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RESUMEN 

La tuberculosis es una enfermedad contagiosa con epidemiología compleja, la genotipificación 

de Mycobacterium tuberculosis ha desempeñado un papel importante desde el punto de vista de 

salud pública con énfasis en la búsqueda de la dinámica de la transmisión y la identificación de los 

factores subyacentes en los brotes de la enfermedad. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue 

estudiar la estructura poblacional de M. tuberculosis de una cohorte de pacientes con tuberculosis 

pulmonar en Orizaba, Veracruz. En este estudio se incluyeron 755 aislados de M. 

tuberculosis obtenidos durante el período de 1995 y 2010, los cuales fueron genotipificados por 24-

loci MIRU-VNTR. Además, se determinó la susceptibilidad a fármacos de primera línea. Se 

realizaron modelos de regresión logística para identificar las variables asociadas con la resistencia a 

fármacos y transmisión, así como la asociación entre características clínicas y sublinajes de M. 

tuberculosis. Se calculó el índice de transmisión reciente, el índice de discriminación Hunter-

Gaston para la prueba MIRU-VNTR. Se secuenciaron 12 aislados por secuenciación de genoma 

completo, los cuales fueron divididos en tres grupos de acuerdo con su patrón de MIRU-VNTR, y 

se determinaron las cadenas de transmisión por el número y posición de polimorfismos de un solo 

nucleótido entre los aislados. Además, se identificaron las mutaciones asociadas con resistencia a 

fármacos. Observamos que los sublinajes Haarlem y LAM fueron los más comunes en la población. 

Un total de 519 aislados se agruparon en 128 conglomerados. La tasa global de resistencia fue del 

19% (116/612). La mono-resistencia a la isoniazida fue la más común con 10% (61/612) y el 

3.2% (20/612) de los aislados fueron multidrogo-resistentes. Entre los 116 aislados resistentes al 

menos a un fármaco, las tasas de resistencia primaria y adquirida fueron del 81.9% (95/116) y el 

18.1% (21/116) respectivamente. La resistencia primaria se asoció con la formación de 

conglomerados. La historia de tratamiento previo y el sublinaje de LAM se asociaron con 

multidrogo-resistencia. El índice de transmisión reciente fue de 51.7% y el índice de discriminación 

Hunter-Gaston para 24-loci MIRU-VNTR fue 0.98. El consumo de alcohol, la diabetes mellitus tipo 

2, el grado de positividad de la baciloscopia (3+) y los aislados de sublinaje LAM se asociaron con 

la presencia de cavitaciones. La resistencia al menos a un fármaco y el hecho de tener aislados de 

sublinaje distintos a Haarlem y LAM se asociaron con fracaso a tratamiento. En un segundo 

modelo, la multidrogo-resistencia se asoció con fracaso a tratamiento. El número y posición de 

polimorfismos de un solo nucleótido fue <12 entre cuatro aislados con un patrón de MIRU-VNTR 

idéntico, lo que podría indicar transmisión reciente. Encontramos mutaciones en los 

genes rpsL (Lys88Arg) que confiere resistencia a estreptomicina; en rpoB (Ser450Leu) resistencia a 

rifampicina y en los genes katG, ahpC y fabG-inhA que confieren resistencia a isoniazida. 

Conclusiones: los aislados de M. tuberculosis presentaron alto grado de diversidad genética. La 

genotipificación por MIRU-VNTR fue útil como método de escrutinio para el estudio de la 

transmisión de la tuberculosis. Encontramos alta transmisión de resistencia primaria en la población 

y se observaron importantes asociaciones entre sublinajes de M. tuberculosis con la presentación 

clínica de la enfermedad y la resistencia a fármacos. Con la secuenciación se observaron las 

mutaciones que confieren resistencia a fármacos y mostró la direccionalidad de las cadenas de 

transmisión, las cuales parecen ser el resultado de contactos casuales en la comunidad. 
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ABSTRACT 

Tuberculosis is a contagious disease with a complex epidemiology; Mycobacterium tuberculosis 

genotyping has played an important role from a public health point of view with special emphasis in 

the transmission dynamics and identifying the factors underlying disease outbreaks. Therefore, the 

aim of this work was to study the population structure of a pulmonary tuberculosis patient’s cohort 

in Orizaba, Veracruz. In this study a total of 755 M. tuberculosis isolates obtained from 1995 to 

2010 were genotyped by 24-loci MIRU-VNTR. In addition, first line drug susceptibility was 

determined. Logistic regression models were constructed to identify variables associated with drug 

resistance and transmission, as well as the association between clinical characteristics and M. 

tuberculosis sublineages. Recent transmission index and Hunter-Gaston discrimination index for the 

MIRU-VNTR test were calculated. Twelve isolates were sequenced by whole genome sequencing, 

divided into three groups according to their MIRU-VNTR pattern, and transmission chains among 

isolates were determined by the number and position of single nucleotide polymorphisms. 

Mutations associated with drug resistance were identified. The Haarlem and LAM sublineages were 

the most common in the population. A total of 519 isolates were grouped into 128 clusters. The 

overall resistance rate was 19% (116/612). Mono-resistance to isoniazid was the most common in 

10% (61/612) of the isolates, 3.2% (20/612) of isolates were multidrug-resistant. Among the 116 

isolates resistant to at least one drug, the rates of primary and acquired resistance were 81.9% 

(95/116) and 18.1%, (21/116) respectively. Primary resistance was associated with belonging to a 

cluster. Previous treatment history and LAM sublineage were associated with multidrug-resistance. 

The recent transmission index was 51.7%, and the Hunter-Gaston discrimination index for 24-locus 

MIRU-VNTR was 0.98. Alcohol consumption, diabetes mellitus type 2, sputum smear positivity 

grade (3+) and LAM sublineage isolates were associated with the presence of cavitations. 

Resistance to at least one drug and having isolates other than Haarlem and LAM sublineages were 

associated with treatment failure. In a second model, multidrug-resistance was associated with 

treatment failure. The number and positions of single nucleotide polymorphism were <12 among 

four isolates with identical MIRU-VNTR pattern, indicating possible recent transmission. We found 

mutations in the rpsL (Lys88Arg) genes for streptomycin resistance, in rpoB (Ser450Leu) for 

rifampicin resistance and in several genes (katG, ahpC and fabG-inhA) conferring resistance to 

isoniazid. In conclusion, M. tuberculosis isolates presented a high degree of genetic diversity. 

MIRU-VNTR genotyping proved to be useful as a screening method for the study of tuberculosis 

transmission. High transmission of primary resistance was found in the population and significant 

associations between M. tuberculosis sublineages with clinical presentation of disease and drug 

resistance were observed. Whole genome sequencing use revealed mutations conferring drug 

resistance and evidenced the directionality of the transmission chains, which appear to be the result 

of casual contacts in the community. 
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1. INTRODUCCIÓN. 
La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por el bacilo 

Mycobacterium tuberculosis el cual típicamente afecta a los pulmones (tuberculosis 

pulmonar; TBP), pero también puede afectar otros sitios del cuerpo (tuberculosis extra-

pulmonar) (Global TB report, 2020). El bacilo de la TB es considerado como Gram 

positivo y tiene un tiempo promedio de generación de 18-24 horas, posee una envoltura 

celular rica en lípidos que además de tener una membrana interna, contiene una membrana 

externa formada por ácidos micólicos principalmente (Boritsch et al., 2014). M. 

tuberculosis no tiene reservorios ambientales conocidos siendo el humano el único 

reservorio (Pai et al., 2016).  

1.1. Epidemiología de la Tuberculosis. 

La transmisión continua de M. tuberculosis y la reactivación de la TB latente (TBL) 

son los mecanismos responsables de la carga de la enfermedad a nivel global (Pai et al., 

2016). De acuerdo a la Organización Mundial de la Salud (OMS), la TB se encuentra 

dentro de las 10 principales causas de muerte en el mundo, con un cuarto de la población 

mundial infectada Figura 1A. Se estima que 10 millones de personas enfermaron y 1.4 

millones murieron de TB en 2019. Del total de casos diagnosticados, se detectó multidrogo 

resistencia (MDR) en 3.3% de los casos nuevos de TB y 17.7% en casos previamente 

tratados (Global TB report, 2020). 

En México, la incidencia de TB en 2019 fue de 23 casos por cada 100,000 

habitantes con 24,448 casos notificados Figura 1B. La TBP se presentó en 81% de los 

casos, la población más afectada fueron los hombres en un 62% seguido de las mujeres en 

un 35%. En México, la incidencia de casos MDR y resistentes a rifampicina fue de 0.76 

casos por cada 100,000 habitantes con 381 casos notificados los cuales se presentaron en 

11% de casos previamente tratados y 2.6% en casos nuevos 

(https://www.who.int/tb/data/en/). 
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Figura 1. Principales causas de muerte e incidencia mundial de TB. A) Las 10 principales 

causas de muerte a nivel mundial, (datos 2016). B) Tasa estimada de la incidencia de TB a nivel 

mundial, datos 2019. 

1.2. Complejo Mycobacterium tuberculosis. 

Mycobacterium tuberculosis es un patógeno intracelular obligado y el miembro más 

conocido del complejo M. tuberculosis (CMTB). El CMTB incluye las especies M. bovis, 

M. bovis BCG, M. caprae, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii, M. orygis, M. mungi y 

M. canettii, este último es el ancestro común de todos los miembros del CMTB de acuerdo 

a estudios genéticos, aislado principalmente de casos de TB en humanos y su presencia se 

limita a países del Cuerno de África (Figura 2) (Gagneux and Small, 2007). Los análisis de 

secuenciación de genoma completo (WGS) y de genómica comparativa de aislados de 

humanos y animales han revelado que el CMTB está compuesto por múltiples linajes y 

sublinajes, los cuales se distinguen por una variedad de mutaciones específicas como 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNP), inserciones/deleciones (indels), regiones de 

diferencia (RD) y polimorfismos de secuencia largas (LSPs). Mycobacterium tuberculosis 

sensu stricto muestra una fuerte asociación geográfica con poblaciones humanas en 

diferentes regiones del mundo como se muestra en la Figura 2 (Brosch et al., 2002; 

Niemann et al., 2016).  

Basados en el análisis de WGS de M. tuberculosis se han descrito ocho linajes 

principales, el linaje 1 (Indo-Ocenic) predomina en la región de la India subcontinental y al 

sureste asiático en donde se estima causan entre 30-50% de los casos de TB, los aislados 

son conocidos como EAI. El linaje 2 (East-Asia) es más prevalente en el este de Asia, la 

gran mayoría de los aislados son conocidos como “Beijing”. El linaje 3 (East Africa and 

India) se encuentra principalmente distribuido al norte de la India y son conocidos como 

“Dehli/CAS”. El linaje 4 (Euro-American) es más prevalente en Europa y en América, sin 

A B 
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embargo han sido aislados en cada lugar habitable de la tierra por lo que se considera de 

distribución mundial, incluye los sublinajes Ghana, Haarlem, tipo X, Ural, TUR, tipo S, 

LAM, New1, tipo H37Rv, Cameroon y Uganda. M. africanum comprende los linajes 5 

(West Africa I) y 6 (West Africa II) como su nombre lo indica estos linajes están 

restringidos a la región occidental de África, se desconoce el por qué no han migrado a 

otras partes del mundo como usualmente se observa con otros, en la actualidad los linajes 5 

y 6 parecen haber sido superados y re-emplazados por otros linajes de M. tuberculosis en la 

región de origen. El linaje 7 (Etiopia) fue identificado en la región del cuerno de África 

(Boritsch et al., 2014; Coscolla and Gagneux, 2014). El linaje 8 es el más recientemente 

identificado descrito en la región de los grandes lagos de África (Ngabonziza et al., 2020).  

Sin embargo, estos linajes no forman una unidad monofilética ya que no todos 

comparten el mismo ancestro común más reciente. Particularmente M. africanum linajes 5 

y 6 comparten un ancestro común con los linajes adaptados a animales Figura 2. Los 

primeros en divergir de un ancestro común fueron el linaje 1 adaptado a humanos, el 

ancestro del cual evolucionaron los linajes 5 y 6 así como los linajes adaptados a animales 

(Coscolla and Gagneux, 2014). 

 

Figura 2. Estructura filogenética global del CMTB.  
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Los miembros del CMTB son altamente clonales y debido a que no realizan 

transferencia horizontal de genes, su principal fuente de variación genética está dada por la 

mutación, donde destacan las deleciones y la pérdida de genes (Brites and Gagneux, 2017). 

En promedio dos cepas de M. tuberculosis adaptadas a humanos difieren en alrededor de 

1,200 a 2,000 SNP que corresponde al 0.03% del genoma excluyendo las regiones 

repetitivas. Algunos estudios han calculado la distancia promedio de SNP entre aislados del 

mismo y diferente linaje dentro del CMTB. El linaje 1 tuvo la mayor distancia con 730 

SNP entre cepas del mismo linaje, la menor distancia la tuvo el linaje 7 con 230 SNP. Al 

comparar las distancias entre cepas de distintos linajes, la distancia promedio entre cepas de 

linaje 2/3/4 fue de 970 SNP y entre linaje 1/5/6 fueron más distantes con 1,500 SNP 

(Coscolla and Gagneux, 2014). M. tuberculosis es una de las bacterias con la evolución más 

lenta entre los patógenos que afectan al humano, presenta una tasa de sustitución en el 

orden de 10
-8

 substituciones por sitio por año (5.39×10
-8

) o ~0.3 SNP por año (Duchêne et 

al., 2016; Merker et al., 2017). 

Además, los linajes pueden ser clasificados como ancestrales y modernos de 

acuerdo a la presencia o ausencia de un segmento genómico de 2,153 pares de bases (pb) 

definido como región de deleción 1 específica de M. tuberculosis que codifica para 

MmpS6/MmpL6 (TbD1). Los linajes “ancestrales” L1/L5/L6/L7 y M. bovis mantienen 

intacta la región TbD1+ y representan cepas endémicas restringidas a ciertas áreas 

geográficas. Los linajes “modernos” L2/L3/L4 presentan la deleción de la región TbD1− 

los cuales están asociados con una amplia distribución geográfica (Bottai et al., 2020). 

1.3. Presentación clínica de la enfermedad. 

La TBP es la forma más común de la enfermedad debido a que su vía de 

transmisión principal es aérea. En comparación con otros agentes patógenos M. 

tuberculosis no es considerado altamente infeccioso, en promedio un individuo con TBP 

activa puede infectar de 3-10 personas por año de los cuales una minoría (5-15%) 

progresará a TB activa, de los cuales aproximadamente el 50% mueren en ausencia de 

tratamiento (Pai et al., 2016). 
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De acuerdo a la historia natural de la enfermedad la infección se inicia, cuando una 

persona inhala los bacilos expulsados por un individuo con TBP activa al toser, estornudar, 

escupir o hablar (Global TB report, 2020). Una vez que el bacilo de M. tuberculosis es 

inhalado alcanza las vías respiratorias bajas y es fagocitado por macrófagos alveolares que 

migran hacia el parénquima pulmonar (Pai et al., 2016). El depósito de M. tuberculosis en 

los pulmones conduce a uno de cuatro resultados probables: (i) eliminación rápida del 

microorganismo, (ii) desarrollo de enfermedad primaria, (iii) desarrollo de infección latente 

y (iv) reactivación de la enfermedad después de muchos años. El desenlace de un individuo 

expuesto depende de muchos factores que incluyen: la carga bacteriana y su virulencia, 

factores del huésped como la respuesta inmune de las células T, la inmunidad retardada y el 

estado nutricional. Posteriormente, tanto células dendríticas como monocitos transportan el 

bacilo hacia ganglios linfáticos para la presentación de antígenos a células T. Este evento 

produce el reclutamiento de las células inmunes T y B hacia el parénquima pulmonar para 

formar un granuloma (Pai et al., 2016). Los contactos cercanos de un paciente con TBP 

activa tienen mayor riesgo de infectarse, sin embargo, se ha demostrado que la tasa de 

infección entre contactos cercanos varía de 25 a 50% incluso en condiciones de 

hacinamiento y deficientes (Reichler et al., 2018).   

Desde la perspectiva clínica y de salud pública los pacientes con TB se clasifican en 

individuos con infección latente, enfermedad asintomática de estado no transmisible e 

individuos con enfermedad activa transmisible, esta última puede ser diagnosticada 

mediante diagnóstico molecular o microbiológico (Pai et al., 2016). El síntoma más 

evidente de la TBP activa es la tos persistente que se registra en el 95% de los casos. Sin 

embargo, los pacientes también experimentan fiebre (75%), sudores nocturnos (45%) y 

pérdida de peso (55%), fatiga progresiva y malestar general. Además, pueden observarse 

vetas de sangre en el esputo como resultado de la ruptura de vasos sanguíneos cavitarios en 

los pulmones (Knechel, 2009). 

Una de las principales características inmuno-patológicas de la TBP activa es la 

formación de cavidades en pulmón. Estas estructuras tienden a albergar gran cantidad de 

bacilos y por ello es la forma más infecciosa de la enfermedad. En contraste, la TB extra-
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pulmonar es generalmente no infecciosa y de menos prioridad para la salud pública 

(Gagneux, 2012).  

1.4. Factores de riesgo. 

Una pequeña proporción (5-10%) de los 2 billones de personas infectadas con M. 

tuberculosis desarrollará TB activa en el transcurso de su vida. La magnitud de la 

transmisión dependerá del número de individuos con la forma activa de la enfermedad, el 

número de contactos susceptibles, la frecuencia y la proximidad de la interacción, así como 

las características biológicas de M. tuberculosis que afectan la transmisión (Mathema et al., 

2017).  

Algunos de los factores de riesgo socio-culturales y ambientales asociados a 

promover la transmisión de la TB incluyen: la pobreza, la sobrepoblación, la migración, la 

poca ventilación en las viviendas, la accesibilidad al diagnóstico, la capacidad de los 

sistemas de salud para identificar y tratar efectivamente individuos con la forma activa. 

Asimismo, factores como la desnutrición (riesgo relativo; RR 3.2), el alcoholismo ( RR 

3.3), el tabaquismo (RR 1.5), la edad, el uso de terapias inmunosupresoras como 

antagonistas del factor de necrosis tumoral (TNF) y corticosteroides, la presencia de co-

morbilidades como la infección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), los 

individuos infectados con VIH tienen un riesgo 18 veces mayor de desarrollar TB, la falla 

renal crónica, la silicosis y la diabetes mellitus (DM) (RR 1.5), aunque pueden variar entre 

poblaciones. Por lo tanto, es esencial considerar que la carga de TB varía en función de la 

presencia global del factor de riesgo asociado (Dheda et al., 2016; Global TB report, 2020).  

1.5. Características genéticas de Mycobacterium tuberculosis. 

La longitud del genoma de M. tuberculosis es de 4 411 532pb, es circular, carece de 

plásmidos y se trata de uno de los ejemplos más extremos de homogeneidad genética 

(Bañuls et al., 2015). Su genoma codifica aproximadamente poco más de 4,000 genes 

además de tener un alto contenido (65.6%) de guanina citosina (GC). Su característica más 

notable es la gran cantidad de genes (~233) asociados con la producción de enzimas 

involucradas en la lipogénesis y lipolisis. Así mismo, aproximadamente el 10% del genoma 

codifica para dos grandes familias de proteínas conocidas como PE/PPE, comprenden 99 y 
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69 miembros respectivamente. Estas familias de proteínas están caracterizadas por la 

presencia de patrones de plegamiento característico también conocidos como motivos ricos 

en prolina-ácido glutámico (PE) y prolina-prolina-ácido glutámico (PPE) en el dominio N-

terminal altamente conservado entre sus miembros rica en glicina. Los dominios C-

terminales de las familias de proteínas PE/PPE son muy variables tanto en tamaño como en 

secuencia y a menudo contienen secuencias repetitivas que difieren en número de copias 

entre los genes (Cole et al., 1998; McEvoy et al., 2012). 

M. tuberculosis también presenta secuencias de inserción (IS, del inglés insertion 

sequences) que debido a su movilidad de transposición pueden dar lugar a diferencias en la 

expresión de genes (Safi et al., 2004). En el CMTB se han identificado un total de 29 

elementos IS diferentes (Cole et al., 1998). Otra región repetitiva muy conservada dentro 

del cromosoma de M. tuberculosis es el locus de repetición directa (DR), un miembro de la 

familia de secuencias de repeticiones palindrómicas cortas agrupadas y regularmente 

espaciadas (CRISPR) (Brudey et al., 2006). Esta región consiste en una secuencia guía no 

codificante rica en adenina y timina (A/T) y un número variable de secuencias repetitivas 

idénticas de 36pb separadas por múltiples secuencias espaciadoras únicas de 35-43pb (Dale 

et al., 2001). También están presentes en el genoma varios loci que contienen diferentes 

secuencias repetidas en tándem descritas más adelante. Estas pequeñas diferencias en el 

genoma se han explorado intensamente en los últimos años y han servido de base para 

muchos métodos de tipificación del CMTB Figura 3. 
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Figura 3. Cromosoma de M. tuberculosis. Se observan las secuencias de inserción, el locus de 

repetición directa y de secuencias repetidas en tándem. (Tomada y modificada de Barnes, 2003. N. 

Engl. J. Med.)   

 

1.6. Mecanismos de resistencia de Mycobacterium tuberculosis. 

M. tuberculosis presenta resistencia intrínseca a un gran número de fármacos debido 

a mecanismos que incluyen una envoltura celular gruesa, cerosa e hidrofóbica, la presencia 

de enzimas que degradan y modifican fármacos, además de sistemas de eflujo que se han 

descrito se expresan bajo ciertas condiciones (Gygli et al., 2017). 

En ausencia de transferencia horizontal de genes, plásmidos de resistencia u otros 

elementos genéticos móviles, el desarrollo de resistencia a fármacos en M. tuberculosis es 

principalmente por mutaciones cromosómicas (Pai et al., 2016). Los principales 

mecanismos de resistencia son modificaciones o sobrexpresión del blanco de acción (una 

mutación en la RNA polimerasa que evita la afinidad de la rifampicina por el blanco), 

pueden reducir o abolir por completo la unión al fármaco. Así mismo, un defecto en la 

enzima encargada de convertir un pro-fármaco a un fármaco activo (por ejemplo, una 

catalasa bacteriana mutante que no activa la isoniazida) (Pai et al., 2016; Gygli et al., 2017). 
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A continuación, se muestra una lista de genes asociados con resistencia a fármacos anti-TB 

Tabla 1. 

Tabla 1. Lista de genes asociados con la resistencia a fármacos más comúnmente utilizados 

para el tratamiento contra TB.  

 

 

Tomado de: The management of tuberculosis: epidemiology, resistance and monitoring. Bang D. 2010. Dan Med Bull. 

Conocer los mecanismos de resistencia se limita a pruebas de susceptibilidad 

fenotípica y genotípica. La interpretación de los resultados fenotípicos es dicotómica, 

susceptible o resistente y se encuentra estandarizada solo para algunos fármacos 

(estreptomicina, STR; isoniazida, INH; rifampicina, RIF y etambutol, EMB), además de ser 

una prueba lenta y costosa. Las pruebas genotípicas se fundamentan en predecir fenotipos 

de resistencia a través de la detección de mutaciones en genes que confieren resistencia a 

los antibióticos mediante la secuenciación genómica de los aislados de M. tuberculosis. Sin 

embargo, en algunos genes identificar una mutación no necesariamente es el resultado de 

resistencia fenotípica, por lo que las pruebas de susceptibilidad a partir del cultivo 

continúan siendo una herramienta fundamental (Pai et al., 2016).  

La TB drogo resistente (TB-DR) puede clasificarse como primaria o adquirida. La 

resistencia primaria se define como la presencia de resistencia a uno o más fármacos en 

aislados de M. tuberculosis en pacientes que previamente no habían recibido tratamiento 

anti-tuberculosis. La resistencia adquirida se define como la presencia de aislados 

resistentes a uno o más fármacos en pacientes que han recibido tratamiento previamente 

(Conaty et al., 2004). 
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2. MARCO TEÓRICO. 

2.1 Epidemiologia molecular de la tuberculosis.  

La investigación de los brotes de TB, implica la evaluación de personas que han 

estado en contacto estrecho con un paciente con TBP activa para identificar los casos 

secundarios de TB e infección latente (estudio de contactos). Ha sido un componente 

integral de salud pública para el control de la TB durante décadas. A principios de los años 

90’s se introdujo la epidemiología molecular de M. tuberculosis como herramienta de 

investigación y como complemento al estudio de contactos (Kato-Maeda et al., 2011). 

Estudios realizados en los 90’s describieron sitios monomórficos y polimórficos en 

el genoma bacteriano, los cuales pueden ser divididos en tres grupos conocidos como: SNP, 

LSP, y polimorfismos de secuencias repetitivas, estos últimos a su vez pueden ser 

clasificados en a) elementos transponibles y b) repetidos en tándem. En comparación con 

los SNP y LSP, los polimorfismos en secuencias repetitivas tienden a evolucionar más 

rápidamente (Desikan and Narayanan, 2015). Las variaciones genéticas pueden detectarse 

mediante marcadores. Algunos de estos marcadores detectan variaciones que tuvieron lugar 

en un tiempo más o menos lejano y sirven para clasificar las cepas en linajes de interés 

filogenético. Otros marcadores detectan variaciones mucho más recientes y permiten 

tipificar las cepas para reconocer cadenas de transmisión, por lo tanto se ha implementado 

su uso en la investigación epidemiológica (Coll and García de Viedma, 2018).  

La genotipificación no solo ayuda a entender aspectos epidemiológicos de la 

enfermedad, también es útil para el manejo clínico de los pacientes debido a la clasificación 

de cepas, en algunos casos se han observado importantes consecuencias clínicas como 

potencial resistencia a fármacos, falla a tratamiento o aumento en la transmisibilidad. El 

uso de herramientas moleculares en los programas contra la TB ayuda a monitorear las 

tendencias epidemiológicas, evaluar el desempeño de los programas e identificar 

contaminación cruzada de cultivos o definir la dinámica de la transmisión de organismos 

resistentes (Ei et al., 2016).  

En epidemiología, una clona o grupo clonal hace referencia a un grupo de aislados 

relacionados por el hecho de descender de un ancestro común. Las cepas relacionadas 
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provienen de la expansión clonal de un precursor único, y poseen un nivel de similitud 

entre sus genotipos y fenotipos significativamente superiores al que se encontraría entre 

aislamientos no relacionados de la misma especie seleccionados arbitrariamente. Para 

definir una clona es necesario medir su nivel de similitud tomando en cuenta el marcador 

utilizado y el tiempo de duración de la investigación (Coll and García de Viedma, 2018).  

Medir la transmisión de la TB y estimar la importancia relativa de la transmisión 

reciente es sumamente difícil, dado que la infección progresará a enfermedad sólo en una 

minoría de personas y los períodos de latencia entre individuos son variables con un 

promedio generalmente descrito entre 3−9 meses sin sobrepasar los dos años (Mathema et 

al., 2017, Bher et al., 2018). 

Se han diseñado varios marcadores genéticos que han sido utilizados para estudios 

de epidemiología molecular y estudios filogenéticos de M. tuberculosis. Sin embargo, el 

marcador ideal para el estudio de la dinámica de la transmisión de la TB deberá ser lo 

suficientemente polimórfico para distinguir entre aislados no relacionados, pero lo 

suficientemente estable como para establecer la conexión entre aislados que sí están 

relacionados (Kato-Maeda et al., 2011).  

2.2 Genotipificación de Mycobacterium tuberculosis por MIRU-VNTR. 

Las repeticiones en tándem de número variable de las unidades repetitivas 

intercaladas micobacterianas (MIRU-VNTR) se encuentran dispersas a lo largo del 

cromosoma de M. tuberculosis. Las unidades repetitivas tienen una longitud de entre 40-

100pb y son consideradas como minisatélites, se localizan en 41 loci en el genoma de M. 

tuberculosis H37Rv (Supply et al., 2000). La tipificación por MIRU-VNTR se basa en la 

amplificación por PCR (reacción en cadena de la polimerasa; por sus siglas en inglés) de 

cada locus utilizando primers específicos complementarios a las regiones que flanquean el 

locus y el análisis del tamaño de los amplicones. El protocolo original incluye la 

visualización del producto de PCR en gel, sin embargo, la automatización del método 

incluye la amplificación por PCR con iniciadores marcados con fluorocromos y la 

determinación del tamaño de producto se realiza mediante electroforesis capilar. El tamaño 

de los amplicones está directamente relacionado con el número de locus repetidos. Por lo 
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tanto, el número de repeticiones es convertido en un código en el cual cada dígito 

representa el número de copias de cada locus, consecuentemente tendrán 12, 15 o 24 dígitos 

según el esquema utilizado Figura 4. 

Figura 4. Principio de la genotipificación por MIRU-VNTR. A) Los loci MIRU-VNTR con 

diferente número de repetidos dispersos en el genoma de M. tuberculosis, son amplificados con 

primers específicos para cada locus. B) Amplicones de diferentes tamaños obtenidos por PCR. C) 

Después de la electroforesis en gel se observan amplicones de diferentes tamaños que reflejan el 

número repetitivo de cada locus VNTR. 

Supply y cols., en 2006 definieron dos esquemas de MIRU-VNTR optimizados para 

el análisis. Se seleccionaron 15-loci MIRU-VNTR con las tasas de evolución más altas 

como el nuevo estándar para la tipificación de cepas, así como un conjunto de 24-loci 

MIRU-VNTR de alta resolución útil en estudios filogenéticos (Supply et al., 2006). La 

tipificación por MIRU-VNTR es rápida, fácil, altamente reproducible y discriminatoria, la 

cual ha reemplazado el uso de RFLP-IS6110 como método de tipificación. Sus resultados 

expresados en código de 24 dígitos permiten comparar entre gran cantidad de datos, entre 

laboratorios y en bases de datos internacionales (http://www.miru-vntrplus.org) (Kato-

Maeda et al., 2011; Coll and García de Viedma, 2018).  

Los loci de MIRU-VNTR parecen ser estables y muestran una tasa baja de 

evolución (7×10
-4

 – 1.5×10
-2

 por locus/año), sin embargo, debido a la homoplasia entre 

algunas cepas y las fuerzas de diferenciación especializadas de algunos locus el análisis 

MIRU-VNTR puede realizarse de forma dependiente del linaje. Además, ocasionalmente se 

observan diferencias en el número de copias y alelos dobles en un solo locus, y seguir 

http://www.miru-vntrplus.org/
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considerándose como una variante clonal de la misma cepa (Supply et al., 2006; Allix-

Béguec et al., 2014; Merker et al., 2017). 

Los métodos de tipificación “clásicos” para M. tuberculosis tienen la capacidad de 

identificar cadenas de transmisión recientes y abordar características clínicas como, 

distinguir entre reinfección, infecciones mixtas y recaída, además de ser una herramienta 

para evaluar los sistemas de vigilancia y control de la TB. Sin embargo, el uso de 24-loci 

MIRU-VNTR como el estándar de oro para la tipificación del CMTB interroga solo un 

conjunto de regiones altamente polimórficas que sirven como marcadores sustitutos para el 

perfil genético completo de aislados clínicos y sin relación genética, dicha limitación hace 

deseable el uso de técnicas más precisas como la secuenciación de genoma completo 

(Merker et al., 2017). 

2.3 Secuenciación de genoma completo (WGS) de Mycobacterium tuberculosis. 

El uso de WGS como herramienta para el estudio de la TB, facilita descifrar el 

contenido genómico de los aislados de M. tuberculosis, su clasificación en linajes y la 

inferencia de relaciones genéticas entre diferentes aislados; determinar brotes y definir las 

potenciales cadenas de transmisión, así como una visión detallada de la evolución de M. 

tuberculosis, además, es una herramienta útil para la detección de mutaciones asociadas con 

resistencia a fármacos, fitness y virulencia (Boritsch et al., 2014; Perdigão et al., 2014; Coll 

et al., 2015). 

El concepto detrás de la epidemiología genómica es simple. Conforme M. 

tuberculosis se replica surgen mutaciones espontáneas. El análisis del reloj molecular se 

basa en la estimación del número de mutaciones a lo largo de todo el genoma de M. 

tuberculosis por unidad de tiempo, para establecer vínculos epidemiológicos entre casos, 

rastrear la fuente de infección y definir la dinámica de la transmisión de la TB (Roetzer et 

al., 2013; Walker et al., 2013). La estimación de la tasa de mutaciones puede verse afectada 

por las variaciones intracromosómicas, la diferencia de linaje y las etapas de la infección 

por ejemplo, TB activa Vs TB latente, ya que durante la infección latente M. tuberculosis se 

encuentra en un estado de dormancia con poca o nula actividad de replicación, en contraste 

con el estado activo de la enfermedad en el cual produce una continua multiplicación 
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clonal. Además, este cálculo puede complicarse por la presencia de regiones repetitivas 

muy variables propensas a mutaciones (por ejemplo, las familias PE-PGRS, PPE y ESX) y 

su posible omisión durante los análisis de datos genómicos (Barbier and Wirth, 2016). 

Por lo que las mutaciones presentes en el genoma de un patógeno que infecta a la 

persona A, es probable que dicha mutación este también presente en el genoma de los 

aislados de todas las personas infectadas por A. Al analizar las secuencias de los aislados de 

cada caso en un brote, los patrones de mutaciones compartidas sugieren eventos de 

transmisión. Para demostrar la dinámica de la transmisión de la TB es necesario incluir 

datos de epidemiología clínica de los pacientes involucrados (Guthrie and Gardy, 2017).  

Actualmente, realizar WGS implica costos elevados y limita su uso en investigación 

en países en desarrollo, sin embargo, se espera que en años siguientes el costo disminuya y 

sea adoptado como el nuevo estándar de oro para la tipificación de M. tuberculosis (Ei et 

al., 2016; Meehan et al., 2019). Otra limitación es la gran cantidad de datos generados, la 

falta de estandarización de pipelines para el análisis de datos, la capacidad computacional y 

el conocimiento en bioinformática (Ei et al., 2016; Amlerova et al., 2018; Meehan et al., 

2019). Sin bien es posible superar las limitaciones, otros métodos de genotipificación 

pueden ser útiles en estudios preliminares y en escenarios con bajos recursos.  
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3. ANTECEDENTES. 
En un estudio sobre la epidemiología molecular de la TB se describió la relación y 

la diversidad genética en 140 aislados de M. tuberculosis provenientes de diversas regiones 

de México, Estados Unidos y otros países de Latinoamérica mediante el uso de 24-loci 

MIRU-VNTR. Se encontraron nueve sublinajes diferentes siendo LAM (19.3%), Haarlem 

(14.3%) y S (13.6%) los más comunes. Además, al evaluar la relación genética entre los 

aislados los autores observaron que 41% de los aislados de Baja California, México se 

agrupa con aislados de San Diego y Sudamérica, 22% con aislados de otras regiones de 

México y el 25% concuerdan con una distribución cosmopolita. El trabajo concluye que la 

diversidad genética observada probablemente es el resultado de la migración (Flores-López 

et al., 2017).  

En otro estudio, donde se caracterizaron 112 aislados de M. tuberculosis resistentes 

y MDR circulantes en todo el estado de Veracruz por medio de Spoligotyping y 24-locus 

MIRU-VNTR, encontraron alta diversidad genética con ocho sublinajes descritos, siendo 

T1 (24%), LAM (16%) y H (15%) los más frecuentes. Describen la asociación entre 

conglomerados, sublinajes y determinadas regiones geográficas dentro del estado. Además, 

el poder de discriminación de 24-loci MIRU-VNTR fue alto con un HGDI=0.99, en tanto 

que el alelo con menor discriminación fue MIRU04 (Munro-Rojas et al., 2018).    

Uno de los primeros estudios a gran escala de un brote de TB, fue el realizado por 

Gardy et al., en 2011 en Columbia Británica, Canadá. Identificaron por medio de MIRU-

VNTR 32 casos de un posible brote de naturaleza clonal (MIRU-VNTR idéntico). Al 

utilizar WGS y análisis de redes sociales, mediante el cual identificaron los contactos de 

casos con TB, lugares de agregación social y comportamientos de alto riesgo que 

contribuyeron para describir la dinámica del brote, observaron dos clonas de M. 

tuberculosis genéticamente distintos, sugiriendo la ocurrencia de dos brotes simultáneos. La 

integración de los datos en redes sociales y análisis filogenéticos reveló varios eventos de 

transmisión y súper-transmisores (Gardy et al., 2011). 

En 2012 Walker y cols., secuenciaron 390 aislados de M. tuberculosis provenientes 

de 254 casos. Este trabajo proporcionó puntos de referencia importantes; establecieron una 

tasa de mutación de 0.5 SNP por año y proponen un umbral de cinco SNP como distancia 
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máxima entre casos vinculados epidemiológicamente y 12 SNP como umbral por encima 

del cual se puede descartar la transmisión (Walker et al., 2013). 

Una limitante de las herramientas de tipificación “clásicas” es que no proporcionan 

información sobre las posibles mutaciones en genes asociados con la resistencia a fármacos 

lo que limita claramente su utilidad clínica (Merker et al., 2017). En un estudio llevado a 

cabo por Walker y cols. (2015), secuenciaron 2,099 genomas de M. tuberculosis entre 

2010-2013 con el objetivo de identificar mutaciones que confieren resistencia. Al 

caracterizar las mutaciones encontraron 120 determinantes de resistencia con las cuales fue 

posible predecir el 89.2% de los fenotipos, con una sensibilidad de 92.3% (IC 95% 90.7–

93.7) y especificidad de 98.4% (98.1–98.7). Los autores sugieren la integración de la 

secuenciación en el diagnóstico de TB y un catálogo más amplio de mutaciones 

determinantes de resistencia, las cuales remplazará las pruebas fenotípicas de 

susceptibilidad con resultados más confiables y rápidos.  
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4. JUSTIFICACIÓN. 
En 1993 la OMS declaró la TB como una emergencia de salud a nivel mundial, 

siendo la principal causa de muerte por un agente infeccioso único. Los objetivos 

principales de la estrategia para terminar con la TB son reducir la incidencia, el número 

anual de muertes por TB y el porcentaje de hogares afectados que enfrentan gastos 

catastróficos debido a la enfermedad (Global TB report, 2020).  

En 1995 se estableció el "Consorcio Mexicano contra la Tuberculosis" integrado por 

el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán y el Instituto 

Nacional de Salud Pública (https://www.consorciomexicanotb.com/), con el propósito de 

implementar las recomendaciones internacionales para el control de la enfermedad 

enfocadas en la mejora de la prevención, diagnóstico y tratamiento. De 1995-2010 el 

consorcio realizó un estudio prospectivo de base poblacional en la jurisdicción sanitaria de 

Orizaba, Veracruz. En el estudio se incluyeron todas las personas residentes en el área, con 

tos de más de dos semanas de evolución y con baciloscopia o cultivo positivo de M. 

tuberculosis en expectoración, durante los años de estudio se han realizado múltiples 

mediciones en esta cohorte. En el primer estudio retrospectivo realizado entre 1991-1994, 

se indicó una tasa alta (42.6%) de TB y falla a tratamiento posiblemente resultados de DR-

TB (García-García et al., 1999). Entre 1995-1996 se tipificaron los aislados de M. 

tuberculosis de la cohorte de pacientes por RFLP-IS6110, al analizar el conglomerado más 

grande se demostró la importancia de las redes sociales donde un grupo de individuos 

contribuyeron desproporcionadamente a la transmisión de la TB y la progresión rápida a 

enfermedad (García-García et al., 2000). También se ha estudiado el impacto de la DM 

sobre las tasas de TB en la población entre 1995-2003, los resultados indicaron que la tasa 

de TB incrementa en 6.8 (IC 95% 5.7-8.2, P < 0.0001) veces en pacientes con DM debido a 

reactivación y transmisión reciente de la enfermedad (Ponce-De-Leon et al., 2004).  

Así mismo, se ha determinado el impacto de la DR-TB sobre el resultado clínico y 

transmisión de la TB, entre 1995-1999 los resultados evidenciaron que la cronicidad de la 

TB  (OR 4.8, IC 95% 2.7-8.4, P < 0.001), la edad >40 años (OR 1.9, IC 95% 1.1-3.2, P = 

0.02) y ser de origen indígena (OR 0.3, IC 95% 0.13-0.75, P = 0.01) fueron factores 

asociados con la resistencia, en tanto que la MDR (RR 2.5, IC 95% 1.02-6.16, P = 0.04) y 

la infección por VIH (RR 31.3, IC 95% 11.6-84.8, P < 0.001) estuvieron asociados con la 
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mortalidad, el trabajo concluye que la resistencia tiene un impacto negativo sobre el control 

de la TB (M. L. García-García et al., 2000).  

Comprender la dinámica de la transmisión de la TB es clave para prevenir la 

propagación continua de la enfermedad. El uso de pruebas moleculares para la tipificación 

de M. tuberculosis como 24-loci MIRU-VNTR, aporta información sobre la diversidad 

genética que en combinación con datos epidemiológicos es posible establecer asociaciones 

entre sublinajes, resistencia y características clínicas; la detección de posibles brotes de TB, 

distinguir entre la reactivación de una infección latente adquirida históricamente y la TB 

resultante de una transmisión reciente. Más recientemente, el uso de la secuenciación 

genómica en poblaciones con aislados que comparten altos grados de parentesco genotípico 

permite mayor resolución sobre la dinámica de transmisión de la TB y la predicción in 

silico de la resistencia (Guthrie et al., 2019). Se ha descrito la utilidad de la búsqueda activa 

de casos tipificados con MIRU-VNTR junto con el análisis de WGS para identificar 

entornos de transmisión constante y emprender acciones de salud pública (Black et al., 

2018). 
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5. HIPÓTESIS.  
El análisis de la estructura poblacional mediante la identificación de las secuencias 

repetidas en tándem intercaladas y el número de SNP en el genoma de M. tuberculosis 

permitirán conocer la diversidad genética y la dinámica de la transmisión de los aislados de 

la cohorte de pacientes con TBP en Orizaba, Veracruz. 

6. OBJETIVO GENERAL. 
 Estudiar la estructura poblacional de los aislados de Mycobacterium tuberculosis de 

una cohorte de pacientes con TBP. 

7. OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 
1. Genotipificar los aislados de M. tuberculosis de una cohorte de base poblacional de 

pacientes con TBP con 24-loci MIRU-VNTR. 

2. Determinar la prevalencia de los distintos sublinajes de M. tuberculosis, presentes 

en la población de pacientes con TBP.  

3. Conocer la filogenia de M. tuberculosis mediante los resultados obtenidos con la 

genotipificación con 24-loci MIRU-VNTR.  

4. Determinar la asociación entre sublinajes de M. tuberculosis y el perfil de 

resistencia. 

5. Determinar la asociación entre sublinajes de M. tuberculosis y características 

clínicas de la población. 

6. Evaluar la efectividad del método de genotipificación 24-loci MIRU-VNTR. 

7. Identificar los polimorfismos de un solo nucleótido (SNP).  

8. Determinar la clonalidad de conglomerados. 

9. Identificar las mutaciones asociadas a resistencia. 

10. Trazar la dinámica de la transmisión de los aislados conglomerados por medio del 

número de los SNP observados. 
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8. METODOLOGÍA. 

8.1 Diseño del estudio. 

Retrospectivo y observacional. 

8.2 Población del estudio. 

Se analizaron 788 aislados de M. tuberculosis de pacientes reclutados de la cohorte 

poblacional de pacientes diagnosticados con TBP, en las 12 Jurisdicciones Sanitarias del 

municipio de Orizaba, en el estado de Veracruz, México durante el período del 1 de agosto 

de 1997 al 30 de abril de 2010. 

  Los aislados fueron obtenidos del banco de cepas del laboratorio de microbiología 

clínica del INCMNSZ. Los aislados fueron descongelados y cultivados en medio MGIT 

(Mycobacteria Growth Indicator Tube) en el equipo semiautomatizado Bactec MGIT 960
® 

(Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, MD, USA), una vez que el equipo los 

detectó positivos se realizó la propagación del cultivo en 20mL de caldo Middlebrook 7H9 

(BD) suplementado con Ácido Oleico, Albumina, Dextrosa y Catalasa (OADC, BD). Los 

cultivos se incubaron a 37°C en una atmósfera al 7.5% de CO2 durante 45 días. Se realizó 

la tinción de Ziehl-Neelsen para verificar la pureza del cultivo.  

8.3 Extracción de ADN. 

El ADN se extrajo con el método de CTAB (bromuro de cetil trimetil amonio). 

Brevemente, 1.5mL del cultivo de propagación en crecimiento logarítmico fue inactivado a 

80°C por 20 min. Posteriormente, se utilizó lisozima para lisar las células y se extrajo el 

ADN de alto peso molecular con fenol-cloroformo (van Soolingen et al., 2003).   

8.4 Tipificación por 24-loci MIRU-VNTR.  

La tipificación de los aislados de M. tuberculosis se realizó con el Kit de tipificación 

MIRU-VNTR (GenoScreen, Lille, Francia) según las instrucciones del fabricante. Los 

fragmentos fueron separados por electroforesis capilar en un secuenciador ABI3500 

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), se incluyó el estándar de tamaño GeneScan 

1200 LIZ (Applied Biosystems) para determinar el peso de los fragmentos. El tamaño de 
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los fragmentos y el número de repetidos se determinó con el software GeneMapper versión 

4.1 (Applied Biosystems).  

8.5 Análisis de datos de genotipificación. 

La genotipificación por 24-locus MIRU-VNTR generó un patrón numérico para 

cada aislado, el cual fue comparado en la base de datos internacional www.miru-

vntrplus.com. Esta base cuenta con 186 cepas de referencia que representan los principales 

linajes y sublinajes. Los sublinajes fueron asignados aplicando un valor de similitud de 0.37 

que indica al menos 15/24 alelos iguales con respecto a la cepa de referencia. La asignación 

se verificó con la construcción de un filograma. Los patrones de MIRU-VNTR fueron 

analizados en el programa BioNumerics
®
 v7.6 (Applied Maths, St-Martens-Latem, 

Belgica). Para confirmar la filogenia de los aislados, se realizó el método de agrupamiento 

de pares no ponderado con media aritmética (UPGMA) y un árbol recubridor mínimo 

(MST, por sus siglas en inglés).  

8.6 Determinación del índice de transmisión reciente. 

Se definió como conglomerado a los aislados con un patrón idéntico. Los aislados 

con ausencia de un alelo o alelos dobles se analizaron tomando en cuenta 23/24 

marcadores. Se calculó el índice de transmisión reciente (RTI) con la fórmula RTIn-1= (nc 

– c)/n, donde n es el número total de casos estudiados, nc es el número total de aislados en 

conglomerado y c es el número de genotipos representados por al menos dos casos.  

8.7 Evaluación del método de tipificación y diversidad alélica. 

Se determinó la variabilidad alélica para cada uno de los locus (h=1-∑xi
2
). Además, 

se calculó el Índice de Discriminación Hunter-Gaston (HGDI), donde N es el número total 

de aislados en la muestra, s es el número total de tipos descritos, y nj es el número de 

aislados que pertenecen jth tipo (Hunter and Gaston, 1988; Torkaman MR et al., 2014).  

 

 

http://www.miru-vntrplus.com/
http://www.miru-vntrplus.com/
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8.8 Definiciones para el análisis de asociación entre sublinajes y 

características clínicas.  

Se consideraron las siguientes variables sociodemográficas: sexo, edad, escolaridad, 

vivienda con piso de tierra, localidad de residencia rural, distancia al centro de salud más 

cercano, acceso a seguridad social, consumo de alcohol, tabaco y drogas ilícitas. Co-

morbilidades como diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e infección por VIH. La información 

sobre la presencia de Bacilos Alcohol Ácido Resistentes (BAAR) en muestras de 

expectoración, la cual se clasificó con una cruz (1-9 bacilos en 100 campos observados), 

dos cruces (1-9 bacilos en 10 campos observados) y tres cruces (1-9 bacilos por campo 

observado) (Standards, 2000). Las variables sobre la presentación clínica, fueron utilizadas 

cada una de manera dicotómica: fiebre, hemoptisis y presencia de cavitaciones. Índice de 

masa corporal (IMC) y días entre el inicio de síntomas y el inicio de tratamiento. 

Utilizamos las definiciones operativas del programa (NOM-006-SSA) para los resultados 

del tratamiento. Curado, caso que completó el tratamiento y desaparecieron los signos y 

síntomas, o que tiene baciloscopia o cultivo negativo al final del tratamiento. Fracaso, fue 

la persistencia de baciloscopia o cultivo positivo después de cinco o más meses de iniciado 

el tratamiento. Término de tratamiento, quien completó el esquema de tratamiento, 

desaparecieron signos clínicos y no se realizó baciloscopia o cultivo al finalizar 

tratamiento. Para quienes no terminaron el tratamiento fueron clasificados en las siguientes 

dos categorías: Abandono, quien interrumpió el tratamiento por dos meses consecutivos. 

Defunción durante el tratamiento, persona que falleció debido a cualquier otra causa 

durante el tratamiento. 

La variable linaje de acuerdo a la genotipificación por MIRU-VNTR, se operacionalizó de 

manera desagregada, con cada uno de los sublinajes identificados más los desconocidos, y 

en tres categorías, de acuerdo a la frecuencia de cada uno. La variable desagregada 

considera las categorías: Beijing, Cameroon, EAI, Ghana, Haarlem, LAM, S, TUR, 

UgandaI, X y desconocido. La variable agregada considera las categorías: Haarlem, LAM y 

sublinajes distintos a Haarlem y LAM. 
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8.9 Análisis estadístico. 

Utilizamos la prueba chi cuadrada de Pearson para variables dicotómicas, prueba 

binomial para variables categóricas y prueba de Kruskal-Wallis para variables cuantitativas. 

Se ajustaron modelos de regresión logística no condicionales para explicar el fracaso al 

tratamiento y la presencia de cavitaciones en radiografía. Para explicar el fracaso al 

tratamiento se realizaron dos modelos, uno incluyó la variable resistencia al menos a un 

fármaco y otro que incluyó MDR. Para incluir variables en un modelo multivariado se 

consideraron aquellas que en el análisis bivariado tuvieron valores de p≤0.20 y con 

plausibilidad biológica. Estimamos la razón de momios ajustada (RMa) y los intervalos de 

confianza (IC) del 95%, e identificamos las co-variables que se asociaron 

independientemente con cada resultado. Los análisis fueron realizados con el uso del 

programa estadístico STATA
®
 v.15 (StataCorp LP, College Station, TX, USA). 

8.10 Secuenciación de genoma completo (WGS) y análisis de secuencias. 

Se secuenciados 12 aislados seleccionados de acuerdo al patrón de MIRU-VNTR, 

las librerías fueron preparadas utilizando el kit TrueSeq DNA PCR-Free (Illumina, San 

Diego, CA, USA) y corridas en el secuenciador Illumina NovaSeq 6000 (Illumina). Se 

generaron lecturas 2×150 pareadas con orientación forward-reverse (paired-end reads). El 

análisis de las secuencias se realizó mediante tres programas. 1. En el programa 

BioNumerics
®
 v7.6 (Applied Maths), las lecturas se alinearon al genoma de referencia M. 

tuberculosis H37Rv (GeneBank NC000962.3). Además, se llevó a cabo la detección de 

SNP y se realizó el análisis de conglomerados basados en la matriz de SNP relevantes, este 

programa incluye las regiones PE/PPE en el análisis. 2. Los genomas fueron analizados con 

MTBseq pipeline, brevemente: las lecturas fueron mapeadas con M. tuberculosis H37Rv 

(NC000962.3) y se extrajeron las variantes (SNP, inserciones y deleciones) con una 

cobertura mínima de cuatro lecturas en ambas orientaciones, con una puntuación Phred de 

≥20 y una frecuencia de variantes mínima del 75%, este análisis excluye las regiones 

repetitivas del genoma y regiones PE/PPE. Los aislados se clasificaron en linajes basado en 

SNP filogenéticos (Merker et al., 2017). Asimismo, para determinar las cadenas de 

transmisión se realizó un análisis comparativo para el agrupamiento de muestras según el 

número y posición de SNP con un threshold de ≤12 SNP al miembro del grupo más cercano 
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(Kohl et al., 2018). 3. Finalmente, utilizamos ResFinder v4.0 para detectar y confirmar 

mutaciones que confieren resistencia a fármacos (Bortolaia et al., 2020).  

9. RESULTADOS. 

8.1 Características generales de la población. 

Un total de 755 aislados de M. tuberculosis fueron recuperados y genotipificados 

por 24-loci MIRU-VNTR. En total, 442/755 (59%) fueron hombres con una media de edad 

de 45 años (rango intercuartilar [IQR] 32-59), 507 (67%) pacientes tenían más de seis años 

de educación formal y 174 (23%) habitaban en casas con piso de tierra. La co-morbilidad 

con DM2 se reportó en 250 (33%) pacientes. El estatus de VIH se conocía en 739/755 

(98%) pacientes, de los cuales 13/739 (2%) fueron positivos. Además, 688/755 (91%) 

fueron reportados como casos nuevos de TB y un total de 66/755 (9%) fueron tratados por 

segunda vez. La resistencia a cualquier fármaco se presentó en 116/612 (19%) aislados y 

20/612 (3.2%) fueron MDR. Los hallazgos clínicos más comunes fueron fiebre 531/752 

(71%), hemoptisis 250/753 (33%) y cavitaciones en 282/626 (45%). La cura se registró en 

532/755 (70%) pacientes Tabla 2.  
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Tabla 2. Características de los pacientes con TBP de Orizaba, Veracruz. 

Variable 
Total de casos 

Proporción de 

muestra 

n/total (%) n/total (%) 

Hombre 654/1132 (58.0) 442/755 (59.0) 

Edad (años) [mediana (RIQ)] 47 (32-60) 45 (32-59) 

>6 años de educación formal 789/1131 (70.0) 507/754* (67.0) 

Piso de tierra 218/1132 (19.0) 174/755 (23.0) 

Localidad rural 134/1002 (13.0) 99/732* (14.0) 

Distancia al centro de salud más 

cercano (metros) [mediana (RIQ)] 
698 (412-1,073) 708 (414-1099) 

Acceso a seguridad social 400/1132 (35.0) 254/755 (34.0) 

Alguna vez ha consumido alcohol 468/1130 (41.0) 330/753* (44.0) 

Alguna vez ha fumado 222/1129 (20.0) 164/753* (22.0) 

Alguna vez ha consumido drogas 

ilícitas 
50/1131 (4.0) 35/754* (5.0) 

Sin hogar o residencia en 

instituciones 
33/1129 (3.0) 20/754* (3.0) 

Diabetes mellitus tipo 2 386/1132 (34.0) 250/755 (33.0) 

Infección por VIH 19/1095 (2.0) 13/739* (2.0) 

Paciente nuevo 934/1131 (83.0) 688/754* (91.0) 

Tres o más cruces vs menos de tres 

cruces primer BAAR o en el 

BAAR diagnóstico con mayor 

número de cruces 

281/1,132 (24.8) 211/755* (28.0) 

Resistencia a al menos un fármaco  176/826 (21.0) 116/612* (19.0) 

MDR 47/826 (6.0) 20/612* (3.0) 

Fiebre 744/1129 (66.0) 531/752* (71.0) 

Hemoptisis 352/1126 (31.0) 250/753* (33.0) 

Cavidades en rayos X 398/927 (43.0) 282/626* (45.0) 

IMC [mediana (RIQ)] 21.2 (18.6-24.0) 20.9 (18.4-23.8) 

Días entre el inicio de síntomas e 

inicio de tratamiento [mediana 

(RIQ)] 

104 (63-186) 105 (67-182) 

Resultado de tratamiento 

Abandono 86/1132 (8.0) 49/755 (6.0) 

Cura 756/1132 (67.0) 532/755 (70.0) 

Término de tratamiento 136/1132 (12.0) 93/755 (12.0) 

Fracaso 26/1132 (2.0) 20/755 (3.0) 

Defunción durante tratamiento 49/1132 (4.0) 26/755 (3.0) 

Sin información 79/1132 (7.0) 35/755 (5.0) 

Fracaso al tratamiento 

Fracaso 26/918 (2.8) 20/645* (3.1) 

Cura o término de tratamiento 892/918 (97.2) 625/645* (96.9) 

No éxito de tratamiento 

Abandono, fracaso o defunción 

durante tratamiento 
161/1,053 (15.3) 95/720* (13.2) 

Cura o término de tratamiento 892/1,053 (84.7) 625/720* (86.8) 

Muerte durante tratamiento 

Muerte 49/1,053 (4.7) 26/720* (3.6) 

Cura, término de tratamiento, 

abandono o fracaso 
1,004/1,053 (95.4) 794/720* (96.4) 

Abreviaciones: RIQ- rango intercuartilar; VIH- Virus de la inmunodeficiencia humana; BAAR- bacilo alcohol ácido 

resistente; IMC- Índice de masa corporal.  

* Algunos números no suman el total del grupo, debido a que algunos valores estuvieron ausentes para la característica de 

algunos pacientes. 
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8.2 Diversidad genética de M. tuberculosis.  

 Se definió el sublinaje en 747/755 (98.9%) aislados de M. tuberculosis. El sublinaje 

más frecuente fue, Haarlem 419 (55.5%), seguido de LAM 163 (21.6%), Cameroon 49 

(6.5%), UgandaI 28 (3.7%), Ghana 23 (3%), S 18 (2.4%), X 15 (2%), EAI 15 (2%), TUR 

15 (2%) y Beijing 2 (0.2%), no fue posible determinar el sublinaje en ocho aislados (1.1%) 

y por ello se consideraron como desconocidos Figura 5. 

 

Figura 5. Proporción global de cada sublinaje de M. tuberculosis. Resultados del análisis de 755 

aislados de M. tuberculosis, genotipificados con el panel de 24-loci MIRU-VNTR. ND= no determinado. 

 

 En total 519/755 (68.7%) aislados se agruparon en 128 conglomerados y 236/755 

(31.3%) mostraron patrones únicos Figura 6.  
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Figura 6. Árbol recubridor mínimo (Minimum spanning tree, MST). Árbol construido con los 

resultados de la genotipificación de los 755 aislados de M. tuberculosis de pacientes con TB pulmonar de 

Orizaba, Veracruz, con el panel de 24-loci MIRU-VNTR. El tamaño del nodo representa el número total de 

aislados con un mismo patrón de MIRU-VNTR. Los nodos más pequeños son aislados con patrones únicos, 

los nodos más grandes son aislados agrupados. El color del nodo indica el sublinaje al que pertenecen. La 

distribución de los sublinajes se realizó con el programa BioNumerics
®
 v7.6. 

 

La distribución de los sublinajes se muestra en la Tabla 3. El tamaño de los 

conglomerados tuvo un intervalo de 2-67 aislados con la siguiente distribución: 

conglomerados con 2 pacientes (n=63), con 3 (n=28), 4 (n=13), 5 (n=7), 6 (n=5), 7 (n=4), 8 

(n=2), 9, 12, 13, 14, 33 y 67 (n=1).  
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Tabla 3. Distribución de los aislados en conglomerado y tamaño del conglomerado de 

acuerdo a los sublinajes (n=755). 

Linajes Sublinajes 

No. de aislados en 

conglomerado 

(%) 

No. de 

conglomerados 

Rango de 

tamaño de 

conglomerados 

Patrones 

únicos 

Euro-Americano Haarlem 318 (75.9) 63 2 – 67 101 

 

LAM 95 (58.9) 31 2 – 14 68 

 

Cameroon 36 (73.5) 10 2 – 8 13 

 

UgandaI 17 (60.7) 6 2 – 6 11 

 

Ghana 12 (52) 5 2 – 4 11 

 

S 8 (44.4) 3 2 – 4 10 

 

X 9 (60) 4 2 – 3 6 

 

Tur 11 (73.3) 2 3 – 8 4 

Indo-Oceánico EAI 10 (66.7) 3 3 – 4 5 

Este de Asia Beijing 0 0 0  2 

No determinado - 3 (37.5) 1 3 5 

Total 
- 519 128 2-67 236 

 

 El RTI durante el periodo de estudio, fue de 51.7%. 

8.3 Perfil de resistencia. 

 En 612/755 (81%) de los aislados de M. tuberculosis se realizaron pruebas de 

susceptibilidad a STR, INH, RIF y EMB. Un total de 496/612 (81%) aislados fueron 

pansusceptibles. La resistencia global a uno o más fármacos probados fue de 19% 

(116/612). La resistencia a INH fue la más frecuente, encontrándose en 61/612 (10%) 

aislados, seguido de STR en 10/612 (1.6%), y RIF en 5/612 (0.8%). La polirresistencia 

(INH+STR) se presentó en 19/612 (3.1%) aislados. El perfil MDR (resistencia al menos a 

INH + RIF) se encontró en 20/612 (3.2%). Un solo aislado presentó resistencia a los cuatro 

fármacos estudiados. 

8.4 Resistencia primaria y adquirida.  

Encontramos 116 aislados resistentes al menos a un fármaco, 95/116 (81.9%) fueron 

casos de diagnóstico nuevo (resistencia primaria) y 21/116 (18.1%) casos con tratamiento 

previo (resistencia adquirida). Por otro lado, observamos que 83/116 (71.5%) aislados 

resistentes se encontraron en conglomerados, y 33/116 (28.4%) presentaron patrones 
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únicos. De los aislados en conglomerados, 73/83 (88%) fueron casos diagnosticados nuevos 

y 10/83 (12%) fueron pacientes con tratamiento previo. En los aislados con patrones únicos 

encontramos, 22/33 (66.7%) casos diagnosticados como nuevos y 11/33 (33.3%) fueron de 

pacientes tratados previamente Figura 7.  

 

Figura 7. Árbol construido con los resultados del sublinaje y perfil de resistencia de los 

aislados de M. tuberculosis. La distribución de la resistencia primaria y adquirida se realizó con el 

programa BioNumerics
®
 v7.6. 
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Mediante regresión logística ajustada no condicional se identificaron las variables 

asociadas a pertenecer a conglomerados, estratificamos por resistencia al menos a un 

fármaco anti-TB. Los modelos se ajustaron por el efecto de edad y sexo. Observamos que 

los pacientes con DR-TB quienes tenían diagnóstico nuevo tuvieron tres veces mayor 

probabilidad de pertenecer a conglomerados (RMa 4.05, IC 95% 1.5-11.2, p= 0.007) 

(Tabla 4). 

Tabla 4. Resultados entre la asociación de pertenecer a un conglomerado y la resistencia al 

menos a un fármaco. 

* Regresión logística ajustada no condicional. p<0.05 valor estadísticamente significativo 

DR-TB= tuberculosis drogo resistente; RMa =razón de momios ajustada; IC= Intervalo de confianza. 

8.5 Tuberculosis MDR y factores asociados.  

Para identificar las variables asociadas con MDR-TB, se realizaron modelos de 

regresión logística ajustada no condicional, estratificado por la pertenencia a 

conglomerados. Observamos que los pacientes con tratamiento previo, mostraron ocho 

veces más probabilidad de presentar MDR-TB (RMa 9.05, IC 95% 3.6-22.5, p< 0.001); 

además, esta probabilidad se incrementó en pacientes con aislados únicos (RMa de 21.56, 

IC 95% 3.5-134.3, p = 0.001), también observamos que los pacientes con aislados en 

conglomerados y además tratamiento previo, tuvieron seis veces más riesgo de presentar 

MDR-TB (RMa 6.85, IC 95% 2.2-21.0, p = 0.001) ajustado por sexo, edad y sublinaje. Así 

mismo, los pacientes con aislados en conglomerados y que pertenecían al sublinaje LAM, 

mostraron tres veces mayor probabilidad de presentar MDR-TB en comparación con los 

otros sublinajes (RMa 4.25, IC 95% 1.4-12.7, p = 0.010) ajustado por sexo, edad y 

tratamiento previo (Tabla 5). 

Variable 

Todos 

(n= 755) 

Pansusceptibles 

(n= 496) 

DR-TB 

(n= 116) 

RMa ( IC 95% ) 
Valor de 

p* 
RMa (  IC 95% ) 

Valor de 

p* 
RMa (  IC 95% ) 

Valor de 

p* 

Sexo 

(hombre) 
0.95 (0.7-1.3) 0.726 1.18 (0.8-1.8) 0.405 0.48 (0.2-1.2) 0.123 

Edad 

(años) 
0.99 (0.97-0.99) 0.001 0.99 (0.9-1.0) 0.054 0.98 (0.9-1.0) 0.260 

Paciente 

nuevo 
1.12 (0.6-1.9) 0.686 0.66 (0.3-1.4) 0.285 4.05 (1.5-11.2) 0.007 
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Tabla 5. Variables asociadas a la MDR-TB, estratificadas por pertenencia a 

conglomerados. 

* Regresión logística ajustada no condicional. p<0.05 valor estadísticamente significativo 

RMa =razón de momios ajustada; IC= Intervalo de confianza. 

8.6 Distribución de la transmisión de resistencia primaria.  

En la Figura 8, se observan los aislados resistentes en conglomerados. La clona 1, incluyó 

14 aislados de sublinaje Haarlem con múltiples patrones de resistencia, nueve aislados 

resistentes a INH, diagnosticados entre 2001 y 2006, dos MDR diagnosticados en 2002, dos 

resistentes a STR diagnosticados en 1998 y un aislado polirresistente diagnosticado en 

2006. La clona 2 incluyó ocho aislados de sublinaje LAM, seis de ellos presentaron 

resistencia a INH y dos fueron MDR-TB estos últimos pertenecían a pacientes con 

tratamiento previo y fueron aislados entre 1999-2009. La clona 3, incluyó tres aislados de 

sublinaje LAM, dos resistentes a INH y uno MDR-TB, fueron aislados entre 2001-2002. La 

clona 4, incluyó cuatro aislados de sublinaje Haarlem resistentes a INH, fueron aislados 

entre 1998-2009. La clona 5, incluyó tres aislados de sublinaje Haarlem con resistencia a 

STR+INH, aisladas en 1998 y 2008. La clona 6, incluyó tres aislados de sublinaje 

Cameroon con resistencia a INH, aislados entre 1999-2008. La clona 7 incluyó tres aislados 

de sublinaje Cameroon, dos con resistencia a INH y una con resistencia a todos los 

fármacos probados y fueron aislados entre 2003-2007. De manera interesante, observamos 

nueve conglomerados con dos aislados resistentes diagnosticados en el mismo año o en 

años cercanos. 

Variable 

Todos (n= 612) Únicos (n= 177) Conglomerados (n= 435) 

RMa ( IC 95% ) 
Valor de 

p* 
RMa ( IC 95% ) 

Valor de 

p* 
RMa ( IC 95% ) 

Valor de 

p* 

Sexo 

(hombre) 
1.03 (0.4-2.6) 0.947 0.63 (0.1-3.9) 0.620 1.13 (0.4-3.5) 0.835 

Edad (años) 0.99 (0.9-1.0) 0.364 0.97 (0.9-1.0) 0.357 0.99 (0.9-1.0) 0.799 

Tratamiento 

previo 
9.05 (3.6-22.5) <0.001 21.56 (3.5-134.3) 0.001 6.85 (2.2-21.0) 0.001 

LAM Vs 

otros 

sublinajes 

2.18 (0.8-5.7) 0.109 0.31 (0.028-3.4) 0.340 4.25 (1.4-12.7) 0.010 
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Figura 8. Resultados de la distribución de resistencia primaria, resistencia adquirida y 

sublinajes asignados entre los aislados en conglomerados. La distribución de resistencia en 

conglomerados se realizó con el programa BioNumerics
®
 v7.6. 

8.7 Diversidad alélica y poder de la prueba MIRU-VNTR. 

Analizamos la diversidad alélica de los 24-loci de forma individual Tabla 6. Los loci con 

mayor diversidad fueron: 4056-QUB26 (h=0.84), 2163b-QUB11b (h=0.79) y 424-Mtub04 

(h=0.72). Los loci con menor diversidad fueron: 154-MIRU02 (h=0.09), 4348-MIRU39 

(h=0.05) y 2687-MIRU24 (h=0.04). Además, observamos en el locus 580-MIRU04, 19 

aislados con un alelo pequeño (353pb).También se observó la presencia de 36 alelos dobles 

en 15 locus distintos, principalmente en 960-MIRU10 (n=5) y 2163b-QUB11b (n=5). En 

los locus 960-MIRU10 (n=15), 4052-QUB26 (n=4), 577-ETR-C (n=3), 2163b-QUB11b 

(n=1), y 2531-MIRU23 (n=1), hubo ausencia de alelos.  
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Tabla 6. Resultados de la diversidad alélica (h) para el panel de 24 loci MIRU-VNTR.  

MIRU-

VNTR 

locus
a Alias 

Frecuencia del número de copias de los 

alelos 
Índice de 

diversidad 

alélica (h) 
 0 1 2 3 3s 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

2687 MIRU24 
 

739 16 
           

0.04 

4348 MIRU39 
 

13 736 5 
          

0.05 

154 MIRU02 
 

32 719 4 
          

0.09 

2059 MIRU20 
 

53 701 
           

0.13 

580 MIRU04 
 

7 697 17 19 
 

14 
       

0.15 

3007 MIRU27 
 

5 13 685 
 

50 
        

0.17 

2461 ETRB 
 

66 661 9 
 

1 
 

14 
      

0.23 

3192 MIRU31 
  

34 637 
 

73 9 1 
      

0.28 

3171 Mtub34 
 

18 70 606 
 

6 54 1 
      

0.34 

2347 Mtub29 
  

143 19 
 

584 8 1 
      

0.37 

2996 MIRU26 
 

2 17 47 
 

60 541 79 4 1 1 
   

0.46 

1644 MIRU16 
 

63 107 527 
 

55 3 
       

0.48 

3690 Mtub39 
 

24 173 511 
 

12 20 9 1 2 
    

0.49 

2165 ETRA 1 5 271 451 
 

23 
 

1 
      

0.51 

577 ETRC 
  

18 401 
 

325 6 
   

1 
   

0.53 

1955 Mtub21 
 

21 199 445 
 

69 3 2 
 

1 
 

9 3 1 0.57 

2531 MIRU23 
 

3 1 140 
 

9 404 181 8 7 
 

1 
  

0.62 

4156 QUB4156 
 

33 187 426 
 

7 1 
       

0.62 

2401 Mtub30 
 

151 186 11 
 

392 15 
       

0.63 

960 MIRU10 
 

1 9 224 
 

219 278 3 1 
     

0.69 

802 MIRU40 
 

155 114 350 
 

102 17 7 1 6 1 
   

0.70 

424 Mtub04 
 

114 330 94 
 

168 47 2 
      

0.72 

2163b QUB11b 
 

2 145 106 
 

227 172 65 5 14 13 
   

0.79 

4052 QUB26 1 9 8 32 
 

166 167 109 127 73 53 3 1 
 

0.84 
a MIRU-VNTR loci su localización en el genoma de M. tuberculosis H37Rv.  

3s= alelo pequeño 

 

 

 El HGDI fue de 0.98 con la tipificación por 24-loci MIRU-VNTR.   

8.8 Características clínicas asociadas por linaje. 

El análisis de datos reveló que el sublinaje Haarlem presentó la mayor proporción 

(318/419, 75.9%) de pacientes en conglomerados. Los pacientes con aislados de sublinaje 

Cameroon tardaron más días entre el inicio de síntomas e inicio de tratamiento (mediana 
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129, RIQ 83-198). Los pacientes con aislados de sublinaje Ghana presentaron hemoptisis 

(11/23, 47.8%) con mayor frecuencia. Los aislados de sublinaje EAI fue más frecuente en 

hombres (12/15, 80.0%), presentaron DM2 (10/15, 66.7%) y habían fumado alguna vez 

(7/15, 46.7%). Los pacientes con sub-linaje Beijing fueron de edad avanzada (mediana 59 

años, RIQ 57-60), uno de ellos tenía VIH (1/2, 50%), y el otro tenía DM2, este aislado de 

M. tuberculosis fue también MDR (1/2, 50%), ambos mostraron un IMC mayor (mediana 

25.4, RIQ 21.6-29.3), en comparación con el resto de pacientes con otros sublinajes. Tabla 

7. 

Tabla 7. Características sociodemográficas y clínicas de los pacientes con TB pulmonar de 

la cohorte en Orizaba, Veracruz, de 1997-2010, según el sublinaje determinado por el panel 

24-loci MIRU-VNTR.  

Variable 

Total 
Haarlem LAM Cameroon UgandaI Ghana S X TUR EAI Beijing Desconocido Valor 

p* 
n/total (%) 

n/total 

(%) 

n/total 

(%) 
n/total (%) 

n/total 

(%) 

n/total 

(%) 

n/total 

(%) 

n/total 

(%) 

n/total 

(%) 

n/total 

(%) 

n/total 

(%) 
n/total (%) 

Hombre 

442/755 

(58.5) 

257/419 

(61.3) 

81/163 

(49.7) 
30/49 (61.2) 

21/28 

(75.0) 

9/23 

(39.1) 

12/18 

(66.7) 

7/15 

(46.7) 

8/15 

(53.3) 
12/15 

(80.0) 

0/2 

(0.00) 5/8 (62.5) 0.023 

Edad (años) [mediana 

(RIQ)] 
45 (32-59) 45 (33-59) 

43 (30-

55) 
38 (24-53) 

45 (29-58) 

58 (34-

70) 

46 (38-

59) 

56 (32-

77) 

38 (29-

54) 

53 (41-

64) 
59 (57-

60) 45 (27-62) 0.040 

>6 años de educación formal 
507/754 

(67.2) 

277/418 

(66.3) 

115/163 

(70.6) 
26/49 (53.1) 

20/28 

(71.4) 

19/23 

(82.6) 

13/18 

(72.2) 

12/15 

(80.0) 

9/15 

(60.0) 

8/15 

(53.3) 

2/2 

(100) 6/8 (75.0) 0.264 

Piso de tierra 
174/755 

(23.1) 

88/419 

(21.0) 

44/163 

(27.0) 
9/49 (18.4) 

9/28 (32.1) 

6/419 

(21.0) 

5/18 

(27.8) 

4/15 

(26.7) 

4/15 

(26.7) 

2/15 

(13.3) 
0/2 (0.0) 

3/8 (37.5) 0.703 

Localidad rural 
99/732 

(13.5) 

47/409 

(11.5) 

30/159 

(18.9) 
3/47 (6.4) 

5/26 (19.2) 

3/21 

(14.3) 

2/18 

(11.1) 

4/15 

(26.7) 

2/14 

(14.3) 

1/15 

(6.7) 
0/1 (0.0) 

2/7 (28.6) 0.251 

Distancia al centro de salud 

más cercano (metros)  
[mediana (RIQ)] 

708 (414-

1,099) 

685 (404-

1025) 

775 (432-

1184) 

735 (476-

1044) 

760 (324-

1449) 

674 

(267-
1130) 

566 

(471-
861) 

899 

(519-
1413) 

808 

(484-
1432) 

1045 

(609-
1109) 

388 

(354-
422) 

1504 (853-

2094) 
0.154 

Acceso a seguridad social 
254/755 
(33.6) 

152/419 
(36.3) 

48/163 
(29.5) 

12/49 (24.5) 
10/28 
(35.7) 

9/23 
(39.1 

4/18 
(22.2) 

5/15 
(33.3) 

5/15 
(33.3) 

7/15 
(46.7) 

1/2 
(50.0) 1/8 (12.5) 0.549 

Alguna vez ha consumido 
alcohol 

330/753 
(43.8) 

194/417 
(46.5) 

64/163 
(39.3) 

22/49 (44.9) 
17/28 
(60.7) 

7/23 
(30.4) 

8/18 
(44.4) 

2/15 
(33.3) 

6/15 
(40.0) 

8/15 
(53.3) 

0/2 (0.0) 
2/8 (25.0) 0.084 

Alguna vez ha fumado 
164/753 
(21.8) 

106/417 
(25.4) 

22/163 
(13.5) 

10/49 (20.4) 
5/28 (17.9) 

2/23 
(8.70) 

6/18 
(33.3) 

1/15 
(6.7) 

5/15 
(33.3) 

7/15 

(46.7) 
0/2 (0.0) 

2/8 (0.0) 0.005 

Alguna vez ha consumido 
drogas ilícitas 

35/754 
(4.6) 

19/418 
(4.6) 

5/163 
(3.1) 

3/49 (6.1) 
2/28 (7.1) 

0/23 
(0.0) 

2/18 
(11.1) 

0/15 
(0.0) 

2/15 
(13.3) 

2/15 
(13.3) 

0/2 (0.0) 
2/8 (0.0) 0.380 

Sin hogar o residencia en 
instituciones 

20/754 
(2.7) 

12/419 
(2.9) 

4/162 
(2.5) 

0/49 (0.0) 
1/28 (3.6) 

1/23 
(4.4) 

0/18 
(0.0) 

0/15 
(0.0) 

1/15 
(6.7) 

1/15 
(6.7) 

0/2 (0.0) 
0/8 (0.0) 0.903 

Diabetes mellitus tipo 2 
250/755 
(33.1) 

138/419 
(32.9) 

52/163 
(31.9) 

12/49 (24.5) 
11/28 
(39.3) 

7/23 
(30.4) 

6/18 
(33.3) 

6/15 
(40.0) 

6/15 
(40.0) 

10/15 

(66.7) 

1/2 
(50.0) 1/8 (12.5) 0.261 

Infección por VIH 
13/739 

(1.8) 
7/410 (1.7) 

3/163 

(1.8) 
1/47 (2.1) 

1/27 (3.7) 

0/23 

(0.0) 

0/16 

(0.0) 

0/14 

(0.0) 

0/14 

(0.0) 

0/15 

(0.0) 
1/2 

(50.0) 0/8 (0.0) 0.001 

Paciente nuevo 
688/754 

(91.3) 

384/418 

(91.9) 

145/163 

(89.0) 
47/49 (95.9) 

26/28 

(92.9) 

21/23 

(91.3) 

18/18 

(100.0) 

12/15 

(80.0) 

14/15 

(93.3) 

14/15 

(93.3) 

1/2 

(50.0) 6/8 (75.0) 0.179 

Tres o más cruces vs menos 

de tres cruces primer BAAR 

o en el BAAR diagnóstico 

con mayor número de cruces 

211/755 

(28.0) 

123/419 

(29.4) 

47/163 

(28.8) 
13/49 (26.5) 

10/28 

(35.7) 

3/23 

(13.0) 

5/18 

(27.8) 

4/15 

(26.7) 

1/15 

(6.7) 

4/15 

(26.7) 
0/2 (0.0) 1/8 (12.5) 0.530 

Resistencia a al menos un 

fármaco  

117/612 

(19.1) 

68/337 

(20.2) 

25/131 

(19.1) 
13/43 (30.2) 

5/22 (22.7) 

2/16 

(12.5) 

0/14 

(0.0) 

0/14 

(0.0) 

0/12 

(0.0) 

2/14 

(14.3) 

1/2 

(50.0) 1/7 (14.3) 0.121 

MDR 

21/612 

(3.4) 
8/337 (2.4) 

8/131 

(6.1) 
2/43 (4.7) 

1/22 (4.55) 

0/16 

(0.0) 

0/14 

(0.0) 

0/14 

(0.0) 

0/12 

(0.0) 

0/14 

(0.0) 
1/2 

(50.0) 1/7 (14.3) 0.014 

Fiebre 

531/752 

(70.6) 

292/417 

(70.0) 

114/162 

(70.4) 
36/49 (73.5) 

23/28 

(82.1) 

14/23 

(60.99 

11/18 

(61.1) 

13/15 

(86.7) 

12/15 

(80.0) 

11/15 

(73.3) 

1/2 

(50.0) 4/8 (50.0) 0.580 

Hemoptisis 

250/753 

(33.2) 

141/417 

(33.8) 

39/163 

(23.9) 
19/49 (38.8) 

13/28 

(46.4) 
11/23 

(47.8) 

8/18 

(44.4) 

7/15 

(46.7) 

5/15 

(33.3) 

7/15 

(46.7) 
0/2 (0.0) 

0/8 (0.0) 0.030 

Cavidades en rayos X 
282/626 

(45.1) 

152/344 

(44.2) 

74/136 

(54.5) 
11/40 (27.5) 

12/24 

(50.0) 

8/19 

(42.1) 

7/17 

(41.2) 

3/12 

(25.0) 

3/12 

(25.0) 

9/13 

(69.2) 

1/2 

(50.0) 2/7 (28.6) 0.054 

IMC [mediana (RIQ)] 
20.9 (18.4-

23.8) 

20.5 (18.1-

23.4) 

21.0 

(18.9-

24.1) 

20.3 (18.9-

22.4) 
21.6 (18.7-

24.1) 

22.7 

(19.0-

24.2) 

20.9 

(18.0-

24.1) 

23.0 

(19.1-

24.9) 

23.9 

(22.2-

25.7) 

22.1 

(18.7-

24.0) 

25.4 

(21.6-

29.3) 

21.3 (18.6-

22.6) 0.053 

Días entre el inicio de 

síntomas e inicio de 

tratamiento  [mediana 

(RIQ)] 

105  

(67-182) 

106  

(63-180) 

119 (80-

196) 
129  

(83-198) 

122  

(88-284) 

85 (28-

131) 

102 (66-

215) 

82 (53-

155) 

68 (51-

96) 

76 (48-

92) 

101 (22-

179) 

112  

(82-136) 
0.017 

Perteneciente a clúster 

519/755 

(68.7) 
318/419 

(75.9) 

95/163 

(58.3) 
36/49 (73.5) 

17/28 

(60.7) 

12/23 

(52.2) 

8/18 

(44.4) 

9/15 

(60.0) 

11/15 

(73.3) 

10/15 

(66.7) 
0/2 (0.0) 

3/8  

(37.5) <0.001 

* Chi cuadrada de Pearson 

† Prueba Kruskal-Wallis 
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8.9 Características clínicas asociadas con sublinajes Harlem, LAM y otros. 

Exploramos la posible asociación entre sublinajes y características clínicas de la 

población, para ello, realizamos el agrupamiento de los pacientes con los sublinajes 

Haarlem, LAM y distintos a Haarlem y LAM Tabla 8. Observamos que 61.3% (247/419) 

de pacientes con sublinaje Haarlem fueron hombres, presentaron un IMC de 20.5 (18.1-

23.4) menor al promedio y 75.9% (318/419) se encontraron en conglomerado. El 54.5% 

(74/136) de los pacientes con aislados de sublinaje LAM presentaron cavitaciones. En los 

pacientes con sublinajes distintos a Haarlem y LAM, el 20.8% (36/173) habían fumado 

alguna vez, y 40.5% (70/173) presentaron hemoptisis, todos con significancia estadística 

(p<0.05). 

Tabla 8. Características sociodemográficas y clínicas de los pacientes con TBP en Orizaba, 

Veracruz, 1997-2010, analizadas por el sublinaje de los aislados de M. tuberculosis 

obtenido por el panel 24-loci MIRU-VNTR.  

Variable 
Total Haarlem LAM Otros Valor 

p* n/total (%) n/total (%) n/total (%) n/total (%) 

Hombre 442/755 (58.5) 257/419 (61.3) 81/163 (49.7) 104/173 (60.1) 0.034 

Edad (años) [mediana (RIQ)] 45 (32-59) 45 (33-59) 43 (30-55) 47 (31-60) 0.503† 

>6 años de educación formal 507/754 (67.2) 277/418 (66.3) 115/163 (70.6) 115/173 (24.3) 0.595 

Piso de tierra 174/755 (23.1) 88/419 (21.0) 44/163 (27.0) 42/173 (24.0) 0.277 

Localidad rural 99/732 (13.5) 47/409 (11.5) 30/159 (18.9) 22/164 (13.4) 0.070 

Distancia al centro de salud más cercano 

(metros) [mediana (RIQ)] 
708 (414-1,099) 775 (432-1,184) 775 (432-1,183.7) 737 (455-1,118) 0.241† 

Acceso a seguridad social 254/755 (33.6) 152/419 (36.3) 48/163 (29.5) 54/173 (31.2) 0.218 

Alguna vez ha consumido alcohol 330/753 (43.8) 194/417 (46.5) 64/163 (39.3) 72/173 (41.6) 0.229 

Alguna vez ha fumado 164/753 (21.8) 106/417 (25.4) 22/163 (13.5) 36/173 (20.8) 0.007 

Alguna vez ha consumido drogas ilícitas 35/754 (4.6) 19/418 (4.6) 5/163 (3.1) 11/173 (6.4) 0.355 

Sin hogar o residencia en instituciones 20/754 (2.7) 12/419 (2.9) 4/162 (2.5) 4/173 (2.3) 0.918 

Diabetes mellitus tipo 2 250/755 (33.1) 138/419 (32.9) 52/163 (31.9) 60/173 (34.7) 0.858 

Infección por VIH 13/739 (1.8) 7/410 (1.7) 3/163 (1.8) 3/166 (1.8) 0.993 

Paciente nuevo 688/754 (91.3) 384/418 (91.9) 145/163 (89.0) 159/173 (91.9) 0.505 

Tres o más cruces vs menos de tres cruces 
primer BAAR o en el BAAR diagnóstico 

con mayor número de cruces 

211/755 (28.0) 123/419 (29.4) 47/163 (28.8) 41/173 (23.7) 0.363 

Resistencia a al menos un fármaco 117/612 (19.1) 68/337 (20.2) 25/131 (19.1) 24/144 (16.7) 0.669 

MDR 21/612 (3.4) 8/337 (2.4) 8/131 (6.1) 5/144 (3.5) 0.138 

Fiebre 531/752 (70.6) 292/417 (70.0) 114/162 (70.4) 125/173 (72.3) 0.861 

Hemoptisis 250/753 (33.2) 141/417 (33.8) 39/163 (23.9) 70/173 (40.5) 0.005 

Cavidades en rayos X 282/626 (45.1) 152/344 (44.2) 74/136 (54.5) 56/146 (38.4) 0.023 

IMC [mediana (RIQ)] 20.9(18.4-23.8) 20.5(18.1-23.4) 21.0(18.9-24.1) 21.6(19.0-23.9) 0.016† 

Días entre el inicio de síntomas e inicio 
de tratamiento [mediana (RIQ)] 

105 (67-182) 106 (63-180) 119 (80-196) 97 (66.5-175) 0.098† 

Pertenece a clúster 519/755 (68.7) 318/419 (75.9) 95/163 (58.3) 106/173 (61.3) <0.001 

* Chi cuadrada de Pearson 

† Prueba Kruskal-Wallis 
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8.10 Desenlace del tratamiento y su asociación por sublinaje. 

Analizamos el desenlace al tratamiento de los pacientes y comparamos cura o término de 

tratamiento con fracaso en todos los sublinajes identificados. Se observó que los aislados de 

sublinaje X (2/11, 18.2%) y desconocido (1/7, 14.3%) presentaron mayor proporción de 

fracaso; seguidos de Cameroon (3/41, 7.3%), EAI (1/15, 6.7%), S (1/18, 5.6%), LAM 

(6/135, 4.4%), Uganda (1/26, 3.9%) y Haarlem (5/358, 1.4%), los pacientes con sublinajes 

Beijing, Ghana y TUR no presentaron fracaso al tratamiento Tabla 9. 

Tabla 9. Resultados del desenlace al tratamiento en pacientes con TBP de la cohorte de 

Orizaba, Veracruz, 1997-2010, analizados por sublinaje determinado por el panel 24-loci 

MIRU-VNTR.  

Variable 

Total 

 

Haarlem LAM Cameroon UgandaI Ghana S X TUR EAI Beijing Descono

cido Valor 

de p* n/total  

(%) 

n/total  

(%) 

n/total 

(%) 

n/total  

(%) 
n/total (%) 

n/total 

(%) 

n/total 

(%) 

n/total 

(%) 

n/total 

(%) 

n/total 

(%) 

n/total 

(%) 

n/total  

(%) 

Resultado de tratamiento 

Abandono 
49/755 

(6.5) 

27/419  

(6.4) 
13/163  

(8.0) 

3/49  

(6.1) 

0/28  

(0.0) 

0/23  

(0.0) 

0/18  

(0.0) 

4/15  

(26.7) 

1/15  

(6.7) 

0/15  

(0.0) 

0/2  

(0.0) 

1/8  

(12.5) 

0.059 

Cura 
532/755 

(70.5) 

306/419 

(73.0) 
109/163 

(66.9) 

28/49  

(57.1) 

23/28 

(82.1) 

15/23  

(65.2) 

14/18 

(77.8) 

8/15  

(53.3) 

9/15  

(60.0) 

13/15 

 (86.7) 

2/2  

(100) 

5/8  

(62.5) 

Término de tratamiento 
93/755  

(12.3) 

47/419 

 (11.2) 
20/163  

(12.3) 

10/49 

(20.4) 

2/28  

(7.1) 

6/23  

(26.1) 

3/18  

(16.7) 

1/15  

(6.7) 

2/15  

(3.3) 

1/15  

(6.7) 

0/2  

(0.0) 

1/8  

(12.5) 

Fracaso 
20/755 

(2.7) 

5/419  

(1.2) 
6/163  

(3.7) 

3/49  

(6.1) 

1/28  

(3.6) 

0/23  

(0.0) 

1/18  

(5.6) 

2/15  

(13.3) 

0/15  

(0.0) 

1/15  

(6.7) 

0/2  

(0.0) 

1/8  

(12.5) 

Defunción durante 

tratamiento 
26/755 

(3.4) 

19/419  

(4.5) 
4/163  

(2.5) 

2/49  

(4.1) 

1/28  

(3.6) 

0/23  

(0.0) 

0/18  

(0.0) 

0/15  

(0.0) 

0/15  

(0.0) 

0/15  

(0.0) 

0/2  

(0.0) 

0/8  

(0.0) 

Sin información 
35/755 

(4.6) 

15/419  

(3.6) 
11/163  

(6.8) 

3/49  

(6.1) 

1/28  

(3.6) 

2/23  

(8.7) 

0/18  

(0.0) 

0/15  

(0.0) 

3/15  

(20.0) 

0/15  

(0.0) 

0/2  

(0.0) 

0/8  

(0.0) 

Fracaso al tratamiento 

Fracaso 
20/645  

(3.1) 

5/358  

(1.4) 
6/135  

(4.4) 

3/41  

(7.3) 

1/26  

(3.9) 

0/21  

(0.0) 

1/18  

(5.6) 
2/11  

(18.2) 

0/11  

(0.0) 

1/15  

(6.7) 

0/2  

(0.0) 
1/7  

(14.3) 
0.029 

Cura o término de 

tratamiento 
625/645 

(96.9) 

353/358 

(98.6) 
129/135 

(95.6) 

38/41 

 (92.7) 

25/26 

(96.2) 

21/21  

(100) 

17/18 

(94.4) 

9/11  

(81.2) 

11/11  

(100) 

14/15 

(93.3) 

2/2  

(100) 

6/7  

(85.7) 

No éxito a tratamiento 

Abandono, fracaso o 

defunción durante 

tratamiento 

95/720  

(13.2) 

 

51/404  

(12.6) 

23/152  

(15.1) 

8/46  

(17.4) 

2/27  

(7.4) 

0/21  

(0.0) 

1/18  

(85.6) 

6/15  

(40.0) 

1/12  

(8.3) 

1/15  

(6.7) 

0/2  

(0.0) 

2/8  

(25.0) 0.060 

Cura o término de 

tratamiento 
625/720 

(86.8) 

353/404 

(87.4) 
129/152 

(84.9) 

38/46  

(82.6) 

25/27 

(92.6) 

21/21  

(100) 

17/18 

(94.4) 

9/15  

(60.0) 

11/12 

(91.7) 

14/15 

(93.3) 

2/2  

(100) 

6/8  

(75.0) 

Muerte durante el tratamiento 

Defunción 
26/720  

(3.6) 

19/404  

(4.7) 
4/152  

(2.6) 

2/46  

(4.4) 

1/27  

(3.7) 

0/21  

(0.0) 

0/18  

(0.0) 

0/15  

(0.0) 

0/12  

(0.0) 

0/15  

(0.0) 

0/2  

(0.0) 

0/8  

(0.0) 
0.871 Cura, término de 

tratamiento, abandono o 

fracaso 

694/720 

(96.4) 

385/404 

(95.3) 

148/152 

(97.4) 

44/46  

(95.7) 

26/27 

(96.3) 

21/21  

(100) 

18/18  

(100) 

15/15  

(100) 

12/12  

(100) 

15/15  

(100) 

2/2  

(100) 

8/8  

(100) 

* Chi cuadrada de Pearson 

8.11 Desenlace a tratamiento asociados con sublinajes Harlem, LAM y otros. 

El desenlace del tratamiento, de acuerdo con los sublinajes agregados se resume en 

la Tabla 10. Se observa que al comparar cura o término de tratamiento con el fracaso, los 

pacientes con sublinajes distintos a Haarlem y LAM mostraron mayor proporción de 

fracaso a tratamiento (9/152, 5.9%), en comparación con los pacientes con sublinajes 

Haarlem (1.4%) y LAM (4.4%) (p=0.016).  
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Tabla 10. Resultados del desenlace del tratamiento de los pacientes con TBP de la cohorte 

de Orizaba, Veracruz, 1997-2010, analizado por el sublinaje determinado por el panel 24-

loci MIRU-VNTR.  

Variable 
Total Haarlem LAM Otros Valor 

de p* n/total (%) n/total (%) n/total (%) n/total (%) 

Resultado de tratamiento  

Abandono 49/755 (6.5) 27/419 (6.4) 13/163 (8.0) 9/173 (5.2) 

0.061 

Cura 532/755 (70.5) 306/419 (73.0) 109/163 (66.9) 117/173 (67.6) 

Término de tratamiento 93/755 (12.3) 47/419 (11.2) 20/163 (12.3) 26/173 (15.0) 

Fracaso 20/755 (2.7) 5/419 (1.2) 6/163 (3.7) 9/173 (5.2) 

Defunción durante tratamiento 26/755 (3.4) 19/419 (4.5) 4/163 (2.5) 3/173 (1.7) 

Sin información 35/755 (4.6) 15/419 (3.6) 11/163 (6.8) 9/173 (5.2) 

Fracaso al tratamiento 

Fracaso 20/645 (3.1) 5/358 (1.4) 6/135 (4.4) 9/152 (5.9) 
0.016 

Cura o término de tratamiento 625/645 (96.9) 353/358 (98.6) 129/135 (95.6) 143/152 (94.1) 

No éxito de tratamiento  

Abandono, fracaso o defunción 

durante tratamiento 
95/720 (13.2) 51/404 (12.6) 23/152 (15.1) 21/164 (12.8) 

0.728 

Cura o término de tratamiento 625/720 (86.8) 353/404 (87.4) 129/152 (84.9) 143/164 (87.2) 

Defunción durante tratamiento  

Defunción 26/720 (3.6) 19/404 (4.7) 4/152 (2.6) 3/164 (1.8) 

0.192 Cura, término de tratamiento, 

abandono o fracaso 
694/720 (96.4) 385/404 (95.3) 148/152 (97.4) 161/164 (98.2) 

* Chi cuadrada de Pearson 

 

La comparación entre las características clínicas de acuerdo con el desenlace de cura o 

término de tratamiento comparado con fracaso (Tabla 11), encontramos mayor proporción 

de fracaso a tratamiento en pacientes que habían fumado alguna vez (8/20, 40% vs 131/624, 

21.0% ; p= 0.034), presentaron resistencia al menos a un fármaco (13/17, 76.0% versus 

80/505, 16.0%; p<0.001), fueron MDR (5/17, 2.0% vs 6/505, 1.0%, p<0.001) y tenían 

sublinaje diferente a Haarlem y LAM (9/20, 45.0% vs 143/625, 23.0%; p=0.022). 

Observamos mayor proporción de cura en pacientes que presentaron escolaridad formal >6 

años (423/625, 68.0% vs 9/20, 45%; p=0.034) y sublinaje Haarlem (353/625, 56.5% vs 

5/20, 25%; p=0.005). 

Tabla 11. Resultados de las características clínicas y desenlace del tratamiento en pacientes 

con TB pulmonar de la cohorte de Orizaba, Veracruz, 1997-2010 

Variable 
Total Fracaso 

Cura o término de 

tratamiento Valor de p* 

n/total (%) n/total (%) n/total (%) 

Hombre 363/645 (56.0) 15/20 (75.0) 348/625 (56.0) 0.086 

Edad (años) [mediana (RIQ)] 56 (45-35) 51 (33-57) 45 (32-59) 0.787† 

>6 años de educación formal 432/645 (67.0) 9/20 (45.0) 423/625 (68.0) 0.034 

Piso de tierra 154/645 (24.0) 3/20 (15.0) 151/625 (24.0) 0.344 

Localidad rural 81/624 (13.0) 3/18 (17.0) 78/606 (13.0) 0.637 

Distancia al centro de salud más cercano 
(metros) [mediana (RIQ)] 

689 (412-1,095) 848 (274-1,260) 692 (412-1,092) 
0.717† 

Acceso a seguridad social 225/645 (35.0) 3/20 (15.0) 222/625 (36.0) 0.058 

Alguna vez ha consumido alcohol 269/644 (42.0) 10/20 (50.0) 259/624 (42.0) 0.448 

Alguna vez ha fumado 139/644 (22.0) 8/20 (40.0) 131/624 (21.0) 0.042 
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Alguna vez ha consumido drogas ilícitas 26/645 (4.0) 0/20 (0.0) 26/625 (4.0) 0.352 

Sin hogar o residencia en instituciones 14/644 (2.0) 0/20 (0.0) 14/624 (2.0) 0.498 

Diabetes mellitus tipo 2 221/645 (34.0) 7/20 (35.0) 214/625 (34.0) 0.944 

Infección por VIH 6/635 (1.0) 0/19 (0.0) 6/616 (1.0) 0.666 

Paciente nuevo 592/644 (92.0) 17/20 (85.0) 575/624 (92.0) 0.248 

Tres o más cruces vs menos de tres cruces 
primer BAAR o en el BAAR diagnóstico con 

mayor número de cruces 

174/645 (27.0) 7/20 (35.0) 167/625 (27.0) 

0.411 

Resistencia a al menos un fármaco  93/522 (18.0) 13/17 (76.0) 80/505 (16.0) <0.001 

MDR 11/522 (2.0) 5/17 (29.0) 6/505 (1.0) <0.001 

Fiebre 462/642 (72.0) 11/20 (55.0) 451/622 (73.0) 0.086 

Hemoptisis 225/645 (35.0) 6/20 (30.0) 219/625 (35.0) 0.642 

Cavidades en rayos X 244/545 (45.0) 8/13 (62.0) 236/532 (44.0) 0.218 

IMC [mediana (RIQ)] 21.0 (18.7-23.8) 19.1 (17.6-22.5) 21.1 (18.7-22.5) 0.181† 

Días entre el inicio de síntomas e inicio de 
tratamiento [mediana (RIQ)] 

105 (67-197) 152 (79-242) 105 (66-179) 
0.120† 

Sublinaje por MIRU         

Haarlem 358/645 (55.5) 5/20 (25.0) 353/625 (56.5) 0.005‡ 

LAM 135/645 (20.9) 6/20 (30.0) 129/625 (20.6) 0.311‡ 

Otros 152/645 (24.0) 9/20 (45.0) 143/625 (23.0) 0.022‡ 

Perteneciente a clúster 447/645 (69.3) 10/20 (50) 437/625 (69.9) 0.057 

* Chi cuadrada de Pearson. † Prueba Kruskal-Wallis. ‡ Prueba binomial. 

Analizamos la presencia o ausencia de cavitaciones y las comparamos con las 

características clínicas de la población Tabla 12. Encontramos que los pacientes con 

cavitaciones tenían DM2 como co-morbilidad (106/282, 38.0% vs 95/344, 28.0%; 

p=0.008), mayor número de BAAR en el esputo (101/282, 36.0% vs 71/344, 21.0%, 

p<0.001) y presentaron aislados de sublinaje LAM (74/282, 26.2% vs 62/344, 18.0%; 

p=0.013). 

Tabla 12. Características según cavitaciones en pacientes con TB pulmonar de la cohorte 

de Orizaba, Veracruz, 1997-2010 

Variable 
Total Con cavitaciones Sin cavitaciones 

Valor de p* 

n/total (%) n/total (%) n/total (%) 

Hombre 362/626 (58.0) 160/282 (57.0) 202/344 (59.0) 0.617 

Edad (años) [mediana (RIQ)] 46 (32-59) 47 (33-60) 45 (31-58 0.466† 

>6 años de educación formal 429/626 (69.0) 191/282 (68.0) 238/344 (69.0) 0.696 

Piso de tierra 151/626 (24.0) 66/282 (23.0) 85/344 (25.0) 0.704 

Localidad rural 81/610 (13.0) 36/273 (13.0) 45/337 (13.0) 0.952 

Distancia al centro de salud más cercano 

(metros)  [mediana (RIQ)] 702 (434.0-1,089) 749 (464.1-1,109) 683 (412-1,073) 0.114† 

Acceso a seguridad social 224/626 (36.0) 108/282 (38.0) 116/344 (34.0) 0.235 

Alguna vez ha consumido alcohol 265/626 (42.0) 129/282 (46.0) 136/344 (40.0) 0.118 

Alguna vez ha fumado 135/626 (22.0) 54/282 (19.0) 81/344 (24.0) 0.183 

Alguna vez ha consumido drogas ilícitas 30/626 (5.0) 12/282 (4.0) 18/344 (5.0) 0.569 

Sin hogar o residencia en instituciones 18/626 (3.0) 10/282 (4.0) 8/344 (2.0) 0.363 

Diabetes mellitus tipo 2 201/626 (32.0) 106/282 (38.0) 95/344 (28.0) 0.008 

Infección por VIH 11/616 (2.0) 2/276 (1.0) 9/340 (3.0) 0.073 

Paciente nuevo 566/625 (91.0) 249/281 (89.0) 317/344 (92.0) 0.132 

Tres o más cruces vs menos de tres cruces 

primer BAAR o en el BAAR diagnóstico 
con mayor número de cruces 

172/626 (27.0) 101/282 (36.0) 71/344 (21.0) <0.001 

Resistencia a al menos un fármaco  101/524 (19.0) 47/220 (21.0) 54/304 (18.0) 0.302 

MDR 18/524 (3.0) 8/220 (4.0) 10/304 (3.0) 0.830 

Fiebre 438/623 (70.0) 206/280 (74.0) 232/343 (68.0) 0.107 

IMC [mediana (RIQ)] 21.0 (18.4-13.8) 20.8 (18.5-23.5) 21.2 (18.4-23.9 0.356† 
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Días entre el inicio de síntomas e inicio de 

tratamiento  [mediana (RIQ)] 
104 (66-177) 108 (68-195) 100 (63-161) 0.064† 

Hemoptisis 211/625 (34.0) 95/282 (34.0) 116/343 (34.0) 0.972 

Sublinaje por MIRU         

Haarlem 344/626 (55.0) 152/282 (53.9) 192/344 (55.8) 0.632‡ 

LAM 136/626 (21.7) 74/282 (26.2) 62/344 (18.0) 0.013‡ 

Otros 146/626 (23.0) 56/282 (20.0) 90/344 (26.0) 0.063‡‡ 

Perteneciente a clúster 433/626 (69.2) 198/282 (70.2) 235/344 (68.3) 0.609‡ 

 * Chi cuadrada de Pearson. † Prueba Kruskal-Wallis. ‡ Prueba binomial  
  

Para explicar el fracaso a tratamiento, realizamos dos modelos, uno que incluyó la 

variable resistencia al menos a un fármaco, la cual presenta asociación con fracaso (RMa 

25.763, IC 95% 7.096-93.543; p<0.001),  en este mismo modelo, observamos que los casos 

con aislados diferentes a los sublinajes Haarlem y LAM (RMa 6.740, IC 95% 1.704-

26.661; p=0.007), también se asocian con fracaso a tratamiento. En el segundo modelo se 

incluyó la variable MDR, la cual está asociada con fracaso a tratamiento (RMa 31.497, IC 

95% 5.119-93.815; p<0.001). Sin embargo, en ambos modelos se observó que tener 

escolaridad >6 años de educación formal no se asoció con fracaso a tratamiento (RMa 

0.166, IC 95% 0.045-0.615; p=0.007) y (RMa 0.248, IC 95% 0.069-0.885; p=0.032) Tabla 

13. 

Tabla 13. Características asociadas a fracaso a tratamiento en pacientes con TB pulmonar 

de la cohorte de Orizaba, Veracruz, 1997-2010. 

Características RMa 
IC 95% 

Valor p* RMa 
IC 95% 

Valor p* 
L.I. L.S. L.I. L.S. 

Hombre 3.030 0.766 11.984 0.114 3.152 0.810 12.266 0.098 

Edad (años) 1.042 1.000 1.086 0.051 1.034 0.995 1.074 0.085 

>6 años de educación formal 0.166 0.045 0.615 0.007 0.248 0.069 0.885 0.032 

Acceso a seguridad social 0.246 0.056 1.085 0.064 0.264 0.062 1.123 0.071 

Diabetes mellitus tipo 2 0.716 0.195 2.634 0.615 0.750 0.222 2.532 0.643 

Paciente nuevo 0.860 0.174 4.257 0.853 1.047 0.201 5.442 0.957 

Resistencia al menos a un 
fármaco  

25.763 7.096 93.543 <0.001 --- --- --- --- 

MDR --- --- --- --- 31.497 5.119 193.815 <0.001 

Sublinaje                 

Haarlem Referencia       Referencia       

LAM 2.852 0.574 14.181 0.200 2.009 0.426 9.475 0.378 

Otros 6.740 1.704 26.661 0.007 3.342 0.906 12.320 0.070 

** Regresión logística ajustada. p<0.05 valor estadísticamente significativo 

RMa =razón de momios ajustada; IC= Intervalo de confianza; L.I.=Límite inferior; L.S.: Límite superior 

 

Para identificar las variables asociadas con la presencia de cavitaciones, ajustamos 

un modelo de regresión logística Tabla 14. Encontramos que la presencia de cavitaciones 

estuvo asociada con haber consumido alguna vez bebidas alcohólicas (RMa 1.528, IC 95% 

1.041-2.243; p=0.030), tener DM2 (RMa 1.625, IC 95% 1.130-2.337; p=0.009), observar 
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BAAR en el esputo con tres o más cruces (RMa 2.198, IC 95% 1.524-3.168; p<0.001) y 

tener el sublinaje LAM (RMa 0.806, IC 95% 1.023-2.333; p=0.039). 

Tabla 14. Características asociadas a presentar cavitaciones como hallazgo radiográfico. 

Orizaba, Veracruz, 1997-2010 (n=626) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
* Regresión logística ajustada. .p<0.05 valor estadísticamente significativo 

RMa =razón de momios ajustada; IC= Intervalo de confianza; L.I.=Límite inferior; L.S.: Límite superior 

 

8.12 Secuenciación de genoma completo. 

Se realizó WGS de 12 aislados de M. tuberculosis, los cuales fueron seleccionados 

con base en su patrón de MIRU-VNTR y divididos en tres grupos como se muestra en la 

Tabla 15. El Grupo I incluyó, cuatro aislados de pacientes diagnosticados entre 2000-2006, 

con un mismo patrón de 24-loci MIRU-VNTR, un aislado presentó resistencia a 

STR+INH+RIF, otro presentó resistencia a INH, e incluyó un paciente con DM2. El Grupo 

II incluyó cuatro aislados de pacientes diagnosticados entre 2000-2006 con un mismo 

patrón MIRU-VNTR que difieren en cuatro loci del Grupo I, y tres pacientes con DM2. El 

Grupo III incluyó, cuatro aislados con patrones MIRU-VNTR diferentes entre sí, un aislado 

presentó resistencia a INH proveniente de un paciente con historia de tratamiento previo y 

DM2, también se incluyó un paciente con VIH+.  

 

 

 

Características RMa 
IC 95% 

Valor p* 
L.I. L.S. 

Hombre 0.781 0.529 1.152 0.212 

Edad (años) 1.003 0.993 1.013 0.573 

Alguna vez ha consumido bebidas alcohólicas 1.528 1.041 2.243 0.030 

Diabetes mellitus tipo 2 1.625 1.130 2.337 0.009 

Tres o más cruces vs menos de tres cruces 
primer BAAR o en el BAAR diagnóstico con 

mayor número de cruces 

2.198 1.524 3.168 <0.001 

Sublinaje         

Haarlem Referencia       

LAM 1.545 1.023 2.333 0.039 

Otros 0.806 0.537 1.210 0.298 
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Tabla 15. Características socio-demográficas y moleculares de los aislados secuenciados 

de pacientes con TB pulmonar de la cohorte de Orizaba, Veracruz, seleccionados para el 

análisis de WGS. (n=12) 

Grupo Edad Sexo Tratamiento 
Fecha de 

diagnóstico 
Resistencia 

 

Patrón de 

 24-loci MIRU-VNTR 
Comorbilidad 

Lugar de 

procedencia 

 

I 60 M Nuevo 2000 - 23+43553532334243221332233 - Orizaba 

I 41 M Nuevo 2002 STR+INH+RIF 233553532334243221332233 - Orizaba 

I 59 F Nuevo 2004 - 233553532334243221332233 DM2 Orizaba 

I 28 M Nuevo 2006 INH 233553532334243221332233 - 
Cd. 

Mendoza 

II 17 M Nuevo 2000 - 233553531335245221334233 - Orizaba 

II 37 M Nuevo 2002 - 233553531335245221334233 DM2 
San Andrés 

Tenejapan 

II 54 M Nuevo 2002 - 233553531335245221334233 DM2 Orizaba 

II 66 F Nuevo 2006 - 233553531335245221334233 DM2 Orizaba 

III 74 M Retratado 2001 INH 243543135339225221314233 DM2 
Cd. 

Mendoza 

III 60 M Nuevo 2001 - 233543531335+6245221334233 - Nogales 

III 50 F Nuevo 2003 - 222553432336245221435231 - Río Blanco 

III 28 M Nuevo 2003 - 213642344424218221324232 VIH Orizaba 

Abreviaciones: M- masculino, F-femenino; STR-estreptomicina; INH-Isonazida; RIF-Rifampicina; EMB-Etambutol; S-

sensible; R-resistente; DM2- diabetes mellitus; VIH- Virus de la inmunodeficiencia humana.  

 Para obtener más información sobre la estructura genómica de M. tuberculosis, se 

realizó el alineamiento de las secuencias utilizando el alineador Burrows-Wheeler (BWA-

MEM) con el genoma de referencia M. tuberculosis H37Rv (NC_000962.3), incluida en los 

programas Bionumerics y MTBseq. Las características generales de las secuencias de los 

12 aislados de M. tuberculosis se muestran en la Tabla 16.  

Tabla 16. Características generales de las secuencias de M. tuberculosis (n=12). 

Muestra 
Total de 

lecturas 

% de 

lecturas 

mapeadas 

Contenido 

%GC 

Profundidad 

media de 

cobertura  

No. de 

SNP 
Deleciones Inserciones Sustituciones 

5236 13,149,811 98.50 65.62 437 1012 296 154 510 

4493 13,262,202 98.80 65.62 433 1027 296 155 519 

44956 13,207,707 98.66 65.62 441 1019 301 146 513 

22253 13,363,485 98.96 65.62 448 1016 304 151 513 

5205 13,549,276 98.76 65.63 448 1022 216 175 517 

2038 13,585,490 98.79 65.63 449 1029 207 155 520 

43187 13,591,850 98.95 65.63 451 1022 213 161 518 

32509 13,245,134 98.76 65.63 445 1027 205 189 518 

5420 13,492,854 98.69 65.62 448 1075 423 174 557 

25184 13,616,202 98.93 65.63 454 1016 219 165 517 

24094 13,660,914 99.06 65.63 453 1023 241 157 519 

11066 13,595,559 98.95 65.62 454 950 293 154 495 
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Abreviaciones: G-guanina, C-citosina; SNP-polimorfismo de nucleótido simple  

8.13 Formación de conglomerados por WGS. 

La formación de conglomerados se determinó al calcular el número de SNP de 

diferencia entre los aislados de M. tuberculosis secuenciados Figura 9. Los conglomerados 

observados por secuenciación del genoma completo fueron similares a los obtenidos 

mediante el panel 24-loci MIRU-VNTR, en donde los aislados con patrones de MIRU-

VNTR diferentes presentan mayor número de SNP.  

En el Grupo I, la distancia de SNP entre el aislado del año 2000 y los aislados de 

2002, 2004 y 2006, fueron 21, 13 y 16 SNP respectivamente. En el Grupo II encontramos 

tres SNP de distancia entre el aislado de 2000 y 2002. En tanto que encontramos dos SNP 

de diferencia entre los dos aislados del año 2002. Asimismo, observamos 11 SNP de 

distancia entre los aislados de los años 2000 y 2006. La distancia más corta entre los 

grupos, se identificó en el aislado del año 2000 del Grupo II y el aislado de 2001 del Grupo 

III con 49 SNP de diferencia. También observamos que el número de SNP es menor entre 

pacientes con DM2 Figura 9. 

Finalmente, entre los aislados del Grupo III observamos de 165-793 SNP de 

diferencia. El aislado más distante fue del paciente con VIH+, diagnosticado con TB en el 

año 2003. 
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Figura 9. Formación de conglomerados por WGS a partir de la diferencia de SNP entre los 12 

aislados de M. tuberculosis de pacientes con TB pulmonar de Orizaba, Veracruz. Cada círculo 

representa un aislado y el color representa el año de aislamiento. Los círculos del fondo (gris y morado) 

corresponden a un grupo con un mismo patrón de MIRU-VNTR. Los círculos sin fondo representan aislados 

con patrón de MIRU-VNTR diferente. Las líneas entre nodos representan la distancia genética por número de 

SNP. DM2= diabetes mellitus tipo 2; VIH+ = virus de la inmunodeficiencia humana. La formación de 

conglomerados se realizó con el programa BioNumerics
®
 v7.6. 

8.14 Dinámica de la transmisión de la enfermedad. 

Con los resultados obtenidos de WGS, podemos inferir la dinámica de la 

transmisión de la TB, mediante el número de SNP observados y su posición a lo largo del 

genoma en cada aislado Figura 10. En el Grupo I, los aislados de los años 2000 y 2004, 

ambos provenientes de pacientes del municipio de Orizaba y sin relación epidemiológica 

referida, comparten la posición de SNP. En estos pacientes, se confirmó la transmisión 

directa al excluir del análisis las regiones repetitivas, lo cual disminuye la distancia de 13 a 

11 SNP de diferencia entre ambos aislados. En este grupo también encontramos aislados 
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con distancia genética de >13 SNP y posición distinta, los pacientes además refirieron 

haber tenido contacto con un paciente con TB diferente a los incluidos en el análisis Figura 

10A.  

En el Grupo II, se encuentran un aislado del año 2000 de un paciente de Orizaba y 

dos aislados del año 2002 uno de Orizaba y el otro de San Andrés Tenejapan, todos ellos 

sin relación epidemiológica pero que comparten un patrón de SNP semejante, lo que 

sugiere fuertemente la existencia de un evento de transmisión Figura 10B. El aislado de 

2006 difiere de los otros del mismo grupo por la distribución de los SNP en el genoma, el 

paciente refirió haber tenido contacto con un paciente con TB diferente a los incluidos en el 

análisis. 

Finalmente, en el Grupo III los aislados presentan patrones de SNP diferentes entre 

ellos y provienen de pacientes con domicilio en municipios diferentes (Orizaba, Río 

Blanco, Ciudad Mendoza y Nogales). En la Figura 11 se muestra la distribución geográfica 

de los 12 pacientes seleccionados para realizar la secuenciación del genoma completo. 
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Figura 10. Análisis comparativo de los genomas de M. tuberculosis. A) Grupo I y B) Grupo II. La 

posición y número de SNP se indican con líneas dentro de los círculos. Cada círculo de color representa un 

aislado. La comparación de los genomas se realizó con el programa BioNumerics
®
 v7.6. 
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Figura 11. Mapa de la ciudad de Orizaba, Veracruz. Distribución geográfica de los 12 

pacientes seleccionados con TB pulmonar.    

8.15 Clasificación de los 12 aislados seleccionados para WGS.  

Los 12 aislados fueron clasificados en sublinajes basándose en marcadores 

filogenéticos más canónicos como son los SNP. El sublinaje Haarlem 4.1.2.1, se confirmó 

en diez aislados clasificados previamente por el panel 24-loci MIRU-VNTR. Dos aislados 

fueron re-clasificados, un aislado previamente clasificado como Haarlem se re-clasificó 

como sublinaje X 4.1.1.3 proveniente del paciente diagnosticado en 2001 con DM2. Otro 

aislado clasificado previamente como UgandaI, fue re-clasificado como sublinaje LAM 

4.3.4.1 proveniente del paciente diagnosticado en 2003 con VIH. 
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8.16 Determinación de mutaciones que confieren resistencia. 

Se identificaron cinco mutaciones en genes que confieren resistencia a fármacos 

anti-tuberculosis Tabla 17. El aislado con resistencia a STR, INH y RIF, presentó mutación 

en el codón 88 del gen rpsL con sustitución de Lisina por Arginina (Lys88Arg), dicha 

mutación confiere resistencia a STR, además se observó la inserción de dos nucleótidos 

(AT) en la región promotora del gen ahpC n.-88_-87, la cual confiere resistencia a INH y 

una mutación en el codón 450 (Ser450Leu) del gen rpoB, esta mutación confiere resistencia 

a RIF. En otro aislado con resistencia fenotípica a INH, encontramos la mutación en el 

codón 315 (Ser315Thr) del gen katG. En el tercer aislado con resistencia a INH, además de 

presentar la sustitución en el gen katG Ser315Thr, observamos la sustitución de una 

citosina por timina (C>T) en la región promotora fabG-inhA en el nucleótido n.-15. A pesar 

de que los aislados fueron sensibles a EMB por pruebas fenotípicas, encontramos la 

sustitución de Metionina por Valina en el codón 305 (Met306Val) del gen embB.  

Tabla 17. Resultados del análisis de las mutaciones en genes que confieren resistencia a 

fármacos obtenidas por la secuenciación de genoma completo de 12 aislados de M. 

tuberculosis seleccionados 

Aislado Resistencia Mutaciones asociadas 
 

  
STR INH RIF EMB 

4493-2000 
STR+INH+RI

F 

rpsL 

Lys88Arg 

ahpC ins  -88-

87 AT promotor  
rpoB Ser450Leu embB Met306Val 

22253-2006 INH 
 

katG Ser315Thr 
 

embB Met306Val 

5420-2001 INH 
 

katG Ser315Thr 

fabG-inhA -

15C>T 
 

embB Met306Val 

Abreviaciones: STR-estreptomicina; INH-Isonazida; RIF-Rifampicina; EMB-Etambutol 
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10. DISCUSIÓN.  
 El objetivo de este trabajo fue estudiar la estructura poblacional de los aislados de 

M. tuberculosis de una cohorte de pacientes con TBP en Orizaba, Veracruz. Para ello se 

determinó la prevalencia de los sublinajes circulantes en la población mediante la 

tipificación por 24-loci MIRU-VNTR de 755 aislados de M. tuberculosis. Así mismo, se 

evalúo la efectividad del método de tipificación y se determinó la asociación entre 

sublinajes de M. tuberculosis, el perfil de resistencia y las características clínicas de la 

población. Finalmente, se realizó WGS en 12 aislados para determinar la clonalidad de los 

mismos y trazar la dinámica de la transmisión por medio del número de variantes, e 

identificar mutaciones asociadas a resistencia. 

 Los aislados analizados en este estudio, representan el 66.7% (755/1132) de los 

casos de TB de un estudio poblacional que se realizó durante un periodo de 15 años en 12 

municipios de la jurisdicción sanitaria de Orizaba, Veracruz, en el sur de México. El linaje 

predominante fue el linaje 4 (Euro-Americano) que representa el 96.7%  de los aislamientos 

incluyendo principalmente los sublinajes Haarlem y LAM (77.1%). El linaje 4 se ha 

detectado en otras regiones de México lo que indica una alta endemicidad (López-Rocha et 

al., 2013; Zenteno-Cuevas et al., 2015; Flores-López et al., 2017). El linaje 4 es el más 

común y geográficamente extendido. Según estudios filogenéticos, la epidemiología actual 

de la TB se debe casi en su totalidad a las migraciones históricas de Europa hacia América 

(Brynildsrud et al., 2018). Además, el incremento de la virulencia de este linaje junto con 

condiciones como el hacinamiento, los factores adversos del estilo de vida, las condiciones 

de trabajo y el contacto con individuos de la comunidad podrían haber facilitado la 

diseminación y adaptación del linaje 4 en esta población (Coscolla and Gagneux, 2014). 

 La frecuencia de aislados del sublinaje Haarlem (55.5%) y LAM (21.6%) fue mayor 

en este estudio comparado con otros estudios en México (22.1%, 32%, 9.5%), en donde 

predomina el sublinaje T (23.8%, 20%, 25.4%) (Molina-Torres et al., 2010; Zenteno-

Cuevas et al., 2015; Lopez-Avalos et al., 2017). Un estudio realizado en Colombia sobre la 

estructura poblacional de M. tuberculosis presentó resultados similares a los nuestros, los 

sublinajes Haarlem y LAM se presentaron en el 53.3% de sus aislados (Realpe et al., 2014). 

Dado que el éxito de un linaje en particular se mide por el aumento de su frecuencia a lo 

largo del tiempo en una población determinada (Coscolla and Gagneux, 2014) se sugiere 
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que los sublinajes Haarlem y LAM se han adaptado bien a la población estudiada. Lo más 

probable es que la diseminación y los largos periodos de circulación de los aislados de estos 

sublinajes han generado muchas de las variantes observadas de Haarlem (164) y LAM (99) 

manteniendo al mismo tiempo un cierto grado de homogeneidad. Este hallazgo apoya la 

idea de una asociación simpática entre el huésped humano y M. tuberculosis (Gagneux et 

al., 2006). 

 También identificamos aislados de sublinaje Cameroon (6.5%), UgandaI (3.7%), 

Ghana (3%), S (2.4%), X y TUR (2%) que a pesar de ser poco comunes contribuyen a la 

diversidad genética de la región. En un estudio realizado cerca de la frontera norte de 

México se describió la diversidad genética similar (n=35; 25%) a la de este estudio, dicho 

estudio sugiere que la diversidad observada fue probablemente impulsada por la migración 

(Flores-López et al., 2017). Aunque la distribución de los sublinajes de Cameroon, UgandaI 

y Ghana están restringidas localmente, existen factores biológicos intrínsecos o extrínsecos 

como la migración que pueden influir en su distribución (Stucki et al., 2016). Sin embargo, 

dado que se desconoce el índice de migración en la población de Orizaba no podemos 

determinar sí la migración influyó en la prevalencia de alguno de estos sublinajes. 

 Encontramos 15/755 (2%) aislados del linaje 1. Se han descrito resultados similares 

en Baja California (n=3; 2.1%) (Flores-López et al., 2017), el Estado de México (n=4; 2%) 

(Zenteno-Cuevas et al., 2015), Jalisco (1.56%) (Lopez-Avalos et al., 2017) y como linaje 

predominantemente en el estado de Guerrero (n=119; 44.6%) (Nava-Aguilera et al., 2011). 

La aparición de este linaje poco común en Orizaba podría ser útil para evaluar el control de 

la TB y los programas de vigilancia epidemiológica. 

 El sublinaje Beijing se encontró en dos aislados genotípicamente distantes por 

MIRU-VNTR uno de los cuales presentó MDR. Este sublinaje se ha encontrado 

previamente con poca frecuencia en México (López-Rocha et al., 2013; Zenteno-Cuevas et 

al., 2015; Flores-López et al., 2017) aunque se encuentra predominantemente en países al 

este de Asia. Sin embargo, los aislados de este sublinaje son capaces de extenderse 

rápidamente por todo el mundo como resultado de la migración (Coscolla and Gagneux, 

2014). Por lo tanto, sugerimos la vigilancia de la presencia de este sublinaje para prevenir 
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su diseminación ya que ha sido asociado con el desarrollo de MDR, fracaso a tratamiento y 

recaída (Coscolla and Gagneux, 2014). 

 Las tasas de transmisión de M. tuberculosis suelen inferirse comparando aislados 

idénticos obtenidos de pacientes en un entorno epidemiológico determinado (Coscolla and 

Gagneux, 2014). La tasa de transmisión puede medirse mediante el RTI, nosotros 

obtuvimos un RTI del 51.7% lo que sugiere que poco más de la mitad de casos de TB 

estudiados fue resultado de transmisión reciente mientras que el resto probablemente fue 

debido a la reactivación de la enfermedad latente. Sin embargo, los casos de transmisión 

reciente pueden estar sobreestimados, en estudios previos se han descrito casos con aislados 

de M. tuberculosis genéticamente idénticos pero que carecen de relación epidemiológica, 

más bien son el resultado de la circulación constante de una cepa común en la región 

(Davidson et al., 2018). Por lo tanto, es necesario interpretar el RTI con cautela cuando la 

relación epidemiológica no es evidente. 

 En el presente estudio la resistencia a INH fue la más común. Este resultado es 

similar al notificado previamente en esta misma cohorte en la cual la resistencia a INH 

estuvo asociada con haber tenido contacto con una persona con TB (aOR 1,85; IC 95%: 

1,15-2,96) (Báez-Saldaña et al., 2016). Encontramos baja proporción de aislados MDR 

(3,2%; 20/612), de los cuales el 50% (10/20) fueron de pacientes con antecedentes de 

tratamiento. Estos datos son cercanos a la prevalencia de MDR estimada (2,8%) de acuerdo 

con los datos del censo nacional de vigilancia en México (Bojorquez-Chapela et al., 2013). 

Estos hallazgos refuerzan la necesidad de realizar pruebas de susceptibilidad en los casos 

que requieren un segundo tratamiento y así evitar el fracaso a tratamiento y la consiguiente 

transmisión de aislados MDR. 

 Además, encontramos una tasa de resistencia primaria más alta (81,9%) que el 

28,9% reportado previamente en la región norte de México con alta incidencia de TB 

(Villa-Rosas et al., 2015). También observamos que los pacientes con TB-DR y diagnóstico 

nuevo tuvieron aislados que pertenecían a conglomerados (aOR 4,05; IC del 95%: 1,5-11,2; 

p = 0,007) proporcionando evidencia de que la resistencia primaria se transmitió entre la 

población del estudio. 
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 En el presente estudio, la tasa global de resistencia adquirida fue del 18,1%. De 

acuerdo con nuestros resultados, en 2019 la OMS informó que el 17,7% de los pacientes 

previamente tratados presentaron MDR/TB-RR a nivel mundial (Global TB report, 2020). 

Los hallazgos adicionales mostraron que el tratamiento previo estaba fuertemente asociado 

con la TB-MDR y esta asociación fue más fuerte en pacientes con aislamientos únicos 

(aOR de 21,56; IC del 95%: 3,5-134,3; p = 0,001). Este hallazgo es similar con diversos 

estudios realizados en México y en otros países en los que se encontró el tratamiento previo 

como factor asociado con MDR (Bojorquez-Chapela et al., 2013; Pradipta et al., 2018). La 

implementación de políticas específicas y programas que involucren la supervisión y el 

seguimiento de los pacientes previamente tratados reducirán significativamente la carga y 

la transmisión de la TB-MDR. 

 Nuestros resultados mostraron que el sublinaje LAM estuvo asociado con la TB-

MDR (aOR 4,25, IC 95% 1,4-12,7, p = 0,010). Este hallazgo coincide con otros estudios 

realizados en Perú y Brasil (Costa et al., 2013; Grandjean et al., 2015). Esto respalda el 

“efecto fundador” indicando que el sublinaje LAM es el principal responsable de la TB-

MDR en los países de América Latina como se ha descrito anteriormente (Grandjean et al., 

2015). Una posible explicación de nuestros hallazgos es que la transmisión continúa de la 

resistencia primaria y la presencia del sublinaje LAM favorecen la aparición de la TB-

MDR.  

Nosotros encontramos que los casos con aislados de sublinaje Haarlem tuvieron 

mayor proporción de pacientes en conglomerados. Un estudio previo mostró resultados 

similares, los autores observaron que los aislados de sublinaje Haarlem presentaron mayor 

probabilidad de pertenecer a un conglomerado (Yimer et al., 2015). Este resultado confirma 

la amplia distribución y diversidad genética del linaje 4 y su virulencia, la cual se refleja 

con la formación de conglomerados y el éxito de su transmisión entre la población (Stucki 

et al., 2016).  

Por otro lado, encontramos que los pacientes con aislados de sublinaje Cameroon 

tardaron más días entre el inicio de síntomas e inicio de tratamiento. Un resultado 

semejante ha sido descrito previamente en pacientes con aislados de linaje 7 en Etiopia, 

donde observaron que la razón de tardar más tiempo entre el inicio de síntomas e inicio de 
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tratamiento fue atribuido al lento crecimiento de las cepas de linaje 7 (Yimer et al., 2015). 

Debido a que el inicio de tratamiento es importante para cortar las cadenas de transmisión, 

sería necesario realizar pruebas fenotípicas sobre el tiempo de crecimiento de los aislados 

de sublinaje Cameroon para confirmar dicha hipótesis. 

Con respecto al sublinaje Ghana, encontramos que la mayoría de los pacientes 

presentaron hemoptisis, sin embargo, nada ha sido descrito anteriormente sobre posibles 

asociaciones clínicas y este sublinaje. 

Otro resultado interesante se refiere a los casos con aislados de M. tuberculosis de 

linaje Indo-Oceánico (EAI), los cuales fueron más frecuentes en hombres, en pacientes con 

DM2 y en pacientes que alguna vez habían fumado. Se ha descrito que la DM2 por si sola 

está asociada con la infección por M. tuberculosis y progresión a enfermedad activa con 

presentación severa de la enfermedad (Restrepo and Schlesinger, 2013). Además, se ha 

visto disminución de la función pulmonar en pacientes con DM2 fumadores comparada con 

no fumadores (Kolahian et al., 2019). Por lo tanto, es probable que los factores sociales 

contribuyan a la presencia del sublinaje EAI. Además, los pacientes con aislados de 

sublinaje EAI presentaron mayor proporción de cavitaciones (69.2%) pero sin significancia 

estadística. Un estudio que evaluó la relación huésped-patógeno y su asociación con el 

desenlace clínico en pacientes con TB, describió que aquellos pacientes infectados con 

cepas que se originaron en regiones geográficas distintas del origen del paciente 

(alopátricas) como el sublinaje EAI en América presentaron mayor riesgo de daño 

pulmonar (Pasipanodya et al., 2013). Como observamos en nuestros resultados, se ha 

sugerido que aunque estos sublinajes están menos adaptados para transmitirse y causar 

enfermedad en miembros plenamente competentes de poblaciones humanas alopátricas 

pueden hacerlo en el contexto de resistencia inmunológica deteriorada del huésped 

(Gagneux et al., 2006). Sin embargo, es necesario realizar la secuenciación del genoma 

completo de los aislados del sublinaje EAI para conocer las características genéticas del 

patógeno que facilitan su posible adaptación y transmisión.  

El linaje del Este de Asia (Beijing), fue encontrado en dos pacientes de edad 

avanzada, uno de ellos presentó VIH y el otro DM2 y MDR. Los aislados Beijing fueron 

genéticamente distintos con 9/15 alelos de diferencia por el panel 24-loci MIRU-VNTR, 
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probablemente estos casos son resultados de reactivación de una infección latente. La 

familia Beijing ha sido asociada con MDR, sin embargo, en este estudio los datos no son 

concluyentes, debido a que solo son dos aislados (Hu et al., 2011; Gagneux, 2018). Sin 

embargo, es muy probable que el perfil MDR de uno de los aislados sea consecuencia de la 

presión selectiva de los antibióticos ya que el paciente había recibido tratamiento previo. 

Observamos mayor proporción de fracaso a tratamiento en pacientes con aislados de 

sublinaje distinto a Haarlem y LAM, en pacientes que habían fumado alguna vez, y también 

se asoció con tener resistencia al menos a un fármaco o MDR. En el análisis de 

características clínicas asociadas por sublinaje, la resistencia se presentó en mayor 

proporción en aislados de sublinaje Cameroon (13/49, 30.2%), UgandaI (5/22, 22.7%) y 

Ghana (2/16, 12.5%). Recientemente, un estudio en Níger, reportó 75% de resistencia a RIF 

y MDR en aislados de sublinaje Cameroon y Ghana (Ejo et al., 2020). De acuerdo con 

nuestros resultados los sublinajes Cameroon y Ghana geográficamente restringidos dentro 

del linaje Euro-Americano, parecen haberse adaptado a la población de estudio y 

contribuyen de manera importante a la generación de resistencia. Por lo tanto, sería 

necesario realizar la genotipificación a un mayor número de aislados de estos sublinajes y 

realizar pruebas de susceptibilidad para conocer el impacto real sobre la resistencia de 

sublinajes poco descritos en México. La variable tener >6 años de educación formal fue 

significativa, la cual resultó no estar asociada con falla a tratamiento. Probablemente, tener 

un mayor nivel educativo refleja que los pacientes comprenden la importancia del apego y 

término de tratamiento.  

Otro resultado observado fue que el sublinaje LAM estuvo asociado con la 

presencia de cavitaciones, el consumo de alcohol, la DM2 y la baciloscopia con tres o más 

cruces. Se han informado resultados similares previamente sobre la presencia de 

manifestaciones más severas en pacientes con DM2 y TB (Jiménez-Corona et al., 2013; 

Armstrong et al., 2020). Así mismo, se ha reportado que la presencia de cavitaciones en TB 

pulmonar tiende a ser más contagiosa/transmisible debido a la carga bacilar alta (Palaci et 

al., 2007). Estos resultados respaldan lo descrito por Pasopanodya y cols., quienes 

describen que las cepas de linajes modernos como el Euro-Americano desarrollaron 

propiedades no letales, pero producen daño en pulmón lo que incrementa su capacidad de 
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diseminación entre la población (Pasipanodya et al., 2013). Por ello, en México, con el 

incremento de la población con DM2 y la presencia de M. tuberculosis con sublinaje LAM 

puede producir mayor transmisión de TB debido al daño pulmonar. Por lo que sugerimos 

implementar la genotipificación de aislados de M. tuberculosis con el uso del panel 24-loci 

MIRU-VNTR en México y conocer el impacto del sublinaje LAM.  

En el presente estudio, la formación de conglomerados por el número y posición de 

SNP entre los 12 aislados secuenciados fue similar a la obtenida a partir de la 

genotipificación por el panel 24-loci MIRU-VNTR. Encontramos que los aislados con 

patrones de MIRU-VNTR diferentes presentaron mayor número y diferente posición de los 

SNP. Aunque la tipificación por MIRU-VNTR es menos informativa y precisa que la 

WGS, se puede utilizar como prueba de escrutinio inicial, para la identificación aproximada 

del sublinaje y la exclusión o la inclusión de aislados de una cadena de transmisión de TB. 

Nuestros resultados respaldan lo descrito previamente por Merker y cols., quienes 

informaron que aquellos aislados en conglomerados pueden ser analizados con base en los 

marcadores MIRU-VNTR antes de la WGS, especialmente en ausencia de datos 

epidemiológicos de apoyo o cuando se sabe que la diversidad genética de la población es 

restringida (Merker et al., 2017). Por lo anterior, recomendamos realizar la secuenciación 

preferentemente en aquellos aislados que previamente se presentaron en conglomerado por 

herramientas como MIRU-VNTR en regiones con alta carga de TB y cepas comunes 

circulantes.  

Otro aspecto a considerar es que se desconoce un vínculo epidemiológico entre los 

casos de los aislados de M. tuberculosis en conglomerados. Como ha sido descrito 

anteriormente, resolver los eventos de transmisión adecuadamente es un desafío en países y 

regiones con carga alta de TB donde se sospecha que podrían existir múltiples casos que 

actúan como fuente de infección o bien la transmisión por contactos casuales (Dixit et al., 

2019).  

Respecto al análisis de WGS, los aislados de 2000 y 2004 del Grupo I presentaron 

11 SNP de diferencia distribuidos de manera similar, nuestros resultados concuerdan con el 

punto de corte descrito anteriormente (≤12 SNP) para determinar transmisión reciente, por 

lo cual se infiere son resultado de un evento transmisión (Walker et al., 2013). Por otra 
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parte, los aislados de los años 2002 y 2006 del Grupo I con una diferencia >12 SNP no se 

consideraron como involucrados en la transmisión directa (Nikolayevskyy et al., 2019). 

Muy probablemente los aislados con una diferencia >12 SNP podrían haber participado 

como intermediarios en la cadena de transmisión ya que estos casos comunicaron haber 

tenido contacto con pacientes con TB distintos a los incluidos en el análisis de 

secuenciación. Por lo que sería necesario incrementar el número de aislados secuenciados 

para inferir con mayor precisión la dinámica de la transmisión.  

Con base en la posición y la distancia de SNP en los aislados del Grupo II, se 

observó que la distancia más pequeña fue entre los aislados de 2000 y 2002 (2-3 SNP). 

Recientemente Nicolayevskyy y cols., basándose en la tasa de mutaciones y observaciones 

epidemiológicas propusieron un punto de corte <6 SNP para indicar transmisión reciente, 

definida como la transmisión que ha ocurrido en los últimos tres años (Walker et al., 2013; 

Nikolayevskyy et al., 2019). Estos resultados son respaldados por la proximidad entre los 

años de diagnóstico de los casos y la presencia de DM2 como co-morbilidad. Se ha descrito 

que los pacientes con DM2 presentan alteraciones de la respuesta inmune facilitando la 

infección primaria por M. tuberculosis o bien la reactivación de la enfermedad (Kumar 

Nathella and Babu, 2017). Por lo anterior, es posible que los pacientes con DM2 

desarrollen TB primaria lo que se traduciría en un número menor de SNP como se observa 

en nuestros resultados; sin embargo, es necesario realizar más estudios. 

 Adicionalmente, en el Grupo II el aislado del año 2006 difiere con solo 11 SNP del 

aislado más cercano. Ya que la posición de SNP no coincide con el de los demás aislados, 

podría asumirse como parte del evento de transmisión por el número de SNP. Sin embargo, 

suponemos se trata de un caso intermedio o un nuevo sub-cluster como lo observado 

previamente en un estudio de transmisión de TB en España (Abascal et al., 2019). Sin 

embargo, sería necesario realizar la secuenciación a un mayor número de aislados con el 

mismo patrón de MIRU-VNTR.  

Con los datos de WGS confirmamos el sublinaje de diez aislados Haarlem 4.1.2.1., 

y re-clasificamos dos aislados, uno como sublinaje X 4.1.1.3 y otro como LAM 4.3.4.1. 

Previamente ha sido descrito que en regiones con transmisión continúa de TB usualmente 

se identifican un gran número de cepas cercanamente relacionadas como lo observado en 
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este estudio (Luo et al., 2014; Amlerova et al., 2018). Por lo que el uso de WGS favorece a 

la epidemiología al determinar variaciones genéticas sustanciales que permiten distinguir 

entre varios genotipos, el origen geográfico y evolución de las cepas especialmente en M. 

tuberculosis considerado genéticamente monomórfica y con muy poca diversidad genética. 

En este estudio encontramos una mutación en el gen rpsL que se ha descrito 

confiere resistencia a STR. Anteriormente en un par de estudios en México, la mutación en 

rpsL (Lys88Arg) se ha descrito como la segunda más común encontrada en 4/18 aislados y 

1/6 aislados de M. tuberculosis (Cuevas-Córdoba et al., 2013; Madrazo-Moya et al., 2019). 

De acuerdo con estudios previos en España y China se ha observado que la mutación en el 

gen rpsL está asociada con niveles elevados de la concentración mínima inhibitoria (MIC 

≥512mg/L) (Tudó et al., 2010; Dai et al., 2021). Por ello, sería necesario realizar pruebas de 

susceptibilidad en aquellos pacientes que presenten falla a tratamiento, además podría 

servir como un marcador subrogado de monitoreo de la transmisión de la TB, por ejemplo: 

casos con el mismo patrón genotípico y de resistencia (STR) como el grupo de aislados 

observados en este estudio. 

Para la resistencia a INH se detectaron tres diferentes mutaciones, la más común fue 

en el gen katG (Ser315Thr) encontrada en dos aislados. Este hallazgo es consistente con 

varios estudios que han demostrado que la mutación katG (Ser315Thr) es la más frecuente 

asociada con la resistencia a INH tanto en México como en otros países (Walker et al., 

2015; Juarez-Eusebio et al., 2017). Un aislado además presentó una segunda mutación en la 

región promotora de fabG-inhA -15C>T. Nuestros resultados son similares a los observados 

en un estudio reciente en Brasil, en el cual detectaron la mutación en la región promotora 

fabG-inhA -15C>T en 29/156 (18.6%) aislados y en 9/156 (5.8%) aislados presentaron 

mutaciones tanto en katG (Ser315Thr) + fabG-inhA (Matsui et al., 2020). En el aislados 

MDR identificamos una inserción (ins  -88-87 AT) en la región promotora de oxyR-

ahpC. Aunque esta mutación no ha sido reportada previamente en México, ha sido descrita 

por varios autores los cuales han observado mutaciones en diferentes posiciones de la 

región intergénica de oxyR-ahpC tanto en aislados mono-resistentes a INH como aislados 

MDR. Nuestros resultados respaldan la hipótesis de que la ocurrencia de esta mutación es 

independiente de las mutaciones en el promotor de katG 315 e inhA y suficiente para 
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producir la resistencia a INH (Vilchèze and Jacobs JR., 2014; Jagielski et al., 2015). 

Además, se ha sugerido como una alteración compensatoria que ocurre por la pérdida de la 

actividad de la catalasa-peroxidasa (katG) y que ocurre con baja frecuencia, sin embargo, se 

ha asociado con el incremento del nivel de resistencia para INH (Sherman et al., 1996; Liu 

et al., 2018). Estos resultados indican la gran variabilidad que existe en el perfil de 

mutaciones que confieren resistencia a INH, dicha variabilidad podría funcionar como un 

marcador alternativo de transmisión, y podría tener implicaciones importantes sobre el 

éxito a tratamiento, por ello es necesario considerar realizar la búsqueda de mutaciones a 

partir de datos de secuenciación. 

 

La mutación que confirió resistencia a RIF identificada en el presente estudio fue 

rpoB (Ser450Leu). Nuestros resultados concuerdan con un estudio previo en el que 

utilizaron los datos de más de 3,500 genomas de M. tuberculosis, y observaron que la 

mutación rpoB (Ser450Leu) es dominante para la resistencia a RIF (Walker et al., 2015).  

Además, en este trabajo se observó la mutación en el gen embB (Met306Val) en 

aislados susceptibles a EMB por pruebas fenotípicas. Resultados similares fueron 

reportados en un estudio previamente que incluyó aislados de diversas partes del mundo y 

México, observaron la mutación embB (Met306Val) en 100 aislados de los cuales solo 55 

fueron resistentes, y concluyeron que dicha mutación puede también estar presente en 

aislados susceptibles a EMB (Hazbón et al., 2005). Asimismo, nuestros resultados 

concuerdan con un estudio previo que describe la posible asociación entre la mutación en el 

gen embB (Met306Val) y la resistencia a EMB, encontraron la mutación en 9 aislados 

resistentes y en 11 susceptibles (Bakuła et al., 2013). Otro estudio evaluó el uso de datos de 

WGS para predecir resistencia a fármacos, y observaron la mutación embB (Met306Ile) en 

34/50 (68%) aislados fenotípicamente susceptibles (Walker et al., 2015). Por lo que 

nuestros resultados respaldan que la mutación en embB no es un marcador lo 

suficientemente confiable para predecir la resistencia a EMB. 
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11. CONCLUSIONES. 
Este estudio aporta al conocimiento de la diversidad genética global de M. tuberculosis 

en una zona de alta incidencia en México. Los sublinajes Haarlem y LAM parecen ser 

endémicos en Orizaba, Veracruz. La tasa de resistencia primaria y la transmisión de la 

resistencia fueron elevadas. La historia de tratamiento previo y el sublinaje LAM se 

asociaron a la TB-MDR. El RTI en la población fue alto. Se encontró un alto poder 

discriminatorio en ocho alelos, QUB26, QUB11b, Mtub04, MIRU40, MIRU10, Mtub30, 

QUB4156 y MIRU23. El método 24-loci MIRU-VNTR es una herramienta eficaz para la 

genotipificación, para realizar análisis filogenéticos y análisis epidemiológicos en zonas 

con alta incidencia de TB.  

Además, este estudio aporta resultados relevantes sobre la asociación entre la presencia 

de cavitaciones, el sublinaje LAM y comorbilidades. La falla a tratamiento se asoció con 

sublinajes distintos de Haarlem y LAM. La posible asociación de EAI en pacientes con 

DM2 y cavitaciones. Describimos que la diversidad genética del linaje 4 de M. tuberculosis 

juega un papel esencial en la presentación de la enfermedad, misma que podría tener 

implicaciones importantes para dirigir el tratamiento y mejor control de la TB en México.  

Por último, en este estudio la implementación de una herramienta de mayor resolución 

como la WGS en casos conglomerados a partir de los resultados de genotipificación por 24-

loci MIRU-VNTR, fue útil para confirmar o excluir los posibles eventos de transmisión 

directa, al determinar el número y posición de SNP entre los aislados. Igualmente, se 

confirmaron y re-clasificaron los genotipos de los aislados secuenciados de manera más 

precisa. Además, la WGS permitió identificar mutaciones en genes que confirieron 

resistencia a los principales fármacos utilizados para el tratamiento contra TB, siempre 

respaldadas con pruebas fenotípicas. 
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Anabel Ordaz-Vázquez a, Pedro Torres-González a, Pablo Cruz-Hervert b, Leticia Ferreyra-Reyes c, 
Guadalupe Delgado-Sánchez c, Lourdes García-García c, Midori Kato-Maeda d, Alfredo Ponce-De- 
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A B S T R A C T   

Tuberculosis is a global human health threat, especially in developing countries. The present study aimed to 
describe the genetic diversity of Mycobacterium tuberculosis and to measure the transmission rates of primary and 
acquired resistance. A total of 755 M. tuberculosis isolates from a cohort study of patients with culture-confirmed 
pulmonary tuberculosis in Orizaba, Veracruz, performed between 1995 and 2010 were genotyped by the 24- 
locus mycobacterial interspersed repetitive unit–variable number of tandem repeats (MIRU-VNTR) method. 
Drug susceptibility was determined. Logistic regression models were constructed to identify the variables 
associated with resistance and clusters. The recent transmission index (RTI), the Hunter-Gaston discrimination 
index (HGDI) for the MIRU-VNTR test and allelic diversity (h) were calculated. The Haarlem and LAM lineages 
were the most common in the population. A total of 519 isolates were grouped into 128 clusters. The overall drug 
resistance rate was 19%, isoniazid monoresistance (10%) was the most common, and 3.4% of the isolates were 
multidrug resistant. Among the 116 isolates resistant to at least one drug, the primary and acquired resistance 
rates were 81.9% and 18.1%, respectively. Primary resistance was associated with belonging to a cluster (aOR 
4.05, 95% CI 1.5–11.2, p = 0.007). Previous treatment history (aOR 9.05, 95% CI 3.6–22.5, p < 0.001) and LAM 
lineage (aOR 4.25, 95% CI 1.4–12.7, p = 0.010) were associated with multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB). 
The RTI was 51.7%, and the 24-locus MIRU-VNTR HGDI was 0.98. The alleles with the greatest diversity were 
4056-QUB26 (h = 0.84), 2163b-QUB11b (h = 0.79), and 424-Mtub04 (h = 0.72). Primary resistance trans-
mission, high LAM lineage prevalence and its association with MDR-TB represent public health problems. The 
implementation of molecular tools is needed to improve the existing control surveillance tuberculosis program.   

1. Introduction 

Tuberculosis is an infectious disease caused by Mycobacterium 
tuberculosis. In 2019, the World Health Organization (WHO) estimated 
that 10 million people developed tuberculosis and 1.4 million people 
died from it. In Mexico, the incidence of tuberculosis was 23 cases/ 
100,000 inhabitants, multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB) and 
rifampicin resistance (RR-TB) were reported in 970 cases, and the pro-
portions of cases involving resistant strains were 2.6% among new cases 
and 11% among previously treated cases (WHO, 2020). The state of 

Veracruz in southern Mexico has the highest number of tuberculosis 
cases (1895) nationwide (CENAPRECE, 2020). The incidence in the 
municipality of Orizaba, Veracruz, where we have performed extensive 
epidemiologic studies, was 16–38 cases/100,000 inhabitants during the 
period 1995–2010, surpassing the national incidence (Blanco-Guillot 
et al., 2018). 

In this cohort we have studied and reported the disease burden, the 
factors associated with mortality, the association between diabetes and 
tuberculosis, one of the major concerns in Mexico, among other issues 
(Jiménez-Corona et al., 2013; Jiménez-Corona et al., 2006; Cruz-Hervert 
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et al., 2012). This cohort, of pulmonary tuberculosis is one of the largest 
and most important in our country. During the study, isolates were 
genotyped by RFLP-IS6110, to know disease transmission; however, 
with this methodology it is not possible to classify the M. tuberculosis 
isolates into lineages for genetic diversity study (García-García et al., 
2000). 

Despite the high incidence of tuberculosis previously described in 
Orizaba, Veracruz, the local genetic diversity of M. tuberculosis is un-
known. In Mexico, the estimated burdens of primary and acquired 
resistance have been poorly described. For that reason, the aim of this 
study was to describe the genetic diversity of M. tuberculosis using the 
24-locus MIRU-VNTR method and to measure the transmission rates of 
primary and acquired resistance. 

2. Materials and methods 

2.1. Study design and population 

We recruited 1132 patients who had been diagnosed with pulmonary 
tuberculosis from 1995 to 2010. The study area included 12 munici-
palities in the Orizaba Health Jurisdiction in the state of Veracruz, 
Mexico. These municipalities cover an area of 618.11 km2 and are 
occupied by 413,223 inhabitants, 26.3% of whom live in rural com-
munities (Blanco-Guillot et al., 2018). We recovered 612 isolates from a 
strain bank and 143 more from a DNA bank. For this study, 755 (66.7%) 
M. tuberculosis isolates were genotyped. Sociodemographic and clinical 
data were obtained from each patient. The study was approved by the 
institutional ethics and research committees (Ref. No. 1515; July 15th 
2015). 

2.2. Recovery of Mycobacterium tuberculosis isolates 

The 612 isolates were thawed and cultured in mycobacteria growth 
indicator tube (MGIT) medium in BACTEC MGIT 960® (Becton Dick-
inson Diagnostic Systems, Sparks, MD, USA). Positive cultures were 
propagated in 20 mL of Middlebrook 7H9 broth (BD) supplemented with 
oleic acid, albumin, dextrose, and catalase (OADC) (BD) and incubated 
at 37 ◦C in a 7.5% CO2 atmosphere for 45 days. Culture purity was 
assessed by Ziehl-Neelsen staining. 

2.3. DNA extraction 

DNA was extracted using the cetyltrimethylammonium bromide 
method (van Soolingen et al., 2003). 

2.4. Susceptibility tests 

Antimicrobial susceptibility tests were performed in 612 (81%) iso-
lates on a BACTEC 460® radiometric system (BD). The first-line drugs 
tested were isoniazid (INH) (0.1 μg/mL), rifampicin (RIF) (2.0 μg/mL), 
ethambutol (EMB) (7.5 μg/mL), and streptomycin (STR) (6.0 μg/mL). 

2.5. Typing by 24-locus MIRU-VNTR 

M. tuberculosis isolates were typed using the MIRU-VNTR typing kit 
(GenoScreen, Lille, France) according to the manufacturer's instructions. 
Fragments were separated by capillary electrophoresis in an ABI 3500 
sequencer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and the GeneScan 
1200 LIZ standard (Applied Biosystems) was used as sizing fragments. 
Fragment size and repeat number were determined using GeneMapper 
v4.1 software (Applied Biosystems). Finally, a MIRU-VNTR numerical 
pattern was generated for each isolate (Supply et al., 2006). 

2.6. Typing data analysis 

Lineages were assigned according to the international database www 

.miru-vntrplus.org based on a similarity value of 0.37 (15/24 identical 
alleles). The MIRU-VNTR patterns were analyzed with the BioNumerics 
package v7.6 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). Isolate 
phylogeny was confirmed by an unweighted pair grouping method with 
arithmetic mean (UPGMA), generating a minimum spanning tree. 
Clusters were defined as isolates with identical patterns, and isolates 
missing one allele or both alleles were analyzed based on 23 out of 24 
markers. The recent transmission index (RTI) was calculated using the 
RTIn-1 = (nc - c)/n formula (Torkaman et al., 2014). The Hunter-Gaston 
discriminatory index (HGDI) was calculated. For each locus, allelic 
variability (h) was determined according to the formula h = 1 - 

∑
xi
2 

(Hunter and Gaston, 1988). 

2.7. Statistical analysis 

Adjusted unconditional logistic regression models were constructed 
to identify variables associated with belonging to clusters. The inde-
pendent variable was a previous history of treatment, and the model was 
adjusted by sex and age. An analysis stratified by resistance to at least 
one drug was performed. 

To identify the variables associated with MDR-TB, logistic regression 
models were adjusted and stratified by cluster. Lineage was considered 
an independent variable, and the model was adjusted by sex, age and 
previous history of treatment. 

To construct the adjusted logistic regression models, initially satu-
rated models were generated, and variables with p < 0.20 in the 
bivariate analysis and those with biological plausibility were included. 
Final models were considered when they were parsimonious and com-
plied with the diagnosis. Statistical analyses were performed using 
STATA® v15 software. 

3. Results 

3.1. General population characteristics 

Patient sociodemographic data are summarized in Table 1. Of the 
755 patients, 688 (91%) were reported to have new tuberculosis cases, 
and 66 (9%) had been previously treated. The median age of the study 
population was 45 years (IQR = 32–59), 442 (59%) were male, and 250 
(33%) had type 2 diabetes (DM2). Fever and hemoptysis occurred in 
531/752 (71%) and 250/753 (33%) patients, respectively. Radiographic 
findings showed lymphadenopathy in 301/625 (48%) patients and 
cavitation in 282/626 (45%) patients. 

3.2. Genetic diversity 

Ninety-six percent of the clinical isolates belonged to lineage 4. The 
most frequent sublineage was Haarlem (419, 55.5%), followed by LAM 
(163, 21.6%), Cameroon (49, 6.5%), UgandaI (28, 3.7%), Ghana (23, 
3%), S (18, 2.4%), X (15, 2%) and TUR (15, 2%). Fifteen (2%) isolates 
were assigned to lineage 1, and 2 (0.3%) isolates were assigned to 
lineage 2. It was not possible to determine the lineage for eight isolates 
(1.1%), and therefore, these were considered to be unknown. 

Overall, 519 (68.7%) isolates were grouped into 128 clusters, and 
236 (31.3%) showed unique patterns based on the results of 24-locus 
MIRU-VNTR. The cluster size ranged from 2 to 67 isolates and showed 
the following size distribution: clusters with two patients: 63; three: 28; 
four: 13; five: 7; six: 5; seven: 4; eight: 2; and one cluster each with nine, 
12, 13, 14, 33, and 67 patients. The RTI during the study period was 
51.7%. 

3.3. Resistance profile 

Antimicrobial susceptibility testing was performed on 612 (81%) 
isolates; 496 (81%) were pansusceptible, and 116 (19%) were resistant 
to one or more drugs. Resistance to INH was found in 61 isolates (10%), 

A. Ordaz-Vázquez et al.                                                                                                                                                                                                                       

http://www.miru-vntrplus.org
http://www.miru-vntrplus.org


Infection, Genetics and Evolution 93 (2021) 104994

3

to STR in 10 (1.6%), and resistance to RIF was found in 5 (0.8%). MDR 
(resistance to at least INH + RIF) was found in 21 (3.4%) isolates, and 
polyresistance (INH + STR) was found in 19 (3.1%) isolates. 

3.4. Primary resistance and MDR-TB association 

Among the 116 isolates resistant to at least one drug, 95 (81.9%) 
cases were diagnosed as new (primary resistance), and 21 (18.1%) cases 
were previously treated for tuberculosis (acquired resistance). On the 
other hand, we observed that 83 (71.5%) resistant isolates were in 
clusters, of which 73 (88%) were from new cases and 10 (12%) were 
from cases in previously treated patients; 33 (28.4%) presented unique 
patterns, of which 22 (66.7%) were from new cases and 11 (33.3%) were 
from previously treated patients (Fig. 1). 

Using unconditional adjusted logistic regression models, the vari-
ables associated with clusters were identified and stratified by resistance 
to at least one drug. The models were adjusted by age and sex. We 
observed that isolates from patients with tuberculosis drug resistant 
(DR-TB) who had a new diagnosis were more likely to be found in 
clusters (adjusted Odds Ratio [aOR] 4.05, 95% Confidence Interval [CI] 
1.5–11.2, p = 0.007) (Table 2). 

To identify the variables associated with MDR-TB, unconditional 
adjusted logistic regression models were constructed with stratification 
by cluster. We observed that of all the patients included in the study, 
those who had been previously treated were more likely to have MDR- 
TB (aOR 9.05, 95% CI 3.6–22.5, p < 0.001); moreover, this likelihood 
was higher in patients with unique isolates (aOR 21. 56, 95% CI 
3.5–134.3, p = 0.001). We also observed that patients who had isolates 
that belonged to clusters and those who had been previously treated 
were more likely to have MDR-TB (aOR 6.85, 95% CI 2.2–21.0, p =
0.001), after adjustment by sex, age and lineage. Likewise, patients with 
isolates that belonged to a cluster with the LAM lineage were more likely 

to have MDR-TB than those with isolates that belonged to other lineages 
(aOR 4.25, 95% CI 1.4–12.7, p = 0.010), after adjustment by sex, age 
and previous treatment (Table 3). 

3.5. Distribution of primary resistance transmission 

Fig. 2 shows the distribution of resistant isolates stratified by cluster, 
lineage, resistance pattern and year of isolation. Clones 1–7 show clus-
ters with more than three resistant isolates. Clone 1 included 14 isolates 
that were of the Haarlem lineage with multiple resistance patterns, nine 
INH-resistant isolates diagnosed between 2001 and 2006, two MDR 
isolates diagnosed in 2002, two STR-resistant isolates diagnosed in 
1998, and one polyresistant isolate diagnosed in 2006. Interestingly, we 
observed nine clusters with two resistant isolates diagnosed in the same 
year or proximal years. 

3.6. Allelic diversity and MIRU-VNTR discriminatory power 

We analyzed the allelic diversity of 24 loci individually (Table 4). 
The loci with the highest levels of diversity were 4056-QUB26 (h =
0.84), 2163b-QUB11b (h = 0.79), and 424-Mtub04 (h = 0.72). Those 
with the lowest levels of diversity were 154-MIRU02 (h = 0.09), 4348- 
MIRU39 (h = 0.05), and 2687-MIRU24 (h = 0.04). We observed small 
alleles (353 bp) in 19 isolates at 580-MIRU04. Likewise, double alleles 
were observed in 36 at 15 different loci, mainly 960-MIRU10 (n = 5) and 
2163b-QUB11b (n = 5). The absence of alleles was observed at 960- 
MIRU10 (n = 15), 4052-QUB26 (n = 4), 577-ETR-C (n = 3), 2163b- 
QUB11b (n = 1), and 2531-MIRU23 (n = 1). For 24-locus MIRU- 
VNTR, the HGDI was 0.98. 

4. Discussion 

This study describes the genetic diversity of 755 M. tuberculosis iso-
lates collected over 15 years. These isolates represent more than 50% of 
the tuberculosis cases in 12 municipalities in the sanitary jurisdictions in 
Orizaba, Veracruz in southern Mexico. In this study, the predominant 
lineage was lineage 4 (Euro-American), accounting for more than 96% 
of the isolates, mostly including the sublineages Haarlem and LAM 
(77%). 

Lineage 4 has been detected in other regions of Mexico, indicating 
high endemicity (López-Rocha et al., 2013; Flores-López et al., 2017; 
Zenteno-Cuevas et al., 2015). Lineage 4 is the most geographically 
widespread and common lineage. According to phylogenetic studies, the 
current tuberculosis epidemiology is almost entirely due to historical 
migrations to America (Brynildsrud et al., 2018). Furthermore, the 
enhanced virulence of this lineage together with conditions such as 
overcrowding, adverse lifestyle factors, working conditions, and contact 
with individuals in the community could have facilitated the dissemi-
nation and adaptation of lineage 4 in this population. 

Interestingly, the frequencies of isolates of the Haarlem (55.5%) and 
LAM (21.6%) sublineages were higher in this study than in other studies 
in Mexico, where the T lineage predominates (Zenteno-Cuevas et al., 
2015; Molina-Torres et al., 2010; Lopez-Avalos et al., 2017). While a 
Colombian study on population structure presented results similar to 
ours, the Haarlem and LAM sublineages accounted for only 53.3%, far 
less than the 77% reported in the present study (Realpe et al., 2014). 
Since the success of a particular lineage is measured by its increase in 
frequency over time in a given population (Coscolla and Gagneux, 
2014), this would suggest that the Haarlem and LAM sublineages have 
adapted well to the study population. Most likely, dissemination and 
lengthy circulation periods of isolates of these sublineages have gener-
ated many of the observed Haarlem (164) and LAM (99) variants, while 
also maintaining a certain degree of homogeneity. This finding supports 
the idea of a sympatric association between the human host and 
M. tuberculosis (Gagneux et al., 2006). 

We also identified Cameroon (6.5%), UgandaI (3.7%), Ghana (3%), S 

Table 1 
Demographic and clinical characteristics of the patients with pulmonary 
tuberculosis in Orizaba, Veracruz, 1998–2010 (n = 755).  

Variables Total cases Percentage (%) 

Male sex 442/755 59 
Age, years, median [IQR] 45[32–59]  
Co-morbidities 

HIV coinfection 13/739a 1.7 
Diabetes mellitus 250/755 33 
Smear microscopy 
Paucibacillary 103/755 14 
More than ten bacilli per oil immersion field 211/755 28 

Clinical presentation 
Fever 531/752a 71 
Haemoptysis 250/753a 33 
Cavities 282/626a 45 

Radiographic findings 
Pleural effusion 71/625a 12 
Lymphadenopathy 301/625a 48 
Nodule 95/623a 15 

Treatment outcome 
New case 688/754a 91 
Relapse 66/754a 9 
Cure 532/755 70 
Default 49/755 6 
Failure 20/755 3 

Sociodemographic 
More than six years of formal schooling 507/754a 67 
House with dirt floor 174/755 23 
Rural residence 99/732a 14 
Access to social security 254/755 34 
BCG-vaccinated 352/751a 47 

Abbreviations: IQR-interquartile range; HIV-human immunodeficiency virus; 
BCG-Bacillus Calmette-Guerin. 

a Because there were missing values for the characteristics of some of the 
tuberculosis patients, several of the numbers below do not sum to the group 
total. 
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Fig. 1. Distribution of primary and acquired resistance among unique and clustered isolates. Minimum spanning tree analysis of 755 M. tuberculosis isolates 
illustrating the distribution of primary and acquired resistance. Big nodes represent clustered isolates with a similar MIRU-VNTR pattern. Small nodes represent 
isolates with a unique MIRU-VNTR pattern. Lines between nodes indicate genetic distance between genotypes, with shorter lines indicating more genetic similarity. 
Colors within nodes indicate distribution of primary (purple) and acquired (green) resistance. The background colors represent the sub lineages. (For interpretation of 
the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.) 

Table 2 
Variables associated with belonging to clusters, stratified by resistance to at least one drug.  

Variable All Pansusceptible DR-TB 

(n = 755) (n = 496) (n = 116) 

Odds ratio (95% CI) p-valuea Odds ratio (95% CI) p-valuea Odds ratio (95% CI) p-valuea 

Sex (male) 0.95 (0.7–1.3) 0.726 1.18 (0.8–1.8) 0.405 0.48 (0.2–1.2) 0.123 
Age (years) 0.99 (0.97–0.99) 0.001 0.99 (0.9–1.0) 0.054 0.98 (0.9–1.0) 0.260 
New patient 1.12 (0.6–1.9) 0.686 0.66 (0.3–1.4) 0.285 4.05 (1.5–11.2) 0.007 

DR-TB: tuberculosis drug resistant; CI, Confidence interval. 
a Unconditional adjusted logistic regression. 
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(2.4%), X, and TUR (2%) sublineages, which, despite their rarity, 
contribute to the region's genetic diversity. A study conducted near the 
northern border of Mexico described genetic diversity similar to that in 
this study, suggesting that the observed diversity was likely driven by 
migration (Flores-López et al., 2017). Although the distributions of the 
Cameroon, UgandaI, and Ghana sublineages are locally restricted, 
intrinsic biological factors or extrinsic factors such as migration can 
influence their distributions (Stucki et al., 2016). However, since the 
percentage of migrants in the population of Orizaba is unknown, we 
cannot determine whether migration influenced the prevalence of any of 
these sublineages. 

We found only 15/755 (2%) lineage 1 isolates. Similar findings have 
been described in Baja California (Flores-López et al., 2017), the State of 
Mexico (Zenteno-Cuevas et al., 2015), and Jalisco (Lopez-Avalos et al., 
2017). The appearance of this uncommon lineage in Orizaba could be 
useful for evaluating tuberculosis control and epidemiological surveil-
lance programs. 

The Beijing sublineage was found in 2 (0.2%) genotypically distant 
isolates, one of which was MDR. This lineage has been previously found 

in Mexico, although it is rare (López-Rocha et al., 2013; Flores-López 
et al., 2017; Zenteno-Cuevas et al., 2015). Although it is predominantly 
found in East Asian countries, it can spread quickly worldwide via 
migration (Coscolla and Gagneux, 2014). Therefore, we suggest sur-
veilling this lineage to prevent its dissemination because it is associated 
with MDR development, treatment failure and relapse (Coscolla and 
Gagneux, 2014). 

M. tuberculosis transmission rates are generally inferred by 
comparing identical isolates obtained from patients in a given epide-
miological setting (Coscolla and Gagneux, 2014). Despite having typi-
fied only 66% of the isolates in the study period, we obtained an RTI of 
51.7%, suggesting that just over half of the studied tuberculosis cases 
were due to recent transmission, while the rest were likely due to 
reactivation. However, recent transmission cases can be overestimated, 
and previous studies have described cases that feature genetically 
identical M. tuberculosis isolates that lack any epidemiological rela-
tionship but instead occur as a result of the circulation of a common 
strain in the region (Davidson et al., 2018). Therefore, it is necessary to 
interpret RTIs with caution when no epidemiological linkage is evident. 

Table 3 
Variables associated with MDR-TB, stratified by belonging to clusters.  

Variable All (n = 612) Unique (n = 177) Clustered (n = 435) 

Odds ratio (95% CI) p-valuea Odds ratio (95% CI) p-valuea Odds ratio (95% CI) p-valuea 

Sex (male) 1.03 (0.4–2.6) 0.947 0.63 (0.1–3.9) 0.620 1.13 (0.4–3.5) 0.835 
Age (years) 0.99 (0.9–1.0) 0.364 0.97 (0.9–1.0) 0.357 0.99 (0.9–1.0) 0.799 
Previous treatment 9.05 (3.6–22.5) <0.001 21.56 (3.5–134.3) 0.001 6.85 (2.2–21.0) 0.001 
LAM lineage Vs others 2.18 (0.8–5.7) 0.109 0.31 (0.028–3.4) 0.340 4.25 (1.4–12.7) 0.010 

MDR-TB, Multidrug-resistant tuberculosis; CI, Confidence interval. 
a Unconditional adjusted logistic regression. 

Fig. 2. Distribution of the isolates clustered with primary and acquired resistance plus lineages. Minimum spanning tree analysis illustrating the relationships among 
M. tuberculosis clustered resistant isolates from Orizaba, Veracruz. Nodes represent isolates with a similar MIRU-VNTR pattern. Colors indicate the resistance profile 
as specified in the key. The numbers within circles represents the year of isolation/diagnostic. Numbers underlined indicate cases with previous history of treatment. 
Lineages are shown outside the circles. 
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In the present study, resistance to INH was the most common, 
appearing in 61/612 (10%) isolates. This result is similar to the 9.75% 
previously reported in this cohort, in which resistance to INH was 
associated with having had contact with a person with tuberculosis (aOR 
1.85, 95% CI 1.15–2.96) (Báez-Saldaña et al., 2016). 

Furthermore, we found a higher primary resistance rate (81.9%) 
than the 28.9% reported in another region with a high incidence of 
tuberculosis in northern Mexico (Villa-Rosas et al., 2015). We also 
observed that patients with DR-TB who had new diagnoses had isolates 
that belonged to clusters (aOR 4.05, 95% CI 1.5–11.2, p = 0.007), 
providing evidence that primary resistance was transmitted among the 
study population. 

In the current study, the overall acquired resistance rate was 18.1%. 
In contrast to our results, according to the WHO Anti-tuberculosis drug 
resistance report, between 2002 and 2007 acquired resistance in Mexico 
was 41.1%. Furthermore, in previous reports in our population studied, 
between 1995 and 1999 acquired resistance decreased from 54.7–49.2% 
respectively (WHO/IUATLD, 2008; Zazueta-Beltran et al., 2009). 
Additional findings showed that previous treatment was strongly asso-
ciated with MDR-TB, and this association was strongest in patients with 
unique isolates (aOR of 21. 56, 95% CI 3.5–134.3, p = 0.001). This 
finding is consistent with several studies conducted in Mexico and 
elsewhere that found previous treatment to be the most significant factor 
associated with MDR-TB (Bojorquez-Chapela et al., 2013; Pradipta et al., 
2018). Targeted policies and programs involving supervision and 
follow-up of previously treated patients will significantly reduce the 
burden and transmission of MDR-TB. 

Our results showed that the LAM lineage was associated with MDR- 
TB (aOR 4.25, 95% CI 1.4–12.7, p = 0.010). This finding is in agreement 
with other studies conducted in Peru and Brazil (Grandjean et al., 2015; 
Dalla-Costa et al., 2013). This supports the founder effect, indicating 
that the LAM lineage is primarily responsible for MDR-TB in Latin 
American countries, as previously described (Grandjean et al., 2015). A 
possible explanation for our findings is that the ongoing transmission of 
primary drug resistance and the presence of the LAM lineage favor the 
emergence of MDR-TB. Nevertheless, more studies are needed. 

Our results showed a high discriminatory power of 24-locus MIRU- 
VNTR (HGDI = 0.98), similar to previous results in Mexico (Zenteno- 
Cuevas et al., 2015). This reinforces the idea that this method could be 

useful in phylogenetic and molecular epidemiology studies in high- 
incidence areas (Kato-Maeda et al., 2011). 

We tested a 24-locus panel and found that the loci with the highest 
levels of allelic diversity (h ≥ 6) were 4056-QUB26, 2163b-QUB11b, 
424-Mtub04, 802-MIRU40, 960-MIRU10, 2401-Mtub30, 4156- 
QUB4156, and 2531-MIRU23. These findings are similar to those re-
ported in other populations in Mexico (Zenteno-Cuevas et al., 2015; 
Bolado-Martínez et al., 2015). For the 24 evaluated alleles, highly 
polymorphic markers have been identified that contribute significantly 
and accurately to the identification of isolates with genetically similar 
patterns in high-incidence regions with endemic M. tuberculosis clones. 

Interestingly, we observed double alleles, and these were relatively 
more common at 2163b-QUB11b and 960-MIRU10; in addition, the 
latter locus had no alleles in 15 isolates. Double alleles have not been 
previously documented in Mexican M. tuberculosis isolates. The possible 
mechanisms responsible for the presence of double alleles are micro-
evolutionary processes or mixed infection with multiple M. tuberculosis 
strains (Streit et al., 2015). We attributed these findings to microevo-
lutionary processes because, in addition to the absence of the 960- 
MIRU10 allele, 13/19 isolates had small alleles at the 580-MIRU04 
locus. This observation was possible due to our amplicon analysis by 
capillary electrophoresis. This method can more accurately determine 
locus size than gel electrophoresis, although the latter method was used 
in most studies conducted in Mexico (Kato-Maeda et al., 2011). 

A study limitation was the lack of contact follow-up of patients with 
clustered isolates to confirm the transmission inferred based on the 
MIRU-VNTR results with clinical and epidemiological data. Follow-up 
was not possible because we were unable to locate patients due to the 
long interval between case detection and isolate genotyping. In the 
absence of epidemiological and clinical support, the formation of clus-
ters by MIRU-VNTR should be considered possibly indicative of recent 
tuberculosis transmission. Likewise, epidemiological transmission was 
confirmed by MIRU-VNTR in approximately half of the cases in low- 
incidence areas (de Beer et al., 2013). However, in areas in which 
M. tuberculosis populations have low genetic diversity, the proportion of 
clustered isolates found by MIRU-VNTR may be high, which should be 
confirmed by whole-genome sequencing (Bjorn-Mortensen et al., 2016). 
Therefore, whole-genome sequencing of the isolates in the largest 
clusters should be performed to accurately determine their clonality and 

Table 4 
Allelic diversity (h) for the 24 locus MIRU-VNTR set studied.  

MIRU-VNTR locusa Alias Alleles copy number frequency Allelic diversity index (h) 

0 1 2 3 3 s 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

2687 MIRU24  739 16            0.04 
4348 MIRU39  13 736 5           0.05 
154 MIRU02  32 719 4           0.09 
2059 MIRU20  53 701            0.13 
580 MIRU04  7 697 17 19  14        0.15 
3007 MIRU27  5 13 685  50         0.17 
2461 ETRB  66 661 9  1  14       0.23 
3192 MIRU31   34 637  73 9 1       0.28 
3171 Mtub34  18 70 606  6 54 1       0.34 
2347 Mtub29   143 19  584 8 1       0.37 
2996 MIRU26  2 17 47  60 541 79 4 1 1    0.46 
1644 MIRU16  63 107 527  55 3        0.48 
3690 Mtub39  24 173 511  12 20 9 1 2     0.49 
2165 ETRA 1 5 271 451  23  1       0.51 
577 ETRC   18 401  325 6    1    0.53 
1955 Mtub21  21 199 445  69 3 2  1  9 3 1 0.57 
2531 MIRU23  3 1 140  9 404 181 8 7  1   0.62 
4156 QUB4156  33 187 426  7 1        0.62 
2401 Mtub30  151 186 11  392 15        0.63 
960 MIRU10  1 9 224  219 278 3 1      0.69 
802 MIRU40  155 114 350  102 17 7 1 6 1    0.70 
424 Mtub04  114 330 94  168 47 2       0.72 
2163b QUB11b  2 145 106  227 172 65 5 14 13    0.79 
4052 QUB26 1 9 8 32  166 167 109 127 73 53 3 1  0.84  

a MIRU-VNTR loci are referenced by the first four digits of their location on the M. tuberculosis H37Rv genome. 
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establish probable transmission chains. 

5. Conclusions 

This study adds to the knowledge of the global genetic diversity of 
M. tuberculosis in a high-incidence area in Mexico. The Haarlem and 
LAM lineages seem to be endemic in the study area. The primary resis-
tance rate and resistance transmission were high. A previous history of 
treatment and the LAM lineage were associated with MDR-TB. The RTI 
in the population was high. High discriminatory power was found for 
eight alleles, namely, QUB26, QUB11b, Mtub04, MIRU40, MIRU10, 
Mtub30, QUB4156 and MIRU23. The 24-locus MIRU-VNTR method is 
an efficient tool for typing, performing phylogenetic analyses, and 
determining epidemiology in a high-incidence area. 
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Báez-Saldaña, R., Delgado-Sánchez, G., García-García, L., Cruz-Hervert, L.P., Montesinos- 
Castillo, M., Ponce-de-León, A., 2016. Isoniazid mono-resistant tuberculosis: impact 
on treatment outcome and survival of pulmonary tuberculosis patients in southern 
Mexico 1995-2010. PLoS One 11 (12), e0168955. https://doi.org/10.1371/journal. 
pone.0168955. 

Bjorn-Mortensen, K., Soborg, B., Koch, A., Ladefoged, K., Merker, M., Kohl, T.A., 2016. 
Tracing Mycobacterium tuberculosis transmission by whole genome sequencing in a 
high incidence setting: a retrospective population-based study in East Greenland. Sci. 
Rep. 6, 33180. https://doi.org/10.1038/srep33180. 
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Ortiz, R.A., Muñiz-Salazar, R., 2017. Molecular epidemiology of Mycobacterium 
tuberculosis in Baja California, Mexico: a result of human migration? Infect. Genet. 
Evol. 55, 378–383. https://doi.org/10.1016/j.meegid.2016.07.001. 

Gagneux, S., DeRiemer, K., Van, T., Kato-Maeda, M., de Jong, B.C., Small, P.M., 2006. 
Variable host-pathogen compatibility in Mycobacterium tuberculosis. Proc. Natl. Acad. 
Sci. U. S. A. 103 (8), 2869–2873. https://doi.org/10.1073/pnas.0511240103. 

García-García, M., Palacios-Martínez, M., Ponce-de-León, A., Jiménez-Corona, M., 
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