem (VNTRs). Usando este
enfoque las cepas pueden ser tipificadas por cédigos correspondientes al nu-
mero de VNTRs en diferentes loci que contienen elementos genéticos llama-
dos unidades repetitivas interespaciadas de mycobacterium (MIRU), crean-
do bases de datos electronicas que pueden ser facilmente intercambiadas
y compartidas entre diferentes laboratorios por lo cual se constituye en un
método altamente apropiado para estudios epidemiolégicos a nivel mundial.

MATERIALES Y METODOS

Cepas utilizadas en el estudio

En el marco del acuerdo Interinstitucional entre la FCFB e INLASA; se so-
licito al Laboratorio Nacional de Referencia de Tuberculosis, se nos propor-
cione de la coleccién (cepario); 85 cepas disponibles como resultado de los
aislamientos realizados durante los afios 2009-2010. Las cepas fueron aisla-
das en medio de Lowenstein Jensen, procedentes de muestras clinicas envia-
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das para pruebas de susceptibilidad a antituberculosos, de diferentes depar-
tamentos de Bolivia.

Para poder contar con el nimero de cepas a estudiar, fue necesario rea-
lizar un artificio que garantice una seleccion aleatoria, cuya limitante se ori-
ginaba en el nimero de cepas a “poder analizar” que estaba en funcion de
la limitante econémica, El nimero de muestras por departamento obedecio
a alguna determinante aleatoria, la que a su vez se justifique con algin indi-
cador y puedan hacerse estimaciones proporcionales a datos de incidencia.

El procesamiento de las muestras se llevo a cabo en los Laboratorios de
la Unidad de Bioquimica Molecular del 1IFB (Facultad de Ciencias Farmacéu-
ticas y Bioquimicas) y en Laboratorios del Centro de Investigacion Genética
del Instituto de Investigaciones Técnico Cientificas de la Universidad Policial.

Obtencion de ADN gendémico

El sistema de tipificacion automatizado de MIRU-VNTR se desarroll6 usan-
do colonias de M. tuberculosis tratadas con ebullicién y purificadas mediante
la optimizacién de un método quimico consistente en un kit de obtencion de
ADN gendémico Wizard Genomic DNA Purification (PROMEGA).

Amplificacion de MIRU- VNTRs - Multiplex PCR

Se realiz6 la caracterizacion de las cepas de M. tuberculosis, utilizando
seis marcadores MIRU-VNTR especificos, considerandose los complejos A
(loci 4,26,40) y complejos B (loci 10,16,31) de acuerdo al protocolo y cebado-
res propuestos por Supply et al. (Supply, 2001)

Los oligonucleétidos usados para la PCR correspondieron a las regiones
flanqueantes del loci polimérfico MIRU-VNTR identificado en el genoma
M.tuberculosis H37Rv

(Mazars,2001- Van Embden,1993), la misma que se utiliz6 en este estudio para
comparar los diferentes perfiles obtenidos, para cada mezcla de PCR multiplex,
un primer de cada oligonucleétido fue marcado con un fluorocromo diferente.

El programa del termociclador para las dos reacciones multiplex fue el
mismo. La PCR se llevo a cabo usando un termociclador (Hybaid, Ashford,
Great Britain), comenzando con un paso de desnaturalizacion de 15 minutos
a 95°, seguido de 35 ciclos de 1 min a 94°c, Tmin a 59°C y 30 seg a 72°C. Los
controles negativos estuvieron constituidos por mezclas de reaccién sin ADN
de mycobacterium (Van Embden, 1993).

Analisis de Minisatélites

Los fragmentos de MIRU VNTRs obtenidos fueron sometidos a electrofo-
resis capilar en el Analizador Genético AB3130. Posteriormente, estos frag-
mentos, marcados con los fluoréforos FAM, TET y HEX, se analizaron a través
del programa GeneMapper, lograndose la identificacion de los alelos respec-
tivos para cada marcador, en cada cepa. La asignacion de alelos se realizé una
vez determinados los pesos en comparacién con el marcador de peso LIZy la
bibliografia descrita (Supply, 2001).
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RESULTADOS

La optimizacion del método de extraccién y purificacién de ADN, Wizard
Genomic Purification, permitié la obtencion de fragmentos de ADN en cali-
dad y cantidad suficiente para los ensayos subsecuentes (Fig.1).

Figura 1
Corrida electroforética en gel de agarosa al 1%

Extractos de ADN total de las cepas analizadas revelados con envirosafe. M: Marcador de peso Lambda
ADN/HindIII, C+: Control Positivo de ADN, 1,2,3: ADN obtenido con kit Wizard (PROMEGA)

23130 bp

2027 bp

Identificacion de alelos de MIRUS VNTRs

La amplificacion de los complejos A y B propuestos por Supply y cola-
boradores (Mazars,2001) permiti6 la obtencién de 6 fragmentos especificos
cuyo peso varia de cepa a cepa de acuerdo a sus caracteristicas de polimor-
fismo (Fig. 2).

Figura 2
Corrida electroforética de los 6 fragmentos de MIRU VNTRs obtenidos a partir del protocolo
desarrollado por Supply y colaboradores (2001).

1: 2435 SC (4) 5: 2435 SC (10) 680 pb

2: 2435 5¢ (26) 6: 2435 SC (16) 600 pb
3: 2435 5¢ (40 7:2435 SC (31) 650 pb

4: MARCADOR DE PESO MOLECULAR S0 a 800 pb
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Asi, el nimero de alelos obtenidos en la poblacion total para los seis lo-
cus evaluados fue de 18, presentando cada uno de ellos al menos dos varian-
tes (Tabla 1).

Tabla 1
Frecuencias alélicas de los marcadores
MIRU ALELO FRECUENCIA
LOCUS10 1 0,305084745762712
LOCUS10 2 0,694915254237288
LOCUS16 1 0,23728813559322
LOCUS16 2 0,76271186440678
LOCUS31 1 0,152542372881356
LOCUS31 2 0,847457627118644
LOCUS4 1 0,949152542372881
LOCUS4 2 0,0338983050847458
LOCUS4 3 0,0169491525423729
LOCUS26 1 0,245614035087719
LOCUS26 2 0,175438596491228
LOCUS26 3 0,508771929824561
LOCUS26 4 0,0526315789473684
LOCUS26 5 0,0175438596491228
LOCUS40 1 0,258620689655172
LOCUS40 2 0,482758620689655
LOCUS40 3 0,155172413793103
LOCUS40 4 0,103448275862069

Analisis de la estructura genética de los MIRU-VNTRs

En esta investigacion preliminar, el analisis de los alelos obtenidos en los
seis marcadores VNTRs analizados en las 85 cepas estudiadas, permiti6 el es-
tablecimiento de su estructura genética a través de sus frecuencias alélicas, las
cuales, traducidas a distancia genética permitieron la construccién de un ar-
bol filogenético a través del cual es posible analizar la relacién de las cepas en-
tre los diferentes departamentos en funcién a la cepa control (H37Rv) (Fig. 3).
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Figura 3
Arbol filogenético en base al anélisis de 6 marcadores MIRU- VNTRs de las cepas de M. tuberculosis
analizadas por departamento en funcion a su estructura genética y de acuerdo al modelo de Slatkin,
donde H37Rv es la cepa control o de referencia ATCC (grupo externo).
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Por otro lado, analizando la relacién filogenética de las cepas estudiadas
en funcion a su perfil de resistencia a antibi6ticos (Fig.4), se observa que las
cepas con menor resistencia se encuentran en el departamento de La Paz,
mientras que las resistentes en Potosi y Cochabamba.
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Figura 4
Arbol filogenético de resistencia de la cepas de M. tuberculosis analizadas en los diferentes
departamentos, donde H37Rv es la cepa control o de referencia ATCC (grupo externo).
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DISCUSIONES

La evaluacién de un sistema optimizado de tipificacion de 6 loci MIRU-
VNTR propuesto en este estudio representa una aproximacion bastante efi-
caz a la genotipificacion de alta resolucién de aislamientos de M. tuberculo-
sis. Este utiliza una PCR multiplex con primers marcados con fluorocromos
para analizar 2 dos grupos de 3 loci de MIRU-VNTR simultaneamente y pro-
vee un sistema automatizado necesario actualmente para la produccion y
manejo rapidos de los datos de genotipificacion.

Datos bibliograficos revelan que la tipificacion de MIRU-VNTR es 100%
reproducible, sensible y especifico para aislamientos del complejo M. tuber-
culosis, rendimiento que no ha sido alcanzado por ningtin otro método uti-
lizado con propésitos de tipificacion, incluyendo RFLP 1S6110, probado en
las mismas condiciones(Cohn,1998). Es mas, el poder de discriminacién de
la tipificacion por MIRU-VNTR rindi6 mejor que otros métodos basados en
RFLP u otros métodos basados en tipificacion por PCR-1S6110- independien-
te (Cohn,1998- Frothingham,1998- Kremer,1999).
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Enfocandonos plenamente a lo que se refiere a la identificacién de los ale-
los MIRU-VNTR, definimos que la menor frecuencia se presenté en el alelo 3
del locus 4, mientras que la mayor en el alelo 1 locus 4. En general, los seis loci
estudiados son informativos para la identificacion filogenética de los linajes
de M. tuberculosis. Sin embargo, hay loci que parecen haber tenido una tasa
evolutiva baja, o donde recientemente se estan presentando procesos evo-
lutivos, como es el caso de los locus 4 y 31, pues de no haberse reportado en
ellos los alelos 1y 2, respectivamente, estos no serian de gran utilidad para el
establecimiento del lineas evolutivas (tabla 1).

Asi, los alelos y las frecuencias encontradas muestran que los seis loci ana-
lizados presentan la suficiente variabilidad para distinguir cepas no relacio-
nadas y estabilidad clonal para identificar una misma cepa y seguir la cadena
de transmision, aspectos de gran importancia de acuerdo a lo planteado por
Supply et al. (Supply, 2001- Supply,2006). Es en base a esto, que nuestro arbol
(fig. 3), muestra que las cepas provenientes de la poblacion orurefa son las
mas relacionadas a la cepa control (cepa sensible a todo el espectro de anti-
biéticos utilizados para el tratamiento de la tuberculosis), siendo su estructu-
ra genética tinica, pues no muestran relacién con otras cepas del pais, lo que
podria indicar que en esta poblacion, M. tuberculosis no esta sometida a flujo
génico o que no existen migrantes con otro genotipo de cepas.

Por otro lado, las cepas de La Paz, Santa Cruz, Potosi, Chuquisaca, Beni,
Cochabamba y Tarija, se encuentran en un clado diferente al de Oruro, sien-
do las cepas genéticamente mas diferentes, aquéllas pertenecientes al de-
partamento de Tarija. Asimismo, las cepas de Beni y Cochabamba muestran
una estrecha relacion, lo que puede ser indicativo de un proceso de migra-
cién entre estos departamentos que llevé a una evolucion conjunta de sus ce-
pas de M. tuberculosis. En suma, en este arbol también es posible identificar
a las cepas de La Paz en clado distinto al de los restantes departamentos. Sin
embargo, es necesario mencionar que, al ser éste un estudio preliminar, pues
solo involucra seis loci, la variacién entre cepas puede incrementarse en mas
del 50%, lo que no necesariamente indicaria que los clados conformados se
modificarian, pues ya se ha demostrado que los MIRU tienen una evolucion
convergente (Supply,2006).

En el andlisis de la relacion filogenética comparando la filogenia obtenida
a partir del perfil de resistencia con aquélla establecida a través de la estructu-
ra genética dada por el analisis de MIRU-VNTR:s (fig 4), se observé que no exis-
te una relacion a priori entre resistencia y evolucién de las cepas en los distintos
departamentos, lo que podria indicar que no existe un efecto de los antibi6ticos
en la evolucion a este nivel. Sin embargo, para rastrear los eventos evolutivos in-
dependientes en las distintas cepas en los 8 departamentos de Bolivia que pue-
dan ligarse a estudios epidemiolégicos y tal vez, mas certeramente al perfil de
resistencia de estas cepas, es necesaria la evaluacion de estas poblaciones con
aproximadamente 18 loci. Pues de acuerdo a (Supply et al - 2001- Monteserin,
2013) una comparacion y evaluacién precisa puede realizarse solo a este nivel.

Finalmente concluimos que la aplicacién del sistema MIRU-VNTRs en ce-
pas de M. tuberculosis provenientes de ocho departamentos del pais, permite
la identificacion y tipificacion de las mismas, estableciendo sus linajes, mismos
que permiten rastrear las cepas de mayor resistencia en el territorio nacional.
Estos resultados demuestran la capacidad de nuestros laboratorios e investiga-
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dores para desarrollar y aplicar esta tecnologia y la factibilidad, a través del Pro-
grama Nacional de Tuberculosis, para llevar a cabo este tipo de estudios que
son de gran interés en nuestro medio, de manera que su andlisis objetivo pueda
coadyuvar al Programa en el establecimiento de politicas de control e informa-
cion. Es en este sentido, que concluida exitosamente esta evaluacion, se ana-
lizaron los 6 loci propuestos para la genotipificacién de este microorganismo.
Estudios futuros, mayor nimero de muestras y una tipificacion de mayor
complejidad son necesarios para establecer un patr6n regionalizado, de mane-
ra que nos permita asignar el origen en aislamientos provenientes de pacientes.
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