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RESUMEN

Antecedentes: En la literatura cientifica reciente se ha demostrado la asociacion
de la diabetes mellitus con el incremento en el riesgo y la gravedad de la
enfermedad de tuberculosis. Objetivo general: Determinar si la diabetes mellitus
influye en la transmisién de la tuberculosis pulmonar en analisis del nivel de
agrupamiento genotipico en el contexto global y geoespacial en una cohorte de
pacientes de Orizaba, Veracruz. Material y métodos: (Estudio I) Se realiz6 una
bldsqueda sistemética en las bases de datos electronicas MEDLINE y LILACS de
1990 a mayo de 2016. Se utilizaron las siguientes combinaciones de palabras
claves: "tuberculosis AND transmision" OR "tuberculosis AND diabetes mellitus”
OR “Mycobacterium tuberculosis molecular epidemiology” OR “RFLP-1IS6110” OR
“Spoligotyping” OR “MIRU-VNTR”. El analisis estadistico se basé en un modelo de
efectos aleatorios para estimar la RM (de Mantel-Haenszel) del factor diabetes
mellitus asociado con el agrupamiento molecular de casos de tuberculosis. Se
utilizé un modelo de efectos aleatorios para considerar la variabilidad intra- como
inter-estudio. Para evaluar el grado de heterogeneidad de los estudios, bajo la
hipétesis nula de ninguna heterogeneidad, se utilizd la prueba estadistica Q de
Cochran con p <0.05. Para evaluar el impacto de la calidad metodolégica de cada
estudio y para identificar la influencia de cada estudio, se replicé el metanalisis 6
veces. Se examind el sesgo de publicacion mediante las pruebas de Begg vy
Egger. Se uitlizaron los programas Review Manager v5.3.5 y Comprehensive
Meta-Analisis v3. (Estudio II) Se realiz6 un estudio retrospectivo de cohortes
observacionales de pacientes con TB descrito en estudios previos realizados por
el Consorcio Mexicano contra la Tuberculosis. El area de estudio incluye 12
municipios en la Jurisdiccion de Salud de Orizaba en el Estado de Veracruz,
México. Los pacientes con bacilocopias y/o cultivos positivos fueron reclutados a
lo largo de los 15 afios y se sometieron a evaluaciones epidemioldgicas, clinicas
(cuestionario estandarizado, examen fisico, radiografia de térax y VIH),
microbiolégicas y moleculares. Se registraron las direcciones residenciales y
puntos de referencia de los pacientes. Dos asistentes de investigacion quedaron

cegados a los nombres de los participantes y cada residencia fue georreferenciada



dos veces con un dispositivo GPS de mano. Se utilizo la aplicacion ArcMap para
hacer disponible la informacién en los mapas que muestran la distribucién de los
casos georreferenciados en el &rea de estudio. Los aislados fueron genotipificados
utilizando el método de RFLP-1S6110 y spoligotyping si el aislamiento tenia menos
de 6 bandas. Los pacientes se consideraron como pertenecientes a
conglomerados o participantes en cadenas de transmision, si dos o0 mas
pacientes se diagnosticaron con no mas de un afio de diferencia aislandose la
misma cepa (definida en base a RFLP con 1S6110 y espoligotipificacion si tenia
menos de seis bandas). Asumimos que los casos en conglomerados
representaban transmision reciente y que los casos portadores de aislados cuyo
genotipo fue Unico representaban reactivaciones de infecciones latentes. Se
calculo la proporcién de casos atribuidos a transmision reciente de TB mediante el
método "n - 1". Se evalud el nivel de agregacion espacial de los pacientes de TB
(agrupados por RFLP-IS6110, unicamente) en toda el area de estudio por medio
del estadistico | de Moran global. El estadistico Getis-Ord Gi* es un indicador local
de autocorrelacién espacial, usado en este estudio para identificar los puntos
criticos (hotspot) espaciales de los casos de TB. Entre los pacientes agrupados
por RFLP-6110 se utilizaron analisis bivariados para analizar las diferencias
sociodemogréficas, conductuales, clinicas y bacteriolégicas entre los pacientes en
hotspots y el resto de pacientes. Mediante regresion logistica no condicionada, se
investigd si los pacientes con TB/DM pertenecientes a conglomerados moleculares
tuvieron mayor probabilidad de ubicarse en puntos criticos ajustando por variables
sociodemogréficas, conductuales, clinicas y bacteriolégicas en comparacién con
pacientes con TB sin DM pertenecientes a conglomerados moleculares. El analisis
de todos los datos fue realizado en STATA v13.1. Resultados principales:
Estudio I: Esta revisidn sisteméatica y metanalisis consisti6 finalmente en 6 estudios
de cohorte publicados entre 2002 y 2015, que incluyeron a un total de 4076
pacientes con TB pulmonar, de los cuales 13% presentaron TB-DM. . La medida
resumen que se obtuvo indicd que no existia asociacion entre el diagndéstico de
DM y la pertenencia a conglomerados moleculares (Razén de momios (RM) =0.84
(Intervalo de confianza al 95% (IC 95%) 0.40-1.72). Estudio II: La combinacion de



informacion molecular, epidemioldgica y datos geoespaciales obtenidos de los
casos de la cohorte permitié6 documentar la existencia de punto critico geoespacial
en el area de estudio. Asimismo, se propuso la concentracion de pacientes con y
sin diabetes perteneciente a conglomerados genéticos de tuberculosis en uno de
los centros de atencion ubicado en la zona destacada. Se encontr0 asociacion
estadistica significativa entre los pacientes TB-DM y la pertenencia a punto critico
geoespacial (7.05 [3.03-16.38], p<0.001). Conclusién general Se precisa aqui la
necesidad de implementaciéon de nuevos protocolos de estudios (v.gr.: estudios
prospectivos de cohortes) que permitan esclarecer la interaccion TB-DM en

escenarios especificos de transmision.
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1- Introduccion general

En el panorama epidemiolégico global de 2014 se estimaron 9.6 millones de casos
nuevos con tuberculosis activa (WHO, 2015), de los cuales 1 millébn presentaron
tuberculosis y diabetes mellitus (TB-DM) (L6nnroth et al., 2014). La proporcion
estimada de tuberculosis atribuible a diabetes en 2030 sera del 12,6% (95% IC
9,2-17,3%) con 14.1% (IC 95% 10.3-19.3%) de casos nuevos, un aumento relativo
del 25,5% (23.7% en casos nuevos) en comparacion con 2010 (Ruslami et al.,
2010).

En la literatura cientifica reciente se ha demostrado la asociacion de la diabetes
mellitus con el incremento en el riesgo (Jeon y Murray, 2008; Ruslami, 2010;
Jiménez-Corona et al.,, 2013) y la gravedad de la enfermedad de tuberculosis
(Jean-Tyang et al., 2011; Baker et al., 2011; Jiménez-Corona et al., 2013), y se ha
reportado también en pacientes con diabetes una mayor frecuencia de
tuberculosis pulmonar frente a la extra-pulmonar (Restrepo y Schlesinger, 2014) y
mayor extension en el tiempo de negativizacion de baciloscopias y cultivos en el
curso de tratamiento (Jiménez-Corona et al., 2013; Restrepo y Schlesinger, 2014;
Baker et al., 2011; Shariff y Safian, 2015).

En base a toda la evidencia exitente sobre la interaccion de las enfermedades de
tuberculosis y diabetes mellitus, el presente trabajo se ha centrado principalmente
en determinar el modo de participacion de los pacientes con diabetes en la
transmision de tuberculosis. Asi, se presentan aqui los pormenores de dos

estudios dirigidos a responder esta interrogante.
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2- Marco teorico
2.1- Tuberculosis: definicién, patogenia y diagnéstico bacterioldgico

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa que suele afectar a los pulmones y
es causada principalmente por bacterias miembros del complejo Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis). Es una enfermedad en esencia curable por

tratamiento multifarmaco (American Thoracic Society, 2000).

Las manifestaciones clinicas de la tuberculosis son muy variables y dependen de
factores relacionados con el paciente (edad, condicion inmunoldgica,
enfermedades coexistentes), la cepa infectante (virulencia, predileccion por tejidos
especificos) y la interaccion hospedero-microorganismo (gravedad de la
enfermedad, 6rganos involucrados) (American Thoracic Society, 2000).

La tuberculosis, que involucra cualquier sitio del cuerpo humano, puede producir
sintomas y signos que no estan especificamente relacionados al 6rgano o tejido
afectado en si, sino son de naturaleza sistémica. Entre ellos, la fiebre, la pérdida
de apetito y peso, la sudoraciéon nocturna, la debilidad y el malestar general. La
manifestacion hematolégica mas comun es la anemia, la leucopenia o la

leucocitosis de rango leucemoide (American Thoracic Society, 2000).

Basados en modelos experimentales, se han descrito 4 eventos muy bien
definidos en la patogénesis de la tuberculosis pulmonar: (i) inhalacion del bacilo de
Koch (BK); (ii) reclutamiento celular inflamatorio; (iii) control de la proliferacion
bacilar y (iv) tuberculosis post-primaria (Smith y Moss, 1994). El riesgo de
desarrollar la tuberculosis activa es un proceso que se desarrolla en dos fases,
comienza con la exposicion inicial a la infeccion por M. tuberculosis, seguido por la
progresion a la enfermedad (figura 2.1) (WHO, 2014).
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Figura 2.1.- Representacion grafica de la fisiopatogenia de la tuberculosis pulmonar
(adaptado de Nunes-Alves et al., 2014)

Una vez que M. tuberculosis supera los mecanismos de defensa
broncopulmonares, llega a los alveolos del pulmén y de modo general se deposita
en los alveolos de los l6bulos inferiores, aquellos ubicados inmediatamente por
debajo de la pleura (llamado chancro de inoculacién) (Harrison et al., 2005;
Rodriguez, 2013). Esta invasion desencadena una reaccion inespecifica,
compuesta por leucocitos polimorfonucleares (fagocitos), liquido edema vy fibrina,
es decir, exudado. El cambio observado en primer término luego de la llegada de
los bacilos al alveolo, es una lesién no especifica de tipo exudativo (Harrison et al.,
2005), fase a la que se le denomina infeccion primaria y que no conduce a algun
tipo de manifestacion clinica en el organismo hospedero (figura 2.1) (Harrison et
al., 2005).
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Esta lesion inicial tiene dos posibilidades evolutivas: cicatrizacion (eliminacién de
los bacilos y curacién, que ocurre en 95% de los casos) o la progresion
(Rodriguez, 2013). La progresion puede hacerse hacia la necrosis del tejido
invadido o mas comun a la formacion de una lesion histolégica que otorga el
nombre a la enfermedad: el granuloma tuberculoso (Harrison et al., 2005;
Rodriguez, 2013). Esta formacién de granuloma es el rasgo distintivo de la

enfermedad primaria (figura 2.1) (Harrison et al., 2005).

El granuloma tuberculoso tiene a su vez dos posibilidades evolutivas: la
cicatrizacion, cual puede hacerse por formacion de tejido fibroso (fibrosis), que
puede acompafarse de calcificacion (depdsito de sales de calcio a ese nivel), o la
progresion (figura 2.1) (Rodriguez, 2013). Durante esta etapa la multiplicacion de
los bacilos tuberculosos se efectia de manera efectiva sin interferencia de los
mecanismos de defensa del huésped. Es asi que desde el chancro de inoculacion
los bacilos son transportados por los vasos linfaticos pulmonares a los ganglios
ubicados en el hilio pulmonar y el mediastino, lo cual conduce al agrandamiento de
dichos ganglios: adenomegalias hiliares y mediastinales (Harrison et al., 2005;
Rodriguez, 2013).

El chancro de inoculacién, los vasos linfaticos que conducen bacilos tuberculosos
y se inflaman (linfangitis) y las adenomegalias hiliares y/o mediastinales
conforman el llamado complejo primario (Harrison et al., 2005). Al alcanzar los
ganglios regionales, los bacilos tuberculosos pueden irrumpir en la circulacién
sanguinea y de ahi distribuirse por todo el organismo a diferentes érganos, en
especial en los vértices de los pulmones. En esta localizacion pulmonar
constituyen focos metastasicos conocidos como focos de Simén (Harrison et al.,
2005; Rodriguez, 2013). Otros érganos comprometidos son: el cerebro y sus
cubiertas de envoltura (meninges), rifiones y huesos en crecimiento (Rodriguez,

2013), manifestaciones de tuberculosis extrapulmonar (Harrison et al., 2005).

La tuberculosis progresiva primaria puede originar complicaciones locales y/o
sistémicas. La multiplicacién excesiva de los bacilos en el foco primario y el

consiguiente crecimiento del mismo, permiten la llegada de los gérmenes al
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torrente sanguineo en grandes cantidades. Este proceso genera lesiones del
tamafio de pequefios granos (granulomas amarillentos de 1 6 2 mm de diametro
semejante a las semillas de mijo) en distintos 6rganos, constituyendo la llamada
tuberculosis miliar o granulia. La ubicacion cerebro-meningea de estas lesiones es

la mas letal presentacion de tuberculosis (Harrison et al., 2005; Rodriguez, 2013).

La tuberculosis post-primaria, llamada también tuberculosis secundaria, de
reactivacion o de tipo adulto, se debe a la reactivacion endégena de una infeccion
tuberculosa latente y suele localizarse en los segmentos apicales y posteriores de
los l6bulos superiores, donde la gran concentracion de oxigeno favorece el
crecimiento de las micobacterias (figura 2.1) (Harrison et al., 2005). La
tuberculosis por reinfeccion exdégena puede producirse en un sujeto previamente
infectado, que en un nuevo contacto con un individuo enfermo, puede llegar a
desarrollar una nueva clinica de tuberculosis (Rodriguez, 2013). Estas diferentes
formas de tuberculosis de tipo adulto son indistinguibles desde el punto de vista

clinico y radiolégico (Harrison et al., 2005; Rodriguez, 2013).

El diagnostico de la tuberculosis consta basicamente de dos pasos fundamentales:
la identificacibn de los sospechosos y la realizacién del estudio diagndstico.
Pueden catalogarse como sospechosos los contactos de enfermos con
tuberculosis, sintoméaticos respiratorios, individuos inmunodeficientes y personas
dentro de comunidades cerradas. Un sintomatico respiratorio es toda persona que
presente tos y expectoracion por mas de dos semanas (Crofton et al., 1992;
Heifets y Good, 1994).

El diagnéstico microbioloégico de la tuberculosis se basa en la deteccion del
microorganismo por microscopia y cultivo de muestras clinicas. La tincién de Ziehl-
Neelsen o baciloscopia, es la técnica fundamental en la deteccidon de casos y
control de tratamiento de los programas nacionales. Con un costo bajo y de rapida
ejecucion, la baciloscopia es una técnica que permite identificar entre 70%-80% de
los casos pulmonares positivos (OPS, 2008) o 60%-70% de las muestras de
origen respiratorio con resultado positivo al cultivo (Watterson y Drobniewski,

2000). Dada su baja sensibilidad y especificidad, se requiere el complemento del
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cultivo bacteriologico de las muestras. Asi, es posible incrementar la confirmacion
del diagndstico de tuberculosis en aproximadamente 15-20% del total de casos y
en 20-30% de los casos de tuberculosis pulmonar. Estas cifras estan

condicionadas por la situacion epidemioldgica (OPS, 2008).

El cultivo produce resultados tardiamente, pero permite aislar la cepa responsable
del cuadro clinico en el paciente, también constituye el soporte de las pruebas de

identificacion (bioquimica y molecular) y sensibilidad antibiética (OPS, 2008).

Existen otros tipos de pruebas para el diagnostico de tuberculosis, tales como las
pruebas serologicas que son ampliamente usadas desde hace décadas, sobre
todo en paises en vias de desarrollo. Estas pruebas detectan anticuerpos,
antigenos y complejos inmunes que evidencien la presencia de infeccion o

enfermedad por tuberculosis (Singh y Espitia, 2007).

El IFNy y una respuesta inmune tipo Th1 son ampliamente conocidos como
marcadores de una inmunidad protectora, sin embargo la presencia de IFNy
realmente correlaciona de manera insuficiente con la proteccién (Jacobsen et al.,
2007).

La OMS hizo un llamado a todos los paises a suspender el uso de pruebas
serologicas para el diagnéstico de tuberculosis activa. La OMS indica que la
evidencia revisada por un grupo de expertos concluye que dichas pruebas

proporcionan resultados inconsistentes e inexactos (WHO, 2011).

Por otro lado se han desarrollado técnicas moleculares para lograr los mismos
resultados del cultivo con mayor celeridad. Ejemplo de ello son las técnicas de
amplificacion de acidos nucléicos, tales como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR, siglas en inglés). Algunos de los métodos aprobados por Food
and Drug Administration (FDA) son: Amplicor M. tuberculosis Test (Roche
Diagnostic Systems Inc, New Jersey, USA), Amplified M. tuberculosis Direct Test
(MTD; Gen-Probe, California, USA) y BD ProbeTec ET Direct TB System (Becton
Dickinson, Sparks, Maryland, USA). La prueba Amplicor amplifica el gen 16S de

ARN ribosomal usando primers especificos con deteccion de una reaccion
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colorimétrica. MTD esta basado en la amplificacion de transcriptos ribosomales de
16S, los cuales son detectados con una sonda ADN. Ambos métodos fueron
aprobados para la deteccion de M. tuberculosis en muestras respiratorias con
baciloscopia positiva. También existen métodos de PCR en tiempo real, como la
prueba MTBC LightCycler (Roche Applied Science, Penzberg, Alemania)
(Palomino, 2006) y el Xpert MTB/RIF (plataforma Gene Xpert) (Cepheid,
California, EUA). Esta ultima ha sido recomendada por la OMS para su uso
extensivo en la deteccion simultdnea de M. tuberculosis y resistencia a rifampicina

tanto en el diagnostico inicial como en seguimiento de casos (WHO, 2011).
2.2- Epidemiologia de la tuberculosis: aspectos esenciales y contexto actual

La tuberculosis es transmitida de humano a humano principalmente por via aérea.
La fuente de infeccion es aquel paciente con tuberculosis pulmonar o laringea que
expectora bacilos por medio de las gotas de Fligge mientras tose, habla, canta,
escupe o estornuda (Harrison et al., 2005; Varaine et al., 2010). Estas particulas
miden de 0.5 a 10 ym y pueden permanecer hasta 30 minutos en el aire en
suspension, lo cual les permite ingresar hasta la via aérea pequefia y sacos
alveolares, donde tienen contacto con los macrofagos. En la tuberculosis se le
llama unidad bacilar a una gota de Fligge que contiene de uno a tres bacilos

tuberculosos (Smith y Moss, 1994; American Thoracic Society, 2000).

Las gotas de Fligge son producidas también en el ambiente hospitalario y de
laboratorio, en acciones sobre el paciente de tuberculosis como: tratamientos de
aerosol, induccion de esputos, broncoscopias, manipulacion de lesiones y
procesamiento de muestras (esputos, biopsias, secreciones, etc.) (American
Thoracic Society, 2000). La infeccion ocurre cuando estas gotitas son inhaladas

por un huésped (Varaine et al., 2010).

Los bacilos tuberculosos forman los ndcleos de estas pequefias gotitas. Las
particulas de mayor tamafio, aunque tengan mayor numero de bacilos, son menos
contagiosas, pues caen por gravedad, o en caso de ser inhaladas, son eliminadas

por el sistema mucociliar y la tos (American Thoracic Society, 2000). Otras formas
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de infeccion menos comunes son la inoculacion cutanea o contaminacion digestiva

en caso de tuberculosis bovina (Varaine et al., 2010).

La infecciosidad del paciente con tuberculosis esta ligada a la cantidad de bacilos
contenidos en su esputo. Los pacientes con baciloscopia positiva (BK+) son los
mas contagiosos. Aquellos con sélo cultivo positivo y baciloscopia negativa (BK-)
son menos contagiosos. Pacientes BK- y cultivo negativo generalmente no son
contagiosos. Las formas extrapulmonares de la enfermedad sélo son contagiosas
en circunstancias excepcionales. Los nifios generalmente no son contagiosos
debido a que su tos es débil y tienen menos produccion de esputo (Smith y Moss,
1994; Varaine et al., 2010).

Se estima que un paciente con tuberculosis y BK+, no diagnosticado y no tratado,
infecta de 10 a 20 personas por afio (esto varia de acuerdo al ambiente y estilo de
vida de cada persona) (Varaine et al., 2010). Aproximadamente 10% de personas
infectadas con el bacilo de la tuberculosis desarrollaran la enfermedad activa
durante su vida, con un alto riesgo en los dos primeros afios seguidos de la
infeccion. Cerca del 55% de estos pacientes con enfermedad activa tienen una
forma pulmonar contagiosa (Smith y Moss, 1994; American Thoracic Society,
2000).

Los mayores factores que contribuyen a la transmision en tuberculosis son: las
caracteristicas del enfermo, el entorno y duracion en que tiene lugar la exposiciéon
y la susceptibilidad del hospedero (Varaine et al.,, 2010). Sin embargo, la
transmision eficiente de M. tuberculosis se basa en el dafio al pulmon, de tal forma
que las cepas con mayor propension a la severidad de la enfermedad (dafio del
tejido pulmonar y cavitacién) seran capaces de transmitirse mas eficientemente.
En otras palabras, la virulencia esta directamente unida a la transmisién. Por tanto,
la virulencia en tuberculosis puede ser conceptualizada como una composicion
que comprende: (i) habilidad de la cepa para sobrevivir ante la respuesta del
sistema inmune del hospedero, (i) la capacidad para inducir dafio tisular, (iii)
sobrevivir al proceso de aerosolizacion fuera del huésped y (iv) transmitirse con

éxito e infectar a un nuevo huésped (Coscolla y Gagnéux, 2014).
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La tuberculosis representa un problema de salud publica mundial. La OMS estimo
una incidencia de 9 millones de casos y 1.5 millones de muertes por tuberculosis
en 2013 (WHO, 2014). La mayoria de los casos (56%) estuvieron en el sudeste
asiatico y la region oeste pacifico. La India y China representaron 24% y 11% del
total de casos, respectivamente (WHO, 2014). A excepcion de Europa del Este y
algunos paises africanos, las tasas de prevalencia y mortalidad se han reducido
en todo el mundo gracias a las medidas para el tratamiento y control sugeridas por
OMS. En 2007 se detectaron 30000 casos nuevos de tuberculosis
multidrogrorresistente (MDR, resistencia a rifampicina e isoniacida), de los cuales
la mayoria se concentraron en Europa del Este y Africa (particularmente
Sudafrica). Hasta 2008, 55 paises y territorios habian reportado a la OMS al
menos un caso de tuberculosis extremadamente resistente (XDR, ademas de
resistencia a rifampicina e isoniazida, también son resistentes a cualquier
fluoroquinolona y al menos a uno de los tres antibidticos inyectables de segunda
linea, capreomicina, kanamicina o amikacina), los cuales son practicamente
intratables (WHO, 2009).

La situacion en América Latina es menos preocupante que en regiones como en
Asia y Africa, sin que por ello deje de representar un problema de salud publica.
En la regién, México ocupa el tercer lugar en cuanto a la incidencia de casos de
tuberculosis pulmonar. En el afio 2010 se reportd un total de 18 848 casos nuevos
de tuberculosis en todas las formas, equivalente a una tasa de incidencia de 16.8
casos por cada 100 mil habitantes, el grupo de edad més afectado fue de 25 a 44
afos (34.4%), la mayor proporcién de casos fue de tipo pulmonar (81.6%), en el
que se registré una media nacional de 13.7 casos por 100 mil habitantes,
equivalente a 15,384 casos nuevos, la diferencia por sexo fue muy marcada,
siendo para hombres de 17.5 y para mujeres de 10.1 casos nuevos y se presento
al grupo de adultos mayores de 65 afios como el mas afectado. A nivel de las
entidades federativas, 16 estados rebasan la media nacional, entre los que
destacan Baja California (54.1/100 000 hab), Tamaulipas (35.9/100 000 hab),
Guerrero (32.0/100 000 hab), Nayarit (31.4/100 000 hab), Sonora (31.2/100 000
hab), Sinaloa (29.3/100 000 hab), Veracruz (26.7/100 000 hab), entre otros (DGE,
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2012). En cuanto al fendmeno de resistencia antibiotica, México se encuentra

entre aquellos que han reportado casos de tuberculosis MDR y XDR (WHO, 2009).
2.2.1- Interaccion tuberculosis-diabetes mellitus

La diabetes es una enfermedad sistémica, crénico degenerativa, de caracter
heterogéneo, con grados variables de predisposicion hereditaria y con
participacion de diversos factores ambientales, caracterizada por el aumento de
los niveles de glucosa sanguinea (hiperglucemia), causada por un defecto
(completo o no) en la secrecién o accion de la insulina (Tapia et al., 2006). La
diabetes mellitus y su comorbilidad constituyen una importante causa de

preocupacion en salud publica.

La interaccion entre las enfermedades de tuberculosis y diabetes mellitus (TB-DM)
fue descrita por primera vez en la historia de la medicina en el tratado escrito por
Avicena (980-1037), “Canon de Avicena”, en el cual describié las complicaciones
de la enfermedad tuberculosa en pacientes con diabetes y como la presencia de la
diabetes resultaba en un incremento al riesgo de tuberculosis (Niazi y Kalra,
2012). También, los trabajos realizados por Yugimahamuni, un tradicional sabio de
la India, se describia esta asociacién por medio de una combinacion de sintomas
que él denomino “meganoikal”. Dichos sintomas incluian obesidad, glicosuria, sed,

incontinencia, sintomas respiratorios e inconsciencia (Niazi y Kalra, 2012).

A inicio del siglo XX, el efecto de la diabetes en la tuberculosis fue una
preocupacion importante en los investigadores, pero esta fue un tanto descuidada
durante la segunda mitad de dicho siglo debido a la emergencia de esquemas de

tratamiento adecuado para ambas enfermedades (Masjedi et al., 2013).

El nimero de pacientes con diabetes mellitus a nivel mundial ha sido estimado en
alrededor de 382 millones, con cerca de 7 millones de estos clasificados como
casos nuevos y 46% no diagnosticados (IDF, 2013). Adicionalmente, hasta 2008,
3.9 millones de personas murieron por diabetes, con 80% de las muertes ocurridas

en paises de bajos o medianos recursos (Danaei et al., 2011).
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El nimero estimado de pacientes en 2030 sera alrededor de 438 millones acorde
con la tasa actual de crecimiento poblacional, con 80% de los nuevos casos
atribuidos a paises en vias de desarrollo. La OMS proyecta a la diabetes mellitus

como la séptima causa mas importante de muerte en 2030 (WHO, 2011).

En México las encuestas nacionales de salud han demostrado que la prevalencia
de personas con diagnostico previo de diabetes mellitus se ha incrementado en
los ultimos afios pasando de 5.8% en el 2000 a 7.35% en 2006 y 9.17% en 2012
(DGE, 2012). En este ultimo, el numero de personas con diagndstico conocido de
diabetes mellitus fue de 6.4 millones, si bien este nimero podria ser mayor por las

personas que no conocian su condicion (IDF, 2013).

Los estudios de la asociaciéon TB-DM se centran generalmente en la enfermedad
tuberculosa activa. Asi investigaciones en diversas partes del mundo, han
demostrado que un porcentaje elevado de los pacientes con tuberculosis
presentan de forma concomitante diabetes, con prevalencias que van desde el
1.9% hasta un 35% Yy evidencia viable de que actia como factor de riesgo para el
desarrollo de tuberculosis (WHO, 2014).

La situacion actual de la asociacién TB-DM en algunas entidades federativas del
pais indica que el 75% de los casos identificados se concentran principalmente en
13 entidades, 5 de los cuales sobrepasaron la tasa nacional, estos son Guerrero
(10.9), Tamaulipas (10.4), Veracruz (7.8), Tabasco (7.7) y Colima (7); y de los
cuales la mayor prevalencia se ha presentado en Veracruz 14.3%, Guerrero 8.6%,
Tamaulipas 8.6%, Nuevo Ledn 7.2%y Chiapas 5.5% (DGE, 2012).

La informacion epidemiolégica nacional en 2010 indic6 que 81% de los pacientes
con tuberculosis y diabetes fueron curados, y un adicional de 6.1% completaron el
tratamiento. Sin embargo, se estima que 3.1% de los casos son reportados como
incumplimiento del tratamiento y 6.1% se reportan como muertes. Ademas, 0.8%
se presentan como referencias, y 1.4% como fracaso del tratamiento. Por lo que

es importante hacer énfasis en los casos que fracasaron y abandonaron el
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tratamiento, debido a que se trata de poblacion con alta probabilidad de desarrollar

resistencia al tratamiento antituberculoso (DGE, 2012).

En México la asociacion TB-DM se estudié a través de evaluaciones prospectivas
basada en poblaciones con tuberculosis en comunidades del sur, donde se
encontré que la tasa de tuberculosis se multiplico por siete entre las personas con
diabetes mellitus, debido a la reactivacion y las infecciones de transmision
reciente. Se describié que el aumento de la probabilidad de la tuberculosis debido
a la diabetes era comparable a lo que se habia encontrado en otros estudios
atribuibles a la coinfeccion con el VIH. Sin embargo debido a que las tasas de
prevalencia de diabetes (25%) eran mucho mayores que las tasas de prevalencia
de VIH (2%) en esta comunidad, se describié que el impacto real de la diabetes
sobre la incidencia de la tuberculosis era mucho mayor que la del VIH (Ponce de
Ledn et al., 2004). Algunos autores han referido que, si bien el VIH es con mucho,
el factor de riesgo mas fuerte para la tuberculosis a nivel individual, la diabetes

podria ser mas importantes a nivel de poblacional (Ruslami, 2010).
2.3- Métodos de estudio epidemioldgicos en tuberculosis

La caracterizacion de M. tuberculosis ha constituido un gran reto para la
micobacteriologia y en este sentido, ésta se ha encaminado hacia el desarrollo de
técnicas que permitan diferenciar las cepas de esta especie aisladas de pacientes

involucrados o no en epidemias (van Embden et al., 1993; van Soolingen, 2001).

Durante muchos afios esto fue llevado a cabo utilizando diferentes métodos
microbiolégicos que permitian evaluar las caracteristicas fenotipicas, siendo los
mas empleados: (i) determinacién de resistencia inusual a drogas (Reves et al.,
1981), (ii) serotipaje (Grange y Laszlo, 1990), (iii) electroforesis de enzimas
multilocus (Small y van Embden, 1994), (iv) heterogeneidad bioquimica (Hoffner et
al., 1993) y (v) la fagotipificacién (Jones, 1988). Esta ultima fue la técnica estandar
hasta finales de los aflos ochenta. Tiene como principales impedimentos el bajo
numero de fagotipos identificados y la gran laboriosidad (Gicquel, 1993; Snider et
al., 1994).
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La primera técnica molecular basada en ADN empleada en la caracterizacion de
M. tuberculosis fue el andlisis de restriccion. Esta técnica se basada en la
comparacion de los fragmentos de restriccion del cromosoma bacteriano
separados por electroforesis. Fue aplicada por Collins y de Lisle para diferenciar
cepas salvajes y de referencia de M. tuberculosis y M. bovis BCG (Collins y de
Lisle, 1984). Al afo siguiente fue utilizada por estos mismos autores para
comparar todos los miembros del complejo M. tuberculosis (Collins y de Lisle,
1985).

A pesar de ser una técnica simple, la interpretacion de los resultados se convertia
en una tarea dificil por el gran numero de fragmentos generados por las enzimas
de restriccion empleadas (de mediana frecuencia de corte) en la tipificacion de M.
tuberculosis, ademas del escaso numero de patrones que se podian llegar a

diferenciar con estas (Collins y de Lisle, 1985).

Por estas razones se desarroll6 la técnica denominada electroforesis en campo
pulsado, basada en los polimorfismos de mayor peso molecular relativo generados
por endonucleasas con baja frecuencia de corte y separados bajo condiciones
especiales de electroforesis por el empleo de un sistema de campos pulsados
(Varnerot et al., 1992; Zhang et al., 1992). Esta técnica mejoré sustancialmente la
interpretacion de los resultados, pero su principal limitacion estaba dada en los
escasos patrones de polimorfismo que generaba entre las cepas en estudio,

ademas del alto costo de los equipos necesarios (Ross et al., 1992).

El estudio de secuencias de ADN del cromosoma de M. tuberculosis ha aportado
informacién genética valiosa, encontrandose dentro de ellas elementos repetitivos
especificos del complejo M. tuberculosis que han ayudado a su caracterizaciéon

(van Soolingen, 2001).

El genoma de M. tuberculosis (cepa H37Rv) esta compuesto de 4 411529 pares
de bases (pb), con un contenido G+C de 65.6% relativamente constante a lo largo
del mismo (Cole et al., 1998). En este genoma existen dos tipos de unidades

repetidas: (i) unidad intercalada repetida (IR, siglas en inglés), las que pueden
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disponerse como repetidas directas y/o repetidas como secuencias de insercion y
(i) unidad repetida en tandem (TR, siglas en inglés), dispuestas en orden
ininterrumpido tipo cabeza-cuello (una detras de otra) (Kreiswirth et al., 2006).

El elemento IS6110 fue aislado inicialmente del cromosoma de M. tuberculosis por
Thierry y colaboradores (Thierry et al., 1990) y posteriormente se encontr
distribuido en todo el complejo M. tuberculosis (Hermans et al., 1990).
Dependiendo de la especie donde se caracterice se llamard 1S6110, 1S986 0
1S987; diferenciandose so6lo en unos pocos pares de bases (Hermans et al., 1990;
Thierry et al., 1990) pudiendo ser considerados en la practica como idénticos
(Hayward, 1995).

IS6110 es un segmento de aproximadamente 1355 pares de bases (Hayward,
1995), su numero de copias y la posicion en el cromosoma son altamente
variables entre una cepa y otra, pudiendo llegar a 20 o méas en el caso de M.
tuberculosis (van Soolingen et al., 2007) aunque se han identificado cepas con
una o ninguna copia (Fang y Forbes, 1997). Producto de la amplia distribucion de
esta secuencia en el genoma de M. tuberculosis y su frecuencia de transposicion
relativamente baja (van Soolingen et al., 2007), es posible obtener patrones
simples y estables para la comparacion entre cepas empledndola en la técnica de
analisis de polimorfismo de los fragmentos de restriccion (RFLP, siglas en inglés),
por lo que dicho elemento es usado con preferencia en estudios epidemioldgicos
sobre todo en brotes (van Soolingen et al., 2007). Se debe sefalar que este
elemento es insuficiente para distinguir entre si cepas de M. tuberculosis con
pocas (cinco copias 0 menos) o ninguna copia. Esto ha llevado a la utilizacion de
otros marcadores genéticos alternativos como son: DR, PGRS, entre otros (van
Soolingen et al., 2007).

2.3.1- Métodos basados en biologia molecular

La premisa béasica de los estudios de tipificacion molecular ha sido que los
aislamientos agrupados con el mismo genotipo representan transmision reciente,

mientras que los aislamientos con genotipo Unico representan la reactivacion de
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infeccion remota (Crawford, 2003). Esta vision es consistente con la observacion
que cepas aisladas de brotes muestran invariablemente patrones indistinguibles
(v.gr.: RFLP-1S6110) y en estudios de poblaciones el nivel de agrupamiento ha
estado frecuentemente asociado con factores de riesgo bien descritos para la

transmision de tuberculosis (Small et al., 1994; Kik et al., 2008).

La identificacion de aislamientos con el mismo genotipo representa un reto en el
estudio de brotes. En todos los sistemas de genotipificacion es mucho mas facil y
fidedigno demostrar las diferencias, ya que la definicion de genotipos
emparentados es arbitraria (Crawford, 2003). Una variedad de marcadores son
utilizados para el estudio de M. tuberculosis. Es muy frecuente que cepas con
patron idéntico usando un marcador determinado pueden ser diferenciadas por
medio de un segundo o tercer marcador. La exactitud de un emparejamiento entre
cepas dependerd de la especificidad del método o combinaciéon de métodos

empleado y la reproducibilidad (Crawford, 2003).

El poder discriminatorio de un marcador molecular depende estrechamente de su
estabilidad biologica. Muchos estudios han reportado cambios menores en los
patrones moleculares en cepas de M. tuberculosis aisladas tanto en casos con
relacion epidemiolégica como en un mismo paciente en diferentes puntos del
tiempo. La estabilidad de los patrones moleculares en el tiempo refleja la velocidad
de evolucion (referido como reloj molecular) de cada marcador genético (Crawford,
2003; Jagielski et al., 2014).

En general, el mejor marcador molecular es aquel que posea un reloj molecular
capaz de distinguir casos no relacionados y capture casos vinculados
epidemioldégicamente. Asi, los marcadores moleculares muy rapidos o lentos
pueden sub o sobreestimar el nivel de transmision reciente de la enfermedad,
respectivamente (Crawford, 2003; Jagielski et al., 2014).

La seleccion de un método de genotipificacion, en relacion a su poder
discriminatorio, dependera en el tipo de investigacion en cuestion. Asi, un método

altamente discriminatorio (reloj molecular rapido) se requeriria para determinar si
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una infeccion es una reactivacion de una infeccion adquirida en el pasado o una
reinfecciéon con una nueva cepa. Un método con bajo poder discriminatorio (reloj
molecular lento) seria Gtil en la trazabilidad de cepas a nivel global y estudios

evolutivos (Jagielski et al., 2014).

En resumen, la tipificacibn de cepas del complejo M. tuberculosis ha sido
usualmente llevado a cabo para uno de los 3 propoésitos principales: (i)
epidemiologia molecular “clasica”, (ii) estudios filogenéticos y evolutivos y (iii)
clasificacion de cepas. Asi, las técnicas de genotipificacion existentes no son

igualmente adecuadas para todos estos fines (Gagneux, 2013).

2.3.2- Andlisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccion basado en el
elemento de insercién IS6110 (RFLP-IS6110)

Este método ha sido ampliamente empleado en la caracterizacion de M.
tuberculosis y ha sido considerado por mucho tiempo la tecnologia de referencia

para estudios epidemiolégicos en tuberculosis (van Soolingen et al., 2007).

La técnica de RFLP-1S6110 fue desarrollada por iniciativa de Dick van Soolingen,
quién ensay0 una secuencia de ADN repetitiva como sonda en el andlisis del
polimorfismo de los fragmentos de restriccion de cepas de M. tuberculosis aisladas
durante un brote en el sur de Holanda. Para gran sorpresa de €l y su grupo
encontraron (por primera vez) patrones de RFLP idénticos en cepas de pacientes
diferentes (Sébek, 2000). Este hallazgo le dio una nueva dimension a la
epidemiologia de la tuberculosis, siendo posible reconocer cepas de M.
tuberculosis diferentes y seguir su transmision en la poblacion a diferentes niveles,
desde brotes institucionales a estudios globales de epidemiologia (Hermans et al.,
1990; Kiers et al., 1997; van Soolingen, 2001).

En un estudio realizado en 1999 en el que tipificaron cepas de 544 pacientes con
cultivo positivo persistente de tuberculosis, se estimé que la vida media de los
cambios en el patron de bandas RFLP fue al menos 3,2 afios (IC 95 % , 2,1-5,0)
(de Boer et al., 1999). Por su parte, Warren y cols. investigaron la estabilidad de

las bandas en el patrén RFLP-1S6110 en aislamientos seriados de M. tuberculosis
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en pacientes residentes en areas de alta incidencia de tuberculosis, y encontraron
una vida media de 8.74 afios bajo una tasa constante de cambio. Determinaron un
rango de tasa de cambio que podria ser elevada durante la fase temprana de la
enfermedad (t1/2=0.57 afios), cuando la actividad replicativa micobacteriana es
presumiblemente alta, o una tasa baja durante la fase tardia (t1/2=10.69 afios),
cuando la duplicacion bacteriana es mas larga o en la finalidad del tratamiento.
Por lo tanto, los autores concluyeron que la estabilidad de 1S6110 observada esta
fuertemente influenciada por el tiempo que transcurre entre el inicio de la

enfermedad y la coleccidn de la muestra del paciente (Warren et al., 2002).

Los Paises Bajos han desarrollado una plataforma de vigilancia de tuberculosis
basada en metodologia de epidemiologia molecular (p.ej: RFLP-IS6110) de todos
los aislamientos de M. tuberculosis desde 1993. Esta estrategia les ha permitido
estimar la transmision en grupos especificos de riesgo en la poblacion (p.ej.:
migrantes; pacientes con VIH/SIDA, hogares de ancianos, etc), enfocar las
intervenciones y evaluar su efectividad en la transmision de la tuberculosis

(Lambregts-van Weezenbeek et al., 2003).

Kik y cols, en un estudio de andlisis de brotes de tuberculosis ocurridos en
Holanda durante el periodo de 1993-2004, por medio de la metodologia RFLP-
IS6110/PGRS, determinaron 5 454 casos de pacientes agrupados que compartian
iguales perfiles genéticos, de los cuales 1 756 (32%) formaban parte de grupos
(pequefios con 2 a 4 pacientes y grandes con 5 0 mas pacientes) con episodios de
tuberculosis dentro de un periodo de 2 afios. Los autores encontraron que los
predictores independientes para los grupos grandes eran: tiempo menor de 3
meses entre el diagndstico de los 2 primeros casos del grupo, uno o ambos de los
pacientes fueran jévenes (menor a 35 afios), ambos pacientes vivieran en zona
urbana y fueran migrantes procedentes de africa sub-sahariana. Asi, llegan a la
conclusién de que los episodios de tuberculosis donde se involucran grandes
grupos de pacientes formando parte de agrupamientos genéticos pueden ser

previstos por las caracteristicas de los pacientes involucrados. El reconocimiento
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de tales caracteristicas pueden ser usadas como alarma temprana para la

deteccion y prevencién de grandes brotes de tuberculosis (Kik et al., 2008).

El analisis de los datos obtenidos del estudio de contactos de tuberculosis y la
vigilancia en la epidemiologia molecular de todos los aislamientos en Holanda
durante 7 afios (1993-2000), mostré que en 2206 casos de pacientes agrupados
por el perfil molecular de sus aislamientos, se logro elevar el nimero de enlaces
epidemioldgicos entre pacientes de 462 a 1002 posterior a la implementacion de la
combinacion de dichos datos moleculares y los epidemioldgicos (Lambregts-van
Weezenbeek et al., 2003).

Garcia y cols apoyados en RFLP-IS6110 y PGRS-RFLP en combinacién con
investigacion epidemioldgica, detectaron transmision reciente de una cepa de
M. tuberculosis pan-susceptible con progresion rapida a enfermedad en una red
social relacionada con bares clandestinos (locales pequefios, obscuros, poco
ventilados y con hacinamiento) (Garcia et al., 2000). Los autores destacaron la
importancia del empleo de estos métodos a la investigacién operacional en salud,
pero también consideraron con capacidad al sistema de vigilancia para identificar

tales sitios de transmision.
2.4- Sistemas de informacion geograficos

La informacion geografica es un conocimiento adquirido a través del
procesamiento de datos geograficamente referenciados. Un sistema de
informacion geogréfica (SIG) es un sistema informatico para capturar, almacenar,
revisar, integrar, manipular, analizar y mostrar datos relacionados con posiciones
en la superficie de la Tierra. Por lo tanto, es una forma de vincular las bases de
datos con mapas, para mostrar informacion, realizar andlisis espaciales o

desarrollar y aplicar modelos espaciales (WHO, 2016).

En un principio eran denominados como sistemas de informacion geografica, pero
actualmente por su alcance han sido definidos en un concepto mas global como
servicios de informacion geograficos. Estos SIG son (1) la funcionalidad

proporcionada por una entidad de programa informatico a través de sus interfases
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definidas como conjuntos de operaciones y, (2) la provision de informacion
generalizada de datos geoespaciales. El desarrollo de los SIG esté estrechamente
relacionado con objetos distribuidos de tecnologia e internet (Shekhar y Xiong,
2008).

Los SIG pueden aplicarse en epidemiologia para diferentes aspectos: (i)
determinacién de la situacién de salud en un area determinada, (ii) generacion y
andlisis de hipotesis de investigacion, (iii) identificacion de grupos de alto riesgo a
la salud, (iv) planificaciébn y programacion de actividades y (v) monitoreo vy
evaluacion de intervenciones. Ademas, los SIG pueden utilizarse para determinar
patrones o diferencias de situacién de salud ante perspectivas de agregacion
particulares, que van desde el nivel continental, pasando por el regional, nacional,

departamental o distrital, hasta un nivel local (OPS/AIS, 2002).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y Organizacién Panamericana de la
Salud (OPS) han promovido desde sus inicios el uso de estas herramientas para
un mejor apoyo en el analisis espacial de probleméticas en salud. Existen
programas informaticos de escritorio de distribucién gratuita como: HealthMapper
de la OMS, SIGEpi de la OPS, EpiMap (en base a Epi Info) del Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC, EUA), o el SatScan del Instituto Nacional de
Cancer (NCI, EUA). También existen programas informaticos comerciales, v.gr:
ArcGis (Environmental Systems Research Institute (Esri), California, EUA),
ClusterSeer, BoundarySeer y SpaceStat (BioMedware, Michigan, EUA) (OPS/AIS,
2002).

Estos programas, en su mayoria, complementan paquetes estadisticos con
énfasis en metodologias orientadas a la epidemiologia. Con ello se busca sacar
mejor provecho al analisis de la informacién epidemioldgica, tratando de contribuir

desde ese enfoque a la toma de decisiones (OPS/AIS, 2002).
2.4.1- Modelos de espacio-tiempo

Los modelos espacio-temporales constituyen un enfoque utilizado cuando los

datos se recogen en el espacio y el tiempo. Estos enfoques no detectan la causa
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de la enfermedad, sino mas bien dan una idea de las areas con alta incidencia que
pueden investigarse mas a fondo para la relacion causal. Ademas, el método
puede identificar el origen de la aparicibn de enfermedades con respecto a
demografia, tiempo y espacio. Los métodos espacio-temporales son utiles en el
seguimiento del estado de la enfermedad en una comunidad, ya que pueden
proporcionar informacion sobre el cambio de patron de la enfermedad a través del
tiempo.

Tiwari y cols investigaron los puntos criticos geoespaciales para la ocurrencia de
tuberculosis en el distrito de Almond, La India, usando SIG y exploracion espacial
estadistica, e identificaron areas con alta incidencia de tuberculosis; por lo que,
consideraron a esta metodologia potencialmente atil en la deteccion de
verdaderos grupos de pacientes con tuberculosis (Tiwari et al., 2006).

En Portugal, Nunes identific6 agrupamientos de tuberculosis utilizando técnicas
espacio-temporales en areas con altas tasas de incidencia, especificamente por
medio de exploracion espacial estadistica (Nunes, 2007). Onozuka y Hagihara
predijeron los agrupamientos de tuberculosis en el area de Fukuoka, Japon, entre
los casos ocurridos entre 1999 y 2004 utilizando la exploracion estadistica de
espacio-tiempo y reportaron agrupamientos de tuberculosis con un nivel de
significacién estadistica de p<0,05 (método Monte Carlo) (Onozuka y Hagihara,
2007). En Gambia, el 80% de los casos de tuberculosis se encuentra en la parte
occidental del pais conocida como Greater Banjul, debido a esta elevada
incidencia, Touray y cols decidieron llevar a cabo un estudio con el fin de revelar
los puntos criticos en esta area en particular. Utilizaron datos agregados para
realizar exploracién espacial estadistica que revelaron importantes agrupaciones

de casos de tuberculosis (Touray et al., 2010).
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2.5- Marco conceptual

Diversos aspectos de la inmunidad se encuentran alterados en los pacientes con
diabetes mellitus. La inmunidad celular innata parece ser la mas afectada. La
funcion de los leucocitos polimorfonucleares estd disminuida; ademés la
adherencia, la quimiotaxis, la fagocitosis y la destruccion intracelular estan
disminuidas. La inmunidad celular adaptativa también se ve afectada, con una
disminucion de la respuesta proliferativa linfocitica a estimulos y a algunos
patégenos. Estas alteraciones determinan que algunas infecciones tiendan a ser
mAas comunes o graves en los pacientes con diabetes. Numerosos estudios han
reportado la alta prevalencia de la tuberculosis en la comparacién entre pacientes
con diabetes y pacientes sin diabetes. Teniendo en cuenta el alto porcentaje
estimado a nivel global (46%) de casos no diagnosticados con diabetes mellitus y
el bajo apego al tratamiento de aquellos pacientes c con diabetes (20% a 30%), es
mas probable la condicion de descontrol metabdlico que influye directamente en la
aparicion de diversas complicaciones en estos pacientes. Las alteraciones
iInmunes presente en los pacientes con diabetes, sobre todo en los mal
controlados, predisponen a una susceptibilidad mayor y a una forma mas grave de
la tuberculosis. De esta forma, se ha reportado que la presencia de diabetes
mellitus repercute en la tuberculosis tanto en la progresion acelerada de la
enfermedad como en la tuberculosis secundaria o de reactivacion y el mal
prondstico (figura 2.2). Esto conlleva a pensar que los pacientes con TB-DM
podrian participar en mayor medida en la transmisién reciente de TB, que aquellos

sin diabetes.
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Figura 2.2- Influencia de la diabetes mellitus en la historia natural de la

tuberculosis pulmonar.
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2.6- Planteamiento del problema

La diabetes mellitus esta asociada al incremento del riesgo de tuberculosis activa
en estudios de caso-control y de cohorte realizados en diferentes regiones del
mundo. Sin embargo, no existe evidencia para sugerir que la diabetes aumenta la
susceptibilidad a la infeccion asintomatica por M. tuberculosis. No esta bien
establecido que el riesgo de tuberculosis se incrementa con un inadecuado control
glucémico, aunque esta asociacion es plausible y algunas evidencias indirectas
soportan esta hipotesis (WHO, 2011).

En México las tasas de prevalencia e incidencia de tuberculosis han disminuido en
las dltimas décadas; sin embargo la tasa de mortalidad de la enfermedad continta
siendo un problema importante especialmente para los grupos considerados de
riesgo en la poblacion (p.ej.: indigenas, migrantes, jornaleros, pacientes con
diabetes, y otros), ademas de la poblacion vulnerable que habita generalmente en

areas marginadas de zonas tanto rurales como urbanas.
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Los cambios en el estilo de vida y dieta han contribuido a un incremento en la
prevalencia de diabetes en muchos paises de bajos y medianos recursos (WHO,
2011). En México, acorde con los datos ofrecidos por la Direccion General de
Epidemiologia, durante el afio 2012 los casos de diabetes mellitus tipo 2 atendidos
en unidades hospitalarias se incrementaron en 12.7% (2.195 casos) con respecto
al registro de casos reportados en 2011. Ademas, la principal causa de ingreso
hospitalario mostré6 que 11.7% de los casos se diagnosticaron con necrobiosis
(dermatitis de tipo crénico que se presenta en 2 terceras partes de los pacientes
con diabetes), lo cual refleja el descontrol glucémico en estos pacientes (DGE,
2012). Esto les constituiria un grave riesgo de padecer diversas complicaciones,
entre las que destaca la tuberculosis pulmonar con un 27% del total de casos en
2012 (DGE, 2012).

Contrario a lo que podria pensarse, no se encuentra en la literatura cientifica muy
debatido el tema sobre la utilizacion de las metodologias moleculares estandar
para determinar la frecuencia de transmision reciente y reactivacion de la
enfermedad latente de tuberculosis en pacientes con diabetes mellitus.
Histéricamente, los principales estudios publicados en este tema han estado
relacionados con pacientes de tuberculosis e infectados con VIH. Esta tendencia
se ha debido principalmente al impacto epidemiolégico de la asociacién VIH/M.

tuberculosis en la mayoria de los paises.

En este sentido, y como parte de la caracterizacion de la ocurrencia de
tuberculosis y diabetes en poblaciones de alto riesgo, se genera las siguientes
preguntas: ¢existe evidencia cientifica que sustente la hipotesis de que los
pacientes con TB-DM participen mayoritariamente en los agrupamientos
moleculares que aquellos con solo tuberculosis?, ¢es posible identificar sitios
especificos en el area geografica de la cohorte de Orizaba (1995-2010) con

relevancia en el agrupamiento de pacientes con TB-DM?
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2.7- Justificacion

Diversos estudios han sugerido la asociacion de la diabetes mellitus con el
incremento en el riesgo (Ponce de Ledn et al.,, 2004; Jeon y Murray, 2008;
Ruslami, 2010; Jiménez-Corona et al., 2013) y la gravedad de la enfermedad de
tuberculosis (Singla et al., 2006; Van Crevel et al., 2007; Jean-Tyang et al., 2011,
Baker et al.,, 2011; Jiménez-Corona et al., 2013), lo cual podria conllevar a un
inevitable impacto en la salud publica global con fuertes implicaciones en el control
de la enfermedad.

2.8- Objetivos
General

Determinar si la diabetes mellitus influye en la transmisiéon de la tuberculosis
pulmonar en analisis del nivel de agrupamiento genotipico en el contexto global y

geoespacial en una cohorte de pacientes de Orizaba, Veracruz.
Especificos

1) Investigar si la diabetes mellitus constituye un factor para el agrupamiento
molecular de casos de tuberculosis pulmonar en poblaciones (Estudio 1).

2) Determinar el modo como participan los pacientes con diabetes mellitus en
los puntos criticos de agregacion espacial de casos de tuberculosis
pulmonar en analisis retrospectivo de la cohorte de pacientes 1995-2010 de

Orizaba, Veracruz (Estudio 2).
2.9- Descripcion de la tesis

El contenido de esta tesis corresponde a dos trabajos de investigacion (Tabla 2.1),
ademas de la Introduccion (seccién 1), Marco tedrico (seccidén 2) y Discusion y
conclusiones generales (perspectivas futuras) (seccion 5), los cuales son
producidos especificamente para esta tesis. Las secciones 3 y 4 se componen de

un trabajo de investigacion cada uno (estudio 1 y 2). En la seccién 6 aparecen
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todas las referencias bibliograficas, las cuales estan organizadas acorde a la

seccion que corresponden.

Tabla 2.1.- Publicaciones cientificas incluidas en esta tesis en orden cronologico.

Publicacion-

namero Autores Titulo Revista
=, (Estado)
(seccidn)
Francles Blanco-Guillot;
Guadalupe Delgado-Sanchez; :
. Agrupamiento
Norma Mongua-Rodriguez; Pablo
. molecular de
Cruz-Hervert; Leticia Ferreyra- . Plos one
. . pacientes con o
Reyes; Elizabeth Ferreira- . Aceptacion
L tuberculosis .
| (seccion 3) | Guerrero; Mercedes Yanes-Lane; . condicionada
. . pulmonar y diabetes .
Rogelio Montero-Campos; Miriam . " a cambios
. mellitus: una revision
Bobadilla-del-Valle; Pedro Torres; sistematica v meta- menores )
Alfredo Ponce-de-Leon; Jose andlisis y
Sifuentes-Osornio; Lourdes Garcia- '
Garcia.
(Francles Blanco-Guillot); Luis
Pablo Cruz-Hervert; Mlucia
Castafneda-Cediel; Lourdes
Garcia-Garcia; Mercedes Yanes-
Lane; Guadalupe Delgado- Analisis genotipico y
Sanchez; Leticia Ferreyra-Reyes; espacial de casos de
Il (seccion Miriam Bobadilla-del-Valle; Sergio | tuberculosis Plos one
4) Canizales-Quintero; Elizabeth pulmonar y diabetes | (enviado)

Ferreira-Guerrero; Norma Téllez-
Vazquez; Renata B4ez-Saldafa,;
Rogelio Montero-Campos; Norma
Mongua-Rodriguez; Rosa Areli
Martinez-Gamboa; José Sifuentes-
Osornio; Alfredo Ponce-de-Ledn.

en el estado de
Veracruz, México.
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3- Agrupamiento molecular de pacientes con tuberculosis pulmonar y diabetes

mellitus: una revision sistemética y meta-analisis (estudio 1).
3.1- Introduccion

La tuberculosis (TB) persiste como un problema importante de salud publica con
9.6 millones de casos nuevos estimados y 1.5 millones de muertes por TB en el
mundo (WHO, 2015). Asimismo, se estima que un tercio de la poblacion mundial
esta infectada con TB latente, donde los individuos estan en riesgo de desarrollar
la enfermedad activa, particularmente los que tienen un sistema inmunitario

dafiado o en peligro (Martinez y Kornfeld, 2014).

El efecto adverso de la diabetes mellitus (DM) en la defensa del hospedero contra
la TB ha sido reconocido por mas de un siglo. Sin embargo, sélo ha sido
investigado tal efecto en nuestros dias, cuando las tasas de DM se han
incrementado de manera dramatica a partir de la década de 1980 en los paises de
bajo y mediano ingresos; en los que ademas la TB es prevalente (Martinez y
Kornfeld, 2014).

Actualmente, se estima que 415 millones de personas viven con DM, un nlimero
gue se espera se eleve por lo menos a 642 millones hacia el afio 2040 (IDF,
2015).

La DM (mas prevalente de tipo 2) se asocia con un mal prondstico en muchas
infecciones bacterianas, incluyendo TB. Diversos estudios han sugerido la
asociacion de DM con el incremento en el riesgo (Ponce de Leo6n et al., 2004;
Jeon et al., 2008; Ruslami, 2010; Jiménez-Corona et al.,, 2013; Restrepo y
Schlesinger, 2014) y la gravedad de la enfermedad de TB (Jiménez-Corona et al.,
2013; Restrepo y Schlesinger, 2014; Singla et al., 2006; van Crevel et al., 2007;
Jenn-Tyang et al., 2011; Baker et al., 2011), asi como, una mayor frecuencia en
pacientes con DM de TB pulmonar frente a la extra-pulmonar (Restrepo y
Schlesinger, 2014) y mayor extension en el tiempo de negativizaciéon de
baciloscopias y cultivos en el curso de tratamiento (Jiménez-Corona et al., 2013;
Restrepo y Schlesinger, 2014; Baker et al., 2011; Shariff y Safian, 2015). Todo
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esto podria predecir que pacientes con TB y DM son mas contagiosos que los

pacientes TB sin DM (Restrepo y Schlesinger, 2014).

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) se transmite principalmente desde
un paciente con TB pulmonar contagiosa a otras personas por medio de las gotitas
respiratorias que la tos, el estornudo o la fonacidn convierten en aerosol (Harrison
et al., 2005). Por mas de 30 afios, la genotipificacion de M. tuberculosis ha
facilitado la caracterizacién de cepas (Small y van Embden, 1994; Brudey et al.,
2006; Rastogi et al., 2012) y la comprension de la dinamica de transmision de la
TB en distintos espacios y poblaciones definidas, en conjuncion con los métodos
de epidemiologia convencional (Gurjav et al., 2016; Hoza et al.,, 2016; van
Soolingen et al., 1999; Vynnycky et al., 2001). Los pacientes que comparten una
cepa idéntica de M. tuberculosis se consideran ser parte de un “conglomerado o
grupo” que refleja la transmisiodn reciente y rapida progresion de la enfermedad de
infeccion exdgena reciente. Los patrones genéticos Unicos se suponen debidos a
la reactivacién de infecciones remotas o transmision reciente de pacientes fuera

del periodo o area de estudio (van Soolingen et al., 1999; Vynnycky et al., 2001).

La mayoria de los estudios publicados han identificado a los grupos de alto riesgo
para la transmisién reciente de TB midiendo los factores asociados con el
agrupamiento molecular por medio de la comparacion de las caracteristicas de los
casos con genotipos unicos y agrupados. En paises de baja incidencia de TB han
identificado diversos factores de riesgo individuales como son: sexo masculino,
edad joven, ciertas nacionalidades, residentes de larga duracion procedentes de
paises endémicos, residentes urbanos, frotis de esputo positivo, consumidores de
alcohol o drogas, personas sin hogar, e infectados por VIH (van Soolingen et al.,
1999, Small et al., 1994; Borgdorff et al., 2001; Ifiigo et al., 2007; Heldal et al.,
2003). Mientras que en paises de ingresos medios-bajos han sido identificados la
edad joven, el encarcelamiento previo y las visitas a entornos sociales (v.gr.:
bares) (Garcia et al., 2000). Algunos estudios realizados en paises africanos con
una alta incidencia de TB han informado una falta de asociacion entre la infeccion

por VIH y transmision de M. tuberculosis (Middelkroop et al., 2015; Huang et al.,
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2014). Sin embargo, existen escasos estudios epidemiolégicos moleculares que
describan la interaccion TB y DM o siquiera contemplen a la DM entre los factores

de riesgo para el agrupamiento de casos.

Un mejor conocimiento sobre la participacion del paciente con DM en la
transmision de TB ayudaria a desarrollar estrategias de prevencion eficaces
dirigidas a esta poblacion de alto riesgo. Por ello, se realizO una revision
sistematica y analisis cuantitativo (meta-analisis) de la literatura para evaluar si el
agrupamiento molecular de cepas de pacientes con TB pulmonar en comunidad es

incrementada por la comorbilidad con DM.
3.2- Material y métodos
Estrategia de busqueda

Se realiz6 una busqueda sistematica en las bases de datos electrénicas MEDLINE
y Literatura Latinoamericana y del Caribe en Ciencias de la Salud (LILACS) de
1990 a mayo de 2016. Se utilizaron las siguientes combinaciones de palabras
claves: "tuberculosis AND transmisién" OR "tuberculosis AND diabetes mellitus”
OR “Mycobacterium tuberculosis molecular epidemiology” OR “RFLP-1S6110” OR
“Spoligotyping” OR “MIRU-VNTR”. Dos revisores, de forma independiente,
seleccionaron articulos potencialmente relevantes usando titulos y resumenes de
los 13002 articulos generados en la busqueda. Se incluyeron las publicaciones en
idioma inglés o espafiol que reportaron datos originales de estudios
observacionales en los que se evalué a la diabetes mellitus, entre otros factores
de riesgo, para el agrupamiento molecular de casos de tuberculosis. Otros criterios
de inclusion fueron: (i) estudios basados en poblacion en zonas definidas
geograficamente, en lugar de estudios de investigacion de brotes; (ii) uso de
genotipificacion por RFLP-1S6110, espoligotipos, MIRU-VNTR u otro método de
amplificacion para identificar agrupacion molecular; (iii) genotipificacion y analisis
de 50 o mas casos de tuberculosis pulmonar con duracion del estudio de 11
meses 0 mas; (iv) identificacion cuantitativa de los factores de riesgo para la

agrupacion molecular; (v) cobertura de la poblacion de estudio >60% del numero
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total de casos de tuberculosis pulmonar confirmados por cultivo, y (vi) pacientes
con tuberculosis pulmonar confirmados bacteriolégicamente. Los criterios de
exclusiébn fueron: (i) tuberculosis causada por micobacterias distintas a
Mycobacterium tuberculosis y tuberculosis extrapulmonar; (ii) pacientes con
tuberculosis pulmonar y positivos a VIH; (iii) pacientes pediatricos con tuberculosis
pulmonar; (iv) tuberculosis ocurrida en entornos cerrados (v.gr.: prisiones, asilos,

etc.) y (v) diabetes insipida.
Extraccion de datos

Los datos fueron obtenidos de forma independiente por dos revisores mediante el
uso de un formulario de extraccion de datos estandarizado. La informacion
extraida incluyo: disefio del estudio, region, periodo, caracteristicas de la muestra
de estudio, método de genotipificacidon, definicion de agrupamiento molecular,
proporcion de casos estudiados mediante métodos moleculares, enlace
epidemioldgico, método de analisis estadistico, factor de riesgo investigado, razén
de momios (RM) e intervalos de confianza (IC) de 95%. En el caso del uso de
métodos de genotipificacion secundarios, fueron utilizados los resultados de la
combinacion de los métodos. Las diferencias en los datos extraidos entre los dos

revisores fueron reconciliados después de una discusion.
Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se bas6 en un modelo de efectos aleatorios para estimar la
RM (de Mantel-Haenszel) del factor diabetes mellitus asociado con el
agrupamiento molecular de casos de tuberculosis. Se utilizé un modelo de efectos

aleatorios para considerar la variabilidad intra- como inter-estudio.

Los casos de pacientes con tuberculosis pulmonar que se presentaron con el
mismo genotipo se clasificaron como agrupados y los que presentan genotipos
anicos como no agrupados. Para el célculo de los efectos aleatorios, se incluyo la

RM Yy su IC de 95% extraidos de cada documento.
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Andlisis de heterogeneidad de los estudios

Para evaluar el grado de heterogeneidad de los estudios, bajo la hipotesis nula de
ninguna heterogeneidad, se utilizé la prueba estadistica Q (DerSimonian y Laird,
1986) de Cochran con p <0.05, que describe el porcentaje de variabilidad en las
estimaciones del efecto debido a heterogeneidad méas que a error del muestreo.
Los valores de p se obtienen mediante la comparacion de la estadistica con una
distribucién x2 con k-1 grados de libertad (donde k es el nimero de estudios). La
prueba determina si existen diferencias reales que subyacen a los resultados de
los estudios (heterogeneidad) o si la variacion en los resultados es compatible con
el azar (homogeneidad). Adicionalmente se utiliz6 el método de Hartung-Knapp-
Sidik-Jonkman (HKSJ) para comparar con los resultados obtenidos por el método
de Dersimonian-Laird, el cual ha sido reportado como un método alternativo en
metanalisis con bajo numero de estudios (entre 5y 20), heterogeneidad moderada

(> 50%) y tamafios de muestra variados (IntHout et al., 2014).
Andlisis de sensibilidad

Para evaluar el impacto de la calidad metodolégica de cada estudio y para
identificar la influencia de cada estudio, se replicd el metanalisis 6 veces, cada vez
eliminando uno de los estudios alternadamente y comparando el resultado con el
alcanzado de manera global (Egger et al., 1997; Pigott, 2012).

Evaluacion del sesgo de publicacion

Debido a que la presencia de sesgo de publicacion puede conducir a estimaciones
sesgadas y conclusiones engafiosas que afecta a la validez del metanalisis de
estudios observacionales, se examind el sesgo de publicacibn mediante las
pruebas de Begg (Begg y Mazumdar, 1994) y Egger (Egger et al., 1997). Se
compar6 el tamafio de la muestra de cada estudio con el tamafio del efecto
observado. Se consider6 un valor de p <0.10 como estadisticamente significativo
(Pigott, 2012).
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Se uitlizaron los programas Review Manager 5.3.5 (Rev Man para Windows, 2015;
The Cochrane La colaboracion, Oxford, Reino Unido), Comprehensive Meta-
Analisis 3 (CMA v.3, Biostat) (CMA, 2016) y programa R (https://www.r-

project.org).
3.3- Resultados

La busqueda electronica produjo un total de 13415 articulos de los cuales 226
fueron excluidos por duplicidad dejando 13189 potencialmente relevantes. 13156
articulos fueron excluidos después de la revision por titulo y resumen y otras
razones: (i) idioma diferente al inglés o espafiol, (i) ausencia de resumen, (iii)
carta al editor o comunicacion, (iv) fuera del alcance de este estudio. Después de
la lectura completa de los 33 articulos restantes, 27 fueron excluidos por las
siguientes razones: (i) siete estudios (Alavi et al., 2014; Coker et al., 2006; Dobler
et al., 2012; Pérez et al., 2006; Restrepo et al., 2011; Suwanpimolkul et al., 2014;
Tian et al., 2014) no utilizaron métodos moleculares para la caracterizacion, (ii)
cinco estudios (Chang et al., 2011; Jagielski et al., 2015; Kanamori et al., 2016;
Murase et al.,, 2010; Stavrum et al.,, 2014) tenian una baja cobertura de la
poblacion estudiada con respecto al niamero total de pacientes con un cultivo
positivo para TB, (iii) 13 estudios (Dawson et al., 2016; Devi et al., 2015; Diab et
al., 2016; Chen et al., 2016; Geng et al., 2002; Hu et al., 2016; Kozinska et al.,
2016; Kik et al., 2008; Li et al., 2016; Morcillo et al., 2007; Pefiuelas-Urquides et
al., 2014; Talarico et al.,, 2011; Pérez-Lago et al., 2016) no mostraron la
cuantificacion de los factores de riesgo para la agrupacioén o no incluyeron a DM y
(iv) dos estudios (Nogueira et al., 2016; Outhred et al.,, 2016) informaron
solamente los linajes genéticos de M. tuberculosis. Finalmente, seis articulos
(Jiménez-Corona et al., 2013; Herndndez-Gardufio et al., 2002; Borrell et al, 2010;
Wang et al., 2014; Gonzalez et al., 2015; Yang et al., 2015) cumplieron con todos
los criterios de inclusién para el analisis cuantitativo. La figura 3.1 proporciona el

diagrama de flujo del proceso de seleccién sistematica de la literatura.
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Figura 3.1. Flujograma de busqueda electronica

(12644 articulos) (771 articulos)

Pubmed LILACS
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Parcial-C: 33 (i) 7:No aplicacion de métodos moleculares
(if)  5: Baja cobertura de la poblacion de estudio en relacion
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agrupamiento o no incluyen a DM
(iv)  2: Reporte de linajes de M. tuberculosis
v

Incluidos en el
metanalisis: 6
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Las caracteristicas generales de los articulos seleccionados estan resumidas en la
tabla 3.1. Estos incluyeron a seis estudios de cohorte. Dos estudios fueron
realizados en China (Wang et al.,, 2014; Yang et al.,, 2015) y uno en Espafa
(Borrell et al, 2010), Canada (Hernandez-Gardufio et al., 2002), México (Jiménez-
Corona et al., 2013) y Cuba (Gonzélez et al., 2015). Entre los seis estudios hubo
4076 casos de tuberculosis pulmonar, de los cuales 13% presentaron comorbilidad
con DM. El porcentaje de agrupamiento global de los casos fue 27%, lo cual se
encontré de manera similar entre los pacientes con DM (25%) y sin DM (28%). El
mayor reporte de los casos (48%) correspondio a uno de los realizados en China
(Yang et al., 2015), el cual ademas, mostré un agrupamiento de 31%. La mas alta
tasa de incidencia de TB (73/100 000 hab) correspondi6 a los estudios

procedentes de China.

La informacion de antecedente de diabetes fue obtenida de diversas fuentes:
formatos de coleccion de datos (Yang et al., 2015), programa de control de TB o
centro de estadistica (Hernandez-Garduiio et al.,, 2002; Borrell et al, 2010,
Gonzalez et al., 2015) e historial médico del paciente (Wang et al., 2014). Un solo
estudio (Jiménez-Corona et al., 2013) report6 en su metodologia el criterio

diagnéstico para DM.

Los métodos de genatipificacion utilizados en los estudios fueron RFLP-IS6110 y
MIRU-VNTR, por lo que hubo diferencias tanto en la definicibn de los

agrupamientos moleculares de los casos como en la identificacion del caso indice.
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Tabla 3.1.- Caracteristicas generales de los estudios

Autor y afio Periodo Hgzaidg Duracion (Gobettira Aplicacion de Stjelos,
Y Regién de Tipo de |incidencia - | #de de . — | Método 10 de | Método 20 de plica L Caso indice del| en
de 2 de s del estudio| . Diagnostico de DM basado en: A5 G R - .| 2do método de | Definicion de cluster
. estudio .| estudio |(x100 000 sujetos | muestra genotipificacion|genotipificacion e 3 cluster cluster
publicacion estudio (meses) genotipificacion
hab) (%) (%)
Greater = 2 cepas con patron
Hernandez- [Vancouver 1995- Informacion clinica obtenida <6icopids de DNA idéntico (= 6 —
Gardufio et | |, british Cohorte | 6.0** 50 793 100 |en Base de datos de la RFLP-IS6110 | Espoligotipaje p copias por RFLP, 6 <| .. ) 17.3
. 1999 st 1S6110 % diagnosticado
al., 2002 |Columbia, division para el control de TB. 6 copias por
Canada lespolifotipaje.
> 2 pacientes con: (i)
RFLP-IS6110 =6 Sujeto con
I . lbandas en la misma [inicio de
Informacion clinica obtenida PR 2 .
posicion; (i) RFLP-  |sintomas mas
len bases de datos del :
<6 copias de [IS6110 <6 bandas [temprano con
Borrell et al. |Barcelona,| 2003- porgrama de coritrol de. T8 do 1IS6110 6 26 |en la misma posicién, [ocalizacion
R 2 12 Cohorte 21.6 24 115 67.4 |Barcelona y departamentos de| RFLP-IS6110 | MIRU-12 loci — SN 4 32
2010 Espaiia 2004 . 3 A 5 bandas con 1 |pero con idéntico pulmonar o
imicrobiologia de hospitales y X e G
lcentros de atencion diferente IMIRU-12 loci; (iii) |;aque| que inicid|
She RFLP-1S6110 2 6 ratamiento
participantes. : A
bandas que difiere enjmas temprano
1 banda, pero con (asintomaticos)
idéntico MIRU-12 loci
i) Reporte médico previo o
imedicacion de hipoglicemiante > 2 pacientes
s y oral o administracion de infectados dentro del
Jiménezs, | Onzaba, 1995- insulina, (ii) Determinacion de <6 copias de |periodo de un afio
Corona et | Veracruz, Cohorte 21% 181 1013 80 3 X RFLP-1S6110 | Espoligotipaje p P No se indica | 28.8
2o 2010 glucosa (en suero): 1S6110 separados uno del
al., 2013 México 2
glucosa=126mg/dL en ayuno o otro, infectados con
glucosa=200mg/dL en la misma cepa.
muestra aleatoria.
<css = = 2 cepas mostrando
Wangetal,| Beijing, | 2009- | oo | 7gee 48 115 | 10p |[Datos clinicos obtenidos del  IMIRU-VNTR 24 o No aplica idéntico patron | No se indica | 17.4
2014 China 2011 historial médico del paciente. | loci (hasta 28)
MIRU-VNTR
Informacion clinica obtenida
" La de la division nacional de -
Gonzalez e Habana, 2009 | Cohorte 82 12 59 61 lestadistica/ epidemiologia del M'RUNN.TR 24 No aplica No aplica s 'df*!‘"“’ No se indica | 54.2
al., 2015 A e loci patrén genético
Cuba iministerio de salud publica de
ICuba.
Informacion clinica obtenida S— : "
Yang efal, China 2009 Cohorte 3% 36 1948 82 por entrevistadores usando MlRU_VNTR 29 No aplica No aplica cepas’con 'd‘?f“'” Frimer paciente 31
2015 2012 2 5 2 loci patrén genético del cluster
cuestionario estandarizado.

*se utilizaron los datos reportados para pacientes extranjeros; ** Las tasas fueron tomadas del Banco Mundial (World Bank, 2016).

En la referencia Gonzalez et al., 2015 se utilizaron los datos de casos de tuberculosis pulmonar proporcionado por Raul Diaz y Tullia

Battaglioli.
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El OR global (figura 3.2) del analisis cuantitativo de los pacientes con tuberculosis
pulmonar y DM en el riesgo de agrupamiento molecular fue 0.83 (0.52-1.35, 95%
IC) (por el método HKSJ, OR=0.84 (0.40-1.72)), lo cual significa que en el marco
de esta revision sistematica y metanalisis no se encontré asociacion de la DM con
el agrupamiento molecular de casos de tuberculosis pulmonar en comunidad. Se
detect6 una ligera diferencia entre los métodos de DerSimonian-Laird y HKSJ en
el valor de OR e intervalo de confianza, sin repercusion alguna en la interpretacién

final de los resultados.

El andlisis de sensibilidad mostro resultados similares tanto en direccion como en
magnitud del efecto y significacion estadistica (figura 3.3), lo cual indica que el
metanalisis es robusto. Existi6 una heterogeneidad moderada (Higgins y Green,
2011) entre los estudios (12=55%, p=0.05) (figura #2). Sin embargo, no se
encontré sesgo de publicacion estadisticamente significativo (p<0.1) acorde a las

pruebas Beggs (p=0.353) y Egger (p=0.429).

Figura 3.2 Riesgo de agrupamiento de casos con tuberculosis pulmonar y diabetes

mellitus comparado con tuberculosis pulmonar (DerSimonian-Laird).

Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup \Weight M-H, Random, 95% Cl Year M-H, Random, 95% Cl
Hernandez-Gardufio, 2002 14.2% 037 [0.13,1.08] 2002 =
Borrel, 2010 23% 1271060, 270,42 2010 ¢
Jimenez-Carana, 2013 36.1% 063051, 0.94] 2013 &
Yang, 2014 11.2% 1.45[0.42, 4487 2014 .
Yang, 2014 33.8% 111077, 1.61] 2014 -
Gonzalez, 2015 2.3% 0161[0.01,3.42] 2015 4
Total {95% Cl) 100.0% 0.83 [0.52, 1.35] <
Total events
Heterogeneity: Tau=0.14; Chi*=1118, df=4 (P = 0.09); F= 55% 'I:I.D1 DH 1'I:I 1I:|D'

Testfor overall effect: £=0.74 (F = 0.46)
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Figura 3.3 Sensibilidad del metanalisis (DerSimonian-Laird).

Study name Statistics with study removed Qdds ratio (95% Cl)
with study removed

Lower Upper
Point limit limit Z-Value p-Value

Hemandez-Gardufio, 2002  0.948 0578 1554 -0.212 0.832
Borrell, 2010 0.794 0518 1215 -1.064 0.287
Jiménez-Corona, 2013 0918 0418 2014 0214 0.831
Wang, 2014 0.777 0457 1320 -0.934 0.350
Gonzalez, 2015 0.868 0535 1409 -0.572 0.567
Yang, 2015 0737 0366 1487 -0.852 0.3%4

0.835 0517 1.349 0.737 0.461

0.01 0.1 1 10 100

3.4- Discusién

Esta revision sistemética y meta-analisis consistio finalmente en 6 estudios de
cohorte publicados entre 2002 y 2015, que incluyeron a un total de 4076 pacientes
con TB pulmonar, de los cuales 13% presentaron TB-DM. El analisis cuantitativo
de estos estudios mostré la no asociacion de la DM en el agrupamiento molecular

de casos de TB pulmonar en comunidad.

En la literatura se reconoce que la DM aumenta el riesgo de enfermedad y la
gravedad de la tuberculosis (Ponce de Ledn et al., 2004; Jeon et al., 2008;
Ruslami, 2010; Jiménez-Corona et al., 2013; Restrepo y Schlesinger, 2014, Singla
et al., 2006; van Crevel et al., 2007; Jenn-Tyang et al., 2011; Baker et al., 2011),
ejerciendo asi un significativo impacto negativo en la salud publica, especialmente
en los paises donde ambas condiciones son frecuentes. Ademas, si se tiene en
cuenta la estimacion por OMS que 46% de las personas con diabetes no estan
diagnosticados y 84% de los diagnosticados proceden de paises de bajos y
medianos ingresos (IDF, 2013) (con tasas elevadas de TB), la DM sin diagnosticar
y no controlada podria ser el principal factor que contribuiria al empeoramiento de
la TB relacionada con la DM (Lonnroth et al., 2014). De hecho, el estimado global

de casos incidentes de TB atribuibles a DM se ha incrementado substancialmente
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en los 22 paises responsables del 80% de la carga global de TB (WHO, 2015):
10% en 2010 a 15% en 2013 (Lonnroth et al., 2014), y a su vez, la prevalencia
estimada de DM en estos paises fue 5.4% en 2010 a 8.2% en 2013 (IDF, 2013).

Recientemente, Yuen y cols. en un estudio de analisis de transmisién reciente en
Estados Unidos reportaron que la carga de casos agrupados (atribuidos a
transmision reciente) fue diferente en cada estado y pobremente predicha por la

incidencia de tuberculosis (Yuen et al., 2016).

Lonnroth y cols. reportaron a los 10 paises con las mas elevadas tasas estimadas
de incidencia de TB asociada con DM, destacandose India (302 000 casos) y
China (156 000 casos) que involucraban entre ambos el 40% del total de casos
(L6nnroth et al., 2014). Sin embargo, en el marco de este metanalisis Unicamente
China se encuentra entre los paises de origen de los estudios incluidos, lo cual
sugiere un sub-registro de estudios procedentes de los paises con esta

problematica.

El aumento de la incidencia de la tuberculosis en personas con DM parece ser
multifactorial. Los mecanismos precisos por los cuales la DM aumenta el riesgo de
infeccion tuberculosa aun no estan claros (Harries et al.,, 2015). Estudios en
modelo de ratdn sugieren que una alteracion en la respuesta innata a la infecciéon
inicial con un resultante retraso en la respuesta efectora inmune adaptativa es un
mecanismo clave de la susceptibilidad (Martinez y Kornfeld, 2014). Asi, la DM
deteriora la inmunidad mediada por células por alterar la funcién y activacién de
macréfagos, monocitos y linfocitos, con posibles papeles potenciales de la
microangiopatia pulmonar, disfuncion renal y deficiencias vitaminicas (Martinez y
Kornfeld, 2014; Ruslami, 2010; Restrepo y Schlesinger, 2014). Ademas, los
pacientes con hiperglucemia sostenida parecen estar en mayor riesgo de contraer
tuberculosis que aquellos con niveles de glucosa en sangre controlados, lo que
sugiere que la hiperglucemia es un determinante importante en esta interaccion
(Harries et al., 2011; Almeida-Junior et al., 2016; Chiang et al., 2015).
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El planteamiento sobre el modo en que participan los pacientes con DM en los
agrupamientos moleculares de tuberculosis ha sido muy escasamente debatido en
la literatura. Fok y cols., estimaron el impacto de los factores de riesgo
frecuentemente investigados en estudios de epidemiologia molecular de
tuberculosis y encontraron por medio de meta-analisis de 36 estudios a: abuso en
el consumo de alcohol, uso de droga intravenosa y la carencia de hogar, como los
factores consistentemente significativos en poblaciones de baja incidencia de TB
(Fok et al., 2008). Por su parte, Nava-Aguilera y cols., en un estudio de revision
sistematica y metanalisis para identificar los factores de riesgo asociados con
transmision reciente de TB, reportaron como principales factores a: minoria étnica,
nativo del pais, residente urbano, uso de drogas, consumo excesivo de alcohol,
carencia de hogar, encarcelamiento previo, VIH, edad joven, baciloscopia positiva

y sexo masculino (Nava-Aguilera et al., 2009).

Sin embargo, en la discusién sobre el papel de la infeccion por VIH en el
agrupamiento molecular de casos de TB, a pesar de que el VIH aumenta el riesgo
de desarrollar TB y que la reaparicion de la TB en el mundo a principios de 1990
fue atribuido en parte a la epidemia del VIH, en la actualidad contindan
reportandose la falta de asociacion entre infeccion por VIH y la transmision
reciente de TB (Middelkoop et al., 2015, Huang et al., 2014; Yuen et al., 2016), lo
cual podria explicarse por la disminucién en el riesgo de exposicion a TB en los
pacientes con VIH. Pero el panorama epidemioldgico en pacientes con DM es ya
radicalmente distinto (Lonnroth et al., 2014; Delgado-Sanchez et al., 2015) y en
gran medida aun queda pendiente la planificacion de intervenciones dirigidas a

comorbilidades de TB, como la diabetes y otras enfermedades no transmisibles.

Existen otros aspectos no debatidos en la literatura como el relacionado con la
transmision de TB ocurridas en instalaciones clinicas de DM. En un estudio
realizado en México, 20% de los pacientes con DM y tuberculosis recurrente se
debiod a reinfeccion con una cepa diferente de M. tuberculosis y es posible que la
enfermedad recurrente pueda resultar de la exposicion involuntaria a la TB no

diagnosticada en las clinicas de DM (Jiménez-Corona et al., 2013).
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Los articulos incluidos en este metanalisis basaron su caracterizacion genotipica
en los dos métodos mas frecuentemente reportados: RFLP-IS6110 (y
Spoligotyping) y MIRU-VNTR (Shabbeer et al., 2012; Jagielsky et al., 2014).
Ambos métodos tienen una resolucién similar y la idoneidad para detectar la
transmision (Borgdorff y van Soolingen, 2013; Jagielsky et al., 2014, Varma-Basil
et al., 2011). De hecho, uno de los programas de control de tuberculosis pionero
en la aplicacion de RFLP-IS6110 en condiciones operativas, concluyé en una
investigacion de agrupamiento molecular de 3.975 casos de tuberculosis durante
el periodo de 2004 a 2008 que el nivel de tipificacion de los dos métodos no difirid

sustancialmente (de Beer et al., 2013).
3.5- Limitaciones

Este estudio esta limitado por la necesidad de un acuerdo sobre un estandar
metodoldgico reconocido en la realizacion de estudios epidemioldgicos
moleculares basados en la poblacion. Mdltiples caracteristicas de impacto sobre la
frecuencia de agrupamiento incluyendo la incidencia de TB, la duracion del
estudio, la intensidad de seguimiento de contacto, los patrones de migracion en el
area de estudio, el tamafio de los grupos, la fracciébn de muestreo, la aparicion de
cepas endémicas, la frecuencia de cepas con bajo nimero de copias y la edad de
las poblaciones de estudio (Varma-Basil et al., 2011). Se intentd ajustar algunos
de estos factores a través de los criterios de seleccion (disefio del estudio, fraccidon
de la muestra, nUmero de participantes y duracion del estudio). Sin embargo, no
todos los estudios describieron todas las caracteristicas o utilizaron definiciones
estandar. Por lo tanto, las estimaciones individuales y agrupadas de OR pueden
estar subestimadas o sobreestimadas. Otro posible sesgo podria haber ocurrido si
las fuentes de diagndstico de DM eran diferentes. Consideramos que esto es poco
probable ya que las fuentes de datos eran conjuntos de datos clinicos o de salud
publica. Finalmente, la heterogeneidad de los estudios incluidos puede limitar
nuestros resultados. Se realizaron andlisis de sensibilidad para evaluar si la
asociacion variaba excluyendo cada uno de los estudios y se encontraron

hallazgos consistentes en los subgrupos.
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3.6- Conclusiones

La participacion de los pacientes con DM en la cadena de transmision de TB de
progresion rapida a la enfermedad debe investigarse bajo disefios de estudio en
areas o0 paises con alta frecuencia de TB asociada con DM. Se necesitan
protocolos de estudio bien establecidos dirigidos a comprender mejor los factores
demograficos, clinicos, sociales y geoespaciales asociados a la TB en regiones
con alta comorbilidad con DM, para comprender mejor la dindmica de transmision,
como se ha propuesto recientemente para la asociacion de TB y VIH (Zetola et al.,
2016). La investigacion debe centrarse en contextos especificos que investiguen si
la transmision de la TB es mas probable que ocurra en puntos de reunién como
instalaciones clinicas, clubes, campamentos, reuniones religiosas, etc., en

particular en paises altamente endémicos para ambas enfermedades.
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4- Analisis genotipico y espacial de casos de tuberculosis pulmonar y diabetes en

el estado de Veracruz, México (estudio II).
4.1- Introduccion

La tuberculosis (TB) persiste como un problema de salud publica en el mundo,
siendo una de las 10 principales causas de muerte. En 2015 fueron estimados

10.4 millones de casos nuevos y 1.4 millones de muertes por TB (WHO, 2016).

A partir de la década de 1980, las tasas de Diabetes Mellitus (DM), en particular
DM tipo 2, han aumentado de manera alarmante (Chen et al., 2012). En la
actualidad se estima que 415 millones de personas viven con DM y se espera se

eleve a por lo menos 642 millones hacia el afio 2040 (IDF, 2015).

Diversos estudios han sugerido la asociacion de DM con el incremento en el
riesgo (Ponce de lebn et al., 2004; Jeon y Murray, 2008; Ruslami, 2010; Jiménez
et al., 2013; Restrepo y Schlesinger, 2014) y la gravedad de la enfermedad de TB
(Jiménez et al., 2013; Reis-Santos et al., 2013; Singla et al., 2006; van Crevel et
al., 2007; Jenn-Tyang et al., 2011; Baker et al., 2011), asi como, una mayor
frecuencia en pacientes con DM de TB pulmonar frente a la extra-pulmonar (Reis-
Santos et al., 2013), desenlaces desfavorables y mayor extension en el tiempo de
negativizacion de baciloscopias y cultivos en el curso de tratamiento (Jiménez et
al., 2013; Baker et al., 2011; Shariff y Safian, 2015).

La genotipificacion de M. tuberculosis ha facilitado la caracterizacion de cepas
(Small y van Embden, 1994; Brudey et al., 2006; Demay et al.,, 2012) y la
comprensiéon de la dinamica de transmisién de la TB en distintos espacios y
poblaciones definidas, en conjuncibn con los métodos de epidemiologia
convencional (Van Soolingen et al.,, 1999; Vynnycky et al., 2001; Hoza et al.,
2016).

La evidencia actual sugiere que, ademas de los factores de riesgos individuales y
sociales para el agrupamiento genético de casos de TB identificados en varios
estudios (Small et al.,, 1994; Van Soolingen et al., 1999; Borgdorff et al., 2001;
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Heldal et al., 2003; Ifigo et al., 2007; Garcia et al., 2000), varios factores
ecolégicos, incluyendo geogréficos, climaticos, y socioeconémicos, también tienen
impactos criticos sobre la prevalencia de TB (Ukwaja et al., 2013; Li et al., 2014;
Sun et al., 2015).

Los sistemas de informacién geografica (SIG) se han convertido en herramientas
importantes en la investigacion y planificacion de programas de TB (Nana et al.,
2014; Dangisso et al., 2015; Guthrie et al., 2016). Los SIG pueden usarse para
mapear las tasas de enfermedad, definir poblaciones en riesgo, detectar grupos de
enfermedad y mapear los factores de riesgo sociales y ambientales (Nana et al.,
2014; Wubuli et al., 2015).

Diferentes grupos de investigacion han combinado datos de genotipicacion y
geoespaciales en TB para caracterizar la distribucion de la enfermedad y
transmision dentro de determinados grupos de riesgo y comunidades (Bishai et al.,
1998; Gallego et al., 2010; Tuite et al., 2013; Charmie et al., 2015; Gurjav et al.,
2016).

Este estudio tuvo el propdsito de determinar si los pacientes con diabetes mellitus
y tuberculosis pulmonar perteneciente a conglomerados moleculares por RFLP-

IS6110 eran mas propensos a ser agrupados espacialmente.
4.2- Material y métodos
Poblacién

Se realiz6 un estudio retrospectivo de cohortes observacionales de pacientes con
TB descrito previamente (Jiménez-Corona et al., 2013, Ponce de Le6n et al.,
1986). En resumen, el area de estudio incluye 12 municipios en la Jurisdiccién de
Salud de Orizaba en el Estado de Veracruz, México. El sitio del estudio tiene un
area de 618.11 km2 y 413.223 habitantes, de los cuales el 26,3% vive en

comunidades rurales (Jiménez-Corona et al., 2006).

La cobertura de salud en el sitio del estudio es proporcionada por instituciones

publicas y privadas. La Secretaria de de Salud del Estado de Veracruz opera a
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través de la Jurisdiccion Sanitaria numero VIl (JS-VII) con infraestructura que
incluye rural y centros de salud urbanos, un hospital psiquiatrico y un hospital
regional certificado. El hospital perteneciente al Instituto de Seguridad y Servicios
Sociales para los Trabajadores del Estado ISSSTE asiste a funcionarios publicos,
el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) asiste a los que tienen seguridad
social a través de unidades de salud familiar y un Hospital de referencia. Existen
casas de salud y modulos pertenecientes a la Secretaria de Salud o al IMSS

dependiendo del area.

La OMS reporté una incidencia de TB de 21x100 000 hab para México en 2015
(WHO, 2017). La Federacion Internacional de Diabetes reportd una prevalencia de

11.5 millones de personas con DM en México (IDF, 2015).

Los pacientes con baciloscopias y/o cultivos positivos fueron reclutados a lo largo
de 15 afos (1995-2010) y se sometieron a evaluaciones epidemioldgicas, clinicas
(cuestionario estandarizado, examen fisico, radiografia de térax y VIH),
microbiolégicas y moleculares. Se incluyeron episodios posteriores en el mismo
paciente. Las radiografias de térax fueron evaluadas independientemente por
radiélogos certificados. Se capacité personal en la administracién de cuestionarios
estandarizados que incluyeron preguntas previamente validadas. Se realizaron
cultivos a: (i) los casos BK+ en el periodo de 1995 a 2000; (ii) todos los casos (BK-
y BK+) en el periodo de 2000 a 2005 y (iii) todos los pacientes tratados
previamente con tuberculosis, asi como cualquier caso nuevo de TB considerado
de alto riesgo de tener tuberculosis resistente a los farmacos, en el periodo de
2005 a 2010. Los resultados de la susceptibilidad a los farmacos se pusieron a
disposicion de los médicos a cargo. Los pacientes recibieron tratamiento en los

centros de salud locales.

Se pidi6 a los pacientes que proporcionaran sus direcciones residenciales y
puntos de referencia. Dos asistentes de investigacion quedaron cegados a los
nombres de los participantes y cada residencia de los pacientes fue
georreferenciado dos veces con un dispositivo GPS de mano (eTrex®, Garmin).

Las coordenadas reunidas en el campo fueron transcritas a una hoja de calculo de
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Excel y posteriormente transformada en archivo PDF que se utilizaron
directamente en el software ArcGIS v9.3. Se utilizd la aplicacion ArcMap para
hacer disponible la informaciéon en los mapas que muestran la distribucién de los

casos georreferenciados en el area de estudio.
Micobacteriologia y genotipificacion

El procesamiento de las muestras de expectoracion se llevd a cabo mediante
técnicas estandarizadas (tincibn mediante técnica de Ziehl-Neelsen, cultivo en
medio sodlido Lowenstein-Jensen y liqguido MGIT), identificacién de micobacterias y
susceptibilidad antimicrobiana con el método radiométrico Bactec (Jiménez-
Corona et al., 2013, Ponce de Ledn et al., 1986).

Los aislados fueron genotipificados utilizando el método de analisis de
polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccidon basado en 1S6110
(RFLP-1S6110) y spoligotyping si el aislamiento tenia menos de 6 bandas de
RFLP-1S6110 (Barlow et al., 2001). Los pacientes se consideraron "agrupados" si
dos o mas aislamientos de diferentes pacientes fueron identificados dentro de 12
meses entre si y tenian seis 0 mas bandas IS6110 en un patron idéntico, o <6
bandas con patrones idénticos 1S6110 RFLP y un espoligotipo con el mismo
espaciador oligonucleétidos. Los casos con un patron de genotipo Unico (diferente
de todas los demas patrones moleculares obtenidos en la poblaciéon de estudio) y
el primer caso diagnosticado en cada grupo provienen probablemente de la
reactivacion de infeccion latente causada por cepas de M. tuberculosis adquiridas
en un momento o lugar diferente (Mathema et al., 2006). Las pruebas se
realizaron en el Laboratorio de Micobacteriologia del Instituto Nacional de Ciencias

Médicas y Nutricién Salvador Zubiran.

Se calculé la proporcion de casos atribuidos a transmision reciente de TB
mediante el método "n - 1" segun la féormula: [(nimero de aislamientos agrupados

- namero total de grupos) / nimero total de aislamientos] (Small et al., 1994).
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Definiciones

Diabetes Mellitus: Se considerd que los pacientes tenian DM si habian recibido un
diagnostico previo de un meédico o una medicacién hipoglucémica oral o
administracion o tratamiento con insulina o tenian> 200 mg/dl de glucosa en un

analisis de sangre capilar aleatorio.

Infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana: Se ofrecié a todos los
participantes pruebas y asesoramiento voluntario sobre el VIH. Los resultados
fueron informados al paciente. En caso de resultados positivos se le remitié a
recibir tratamiento adecuado. Las pruebas para el VIH se realizaron de acuerdo
con el Programa de Prevencién y Control del VIH de México usando dos pruebas
diferentes. Todos los resultados positivos fueron confirmados por Western blot.

También se considerd un diagnéstico previo de VIH (WHO, 2007).

TB multirresistente: tuberculosis en la que un microorganismo del complejo M.
tuberculosis es resistente a la accion tanto de la isoniazida como de la rifampicina
(SSA, 2005).

La residencia rural y la falta de vivienda se definieron como en el Censo de
Poblacién y Hogares (INEGI, 2010). El consumo de alcohol (>10 bebidas por
semana), el consumo de tabaco (>10 cigarrillos por semana), el uso de drogas
ilegales (marihuana, cocaina y sus derivados, heroina, metanfetaminas,
alucinégenos, inhalantes y otras drogas) Encuesta de Adicciones (NSA) (SSA,
2005).

Andlisis espacial

Se evalué el nivel de agregacion espacial de los pacientes de TB (agrupados por
RFLP-1S6110, unicamente) en toda el area de estudio por medio del estadistico |
de Moran global, el cual es una medida de autocorrelacion espacial (Moran, 1950).
La autocorrelacion espacial identifica los patrones de dependencia espacial

calculando la correlacion de una variable con ella misma dentro de un espacio
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geografico, lo que significa que el valor de una variable se asocia con los de la

misma variable en areas cercanas.

Los valores de | de Moran oscilan entre -1 y 1, con 1 para la maxima asociacion
positiva y -1 para la méxima asociacién negativa. No hay correlacién cuando el
valor es cero. Un valor positivo mas alto indica una autocorrelacién espacial mas
fuerte, en tanto que los valores negativos indican que los pacientes estan a mayor
distancia entre si. La prueba Z-score se utiliz6 para evaluar la significacion de la
estimacion del estadistico | de Moran. Los pacientes con TB se consideraron
espacialmente agregados y estadisticamente agrupados cuando la | de Moran es
>0y Z-score 21,96 (Anselin, 2006).

La deteccion de agregacion espacial global, esto es en toda el area de estudio,

justifico el posterior analisis de agrupamiento local o punto critico espacial.
Andlisis de punto critico (hotspot)

El estadistico Getis-Ord Gi* es un indicador local de autocorrelacion espacial
(Anselin, 1995), usado en este estudio para identificar los puntos criticos (hotspot)
espaciales de los casos de TB. Este estadistico mide el grado de asociacion que
resulta de la concentracion de casos de enfermedad dentro de cierta distancia. Un
valor positivo significativo, por ejemplo, Gi*=1,96, implica un agrupamiento con un
valor mas alto localmente que otras areas y un agrupamiento bajo como el valor
Gi*<-1,96 (Getis y Ord, 1992). La significacion estadistica es del 95%. Es decir, el
uso de este estadistico permitié investigar si los miembros de un mismo cluster

molecular estuvieron agrupados espacialmente.
Andlisis estadistico

Entre los pacientes agrupados por RFLP-6110 se utilizaron andlisis bivariados
para analizar las diferencias sociodemograficas, conductuales, clinicas vy
bacteriologicas entre los pacientes en hotspots y el resto de pacientes. Mediante
regresion logistica no condicionada, se investigé si los pacientes con TB/DM

pertenecientes a conglomerados moleculares tuvieron mayor probabilidad de
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ubicarse en puntos criticos ajustando por variables sociodemograficas,
conductuales, clinicas y bacterioldgicas en comparacién con pacientes con TB sin
DM pertenecientes a conglomerados moleculares. Se construyeron cinco modelos
(en general, los pacientes con y sin diabetes, y los pacientes diagnosticados entre
1995 y 2000 y los pacientes diagnosticados entre 2001 y 2010. Las variables
incluidas en los modelos se seleccionaron a partir de su significancia estadistica
(p<0.20) y su plausibilidad biologica. El analisis de todos los datos fue realizado en
STATA v13.1.

Aprobacién ética

Los participantes proporcionaron su consentimiento informado por escrito para
participar en este estudio. La aprobacion ética se obtuvo de la Comision de Etica
del Instituto Nacional de Salud Publica (Numero de aprobacion 527). Todos los
participantes fueron remitidos a centros de salud para recibir tratamiento de
acuerdo con las estipulaciones del Programa Nacional de Prevencién y Control de

la Tuberculosis.
4.3- Resultados
Marco epidemiolégico y molecular

En el periodo de 1995 a 2010 se diagnosticaron 1370 pacientes mayores de 20
afios con TB pulmonar. Entre estos 32.84% tenian ademas diabetes mellitus. La
proporcion de casos con genotipificacion por RFLP-1S6110/Spoligotyping fue
80.7% (1105/1370), de los cuales 31% (342/1105) fueron agrupados y 69%
(763/1105) mostraron un patrén Unico. Las cepas no procesadas por RFLP-
IS6110/Spoligotyping (19.34%) se debieron a retraso en la recepcion de la
muestra en el laboratorio por lejania del domicilio del paciente y la consiguiente

baja calidad de la muestra y contaminacion.

La tabla 4.1 muestra la comparacion entre los pacientes con y sin informacion
molecular (RFLP-1S6110/Spoligotyping). No se encontraron diferencias
significativas en cuanto a sexo masculino (60% (659/1105) vs 53% (141/265),
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p=0.056) o edad (31 (45-59) vs 29 (45-60), p=0.930). Sin embargo, existieron
diferencias significativas en: periodo 2000-2010 (70% (778/1105) vs 61%
(162/265), p= 0.003), consumo de alcohol (45% (494/1103) vs 38% (101/265), p=
0.049), diabetes mellitus (34% (380/1105) vs 26% (70/265), p=0.013), resistencia
antimicrobiana (78% (739/945) vs 66% (42/64), p=0.02), fiebre (71% (787/1102) vs
64% (169/265), p=0.015) y presencia de cavernas en radiografia (44% (411/942)
vs 22% (46/213), p= <0.001).

Tabla 4.1. Comparacion de las caracteristicas sociodemogréficas y clinicas de los

pacientes con y sin informacion molecular de RFLP-1S6110.

sin RFLP- con RFLP-
. Total 1S6110/ 1S6110/ g
Caracteristicas L L Valor p
Espoligotipo | Espoligotipo
n/total (%) n/total (%) n/total (%)
. 141/265 659/1105
Sexo masculino 800/1370 (58.0) (53.0) (60.0) 0.056
Edad en afios
(media) 45.5 (18.0) 45.6 (19.5) | 45.5(17.6) 0.945
Escolaridad mayor a 184/265 767/1104
orimaria 951/1369 (69.0) (69.0) (69.0) 0.99
Piso de tierra 268/1370 (20.0) | 47/265 (18.0) 22(;)1(1);) ° 0.404
Rural 148/1236 (12.0) 30/244 (12.0) 1(1182/9032 0.863
Distancia (metros) al
centro de salud mas 744 (478- 696 (413-
cercano (mediana 701 (422-1045) 1173) 1034) 0.161
IQR)
Diagnostico entre 162/265 778/1105
2000-2010 940/1370 (69.0) (61.0) (70.0) 0.003
N 106/265 376/1105
Derechohabiencia 482/1370 (35.0) (40.0) (34.0) 0.067
IMC (media) 21.7 (6.0) 23.5(8.1) 21.2 (5.3) <0.001
101/265 494/1103
Consumo de alcohol 595/1368 (43.0) (38.0) (45.0) 0.049
Habito de fumar 310/1367 (23.0) | 49/264 (19.0) 26(2213)0 3 0.075
hjesga‘lj;dmgas 67/1369 (5.0) 8/265 (3.0) |59/1104 (5.0)| 0.115
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Desamparados 47/1365 (3.0) 13/263 (5.0) |34/1102 (3.0)| 0.138
Presencia de cicatriz 130/262 505/1100
de BCG? 635/1362 (47.0) (50.0) (46.0) 0.279
Infeccion por VIHP 25/1322 (2.0) 3/252 (1.0) |22/1070(2.0)| 0.364
Tiempo transcurrido
entre el inicio de los
sintomas y 105 (62-191) 98 (52-188) | 107 (65.192) | 0.111
Tratamiento (dias)
(mediana IQR)
207/265 908/1104
Caso Nuevo de TB 1115/1369 (81.0) (78.0) (82.0) 0.12
Diabetes Mellitus 450/1370 (33.0) 70/265 (26.0) 352221(1);) S 0.013
# de BAARC en baciloscopia (cruces)
Paucibacilar 115/1360 (8.0) 6/263 (2.0) 1(2%18;) !
N 537/1360 (39.0) 180/263 357/1097
(68.0) (33.0)
3321007 | 000!
++ 385/1360 (28.0) 53/263 (20.0) (30.0)
299/1097
+++ 323/1360 (24.0) 24/263 (9.0) (27.0)
Susceptibilidad a 739/945
drogas 781/1009 (77.0) 42/64 (66.0) (78.0) 0.02
Multidrogorresistencia 67/1009 (7.0) 6/64 (9.0) 61/945 (6.0) | 0.364
: 169/265 787/1102
Fiebre 956/1367 (70.0) (64.0) (71.0) 0.015
Hemoptisis 450/1362 (33.0) 84/261 (32.0) 3?2/31(1)3 1 0.744
Prefsenma de 411/942
cavidades en Rayos- 457/1155 (40.0) 46/213 (22.0) (44.0) <0.001
X .

aBCG: Bacilo de Calmette-Guérin, PVIH: virus de inmunodeficiencia humana, °BAAR:
bacilo acido-alcohol resistente, “Prueba de X2, ¢Kruskall Wallis

En la tabla 4.2 se muestran la distribucién de pacientes que compartieron patrones
RFLP-IS6110/ Spoligotyping acorde al nimero de integrantes del grupo. En total
342 pacientes agrupados se distribuyeron en 116 patrones RFLP-1S6110/
Spoligotyping que 64.6% de

conglomerados fueron pequefios (2 miembros) e involucraron el 44.4% de los

involucraban de 2 a 23 pacientes. El los
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pacientes. La proporcion de casos atribuibles a transmision reciente de TB en la

cohorte de pacientes se estimo6 en 20.4%.

Tabla 4.2. Descripcion de los agrupamientos por RFLP-1S6110/ Spoligotyping.

. o NUmero de NUmero total de
Categoria | Tamafio de grupo )
grupos pacientes
A 2 75 152
B 3-5 32 109
C 6-10 6 45
D 11-20 1 15
E 21-23 2 21

En la Tabla 3 se presenta la comparacion entre pacientes agrupados y con patron

anico por RFLP-1S6110/ Spoligotyping. Las principales diferencias significativas

entre ambos estuvieron en: pacientes diagnosticados en el periodo 2000-2010
(77% (262/342) vs 68%(516/763), p=0.002), lindice de masa corporal (IMC) (20.7
(+/-4.1) vs 21.4 (+/-5.7) )p=0.046), uso de drogas ilicitas (8% (26/342) vs 4%
(33/762), p=0.025), susceptibilidad antibidtica (82% (250/304) vs 76% (489/641),
p=0.039) y Multidrogorresistencia (4% (11/304) vs 8% (50/641), p=0.015). La
presencia de diabetes mellitus no mostrd diferencia significativa entre ambos
grupos de pacientes (32% (108/342) vs 36% (272/763), p=0.188).
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pacientes con patron RFLP-1S6110/ Spoligotyping agrupados y Gnicos.

Tabla 4.3. Comparacion de las caracteristicas sociodemograficas y clinicas entre

Caracteristicas Total Patrén Unico |Agrupados | Valor p¢
n/total (%) n/total (%) n/total (%)
. 447/763 212/342
Sexo masculino 659/1105 (60.0) (59.0) (62.0) 0.286
Edad en afios (media) 45.5 (17.6) 46.1 (17.1) 44.0 (18.7) 0.071
Escolaridad mayor a 525/762 242/342
orimaria 767/1104 (69.0) (69.0) (71.0) 0.534
Piso de tierra 221/1105 (20.0) 1?17€;70(;3 74/342 (22.0) | 0.362
Rural 118/992 (12.0) | 83/691 (12.0) | 35/301 (12.0) | 0.864
Distancia (metros) al
centro de salud mas 696 (413-1034) | 45 (33-59) 42 (28-58) 0.241
cercano (mediana IQR)
Diagnostico entre 2000- 516/763 262/342
2010 778/1105 (70.0) (68.0) (77.0) 0.002
. 267/763 109/342
Derechohabiencia 376/1105 (34.0) (35.0) (32.0) 0.311
IMC (+/-Desviacién
estandard) 21.2 (5.3) 21.4 (+/-5.7) | 20.7 (+/-4.1) | 0.046
Atencion en el centro de
salud urbano Camerino | 98/778 (13.0) | 57/438 (13.0) | 41/340 (12.0) | 0.691
Z. Mendoza
326/761 168/342
Consumo de alcohol 494/1103 (45.0) (43.0) (49.0) 0.052
Habito de fumar 261/1103 (24.0) 1(7283f7o‘°;1 83/342 (24.0) | 0.751
Uso de drogas ilegales 59/1104 (5.0) | 33/762 (4.0) | 26/342 (8.0) 0.025
Sin hogar 34/1102 (3.0) | 21/761(3.0) | 13/341 (4.0) 0.35
Presencia de cicatriz de 346/760 159/340
BCGA 505/1100 (46.0) (46.0) (47.0) 0.703
Infeccion por VIHP 22/1070 (2.0) | 15/737 (2.0) 7/333 (2.0) 0.943
Tiempo transcurrido
entre el inicio de los
sintomas y Tratamiento 107 (62-192) | 109 (65-197) | 105 (62-180) | 0.174
(dias) (mediana IQR)
631/763 277/341
Caso Nuevo de TB 908/1104 (82.0) (83.0) (81.0) 0.555
, , 272/763 108/342
Diabetes Mellitus 380/1105 (34.0) (36.0) (32.0) 0.188
# de BAARC en baciloscopia (cruces)
Paucibacilar 109/1097 (10.0) | 66/757 (9.0) | 43/340 (13.0) | 0.246
251/757 106/340
+ 357/1097 (33.0) (33.0) (31.0) 0.246
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++ 332/1097 (30.0) 2(3305705)7 1?32530‘;0 0.246
rt 299/1097 (27.0) 2(1205;705)7 89/340 (26.0) | 0.246
Susceptibilidad a drogas | 739/945 (78.0) 4(5‘796{65;1 225802’30(;4 0.039
Multidrogorresistencia 61/945 (6.0) 50/641 (8.0) | 11/304 (4.0) 0.015
Fiebre 787/1102 (71.0) 5(575470‘;2 23628’30‘;0 0.119
Hemoptisis 366/1101 (33.0) 2?362/705)9 1&2305’30‘;2 0.383
Presencia de cavidades 273/647 138/295

i a1ueaz @a0) | 21050 7o) 0.188

3BCG: Bacilo de Calmette-Guérin, PVIH: virus de inmunodeficiencia humana, ‘BAAR:
bacilo acido-alcohol resistente, “Prueba de X2, eKruskall Wallis.

Distribucién espacial y analisis de punto critico.

La distribucién geoespacial global de los 342 pacientes agrupados por RFLP-
IS6110 se muestra en la figura 4.1. Entre ellos hubo 234 pacientes sin DM y 108
pacientes con DM (tabla 4.3). Se observd concentracion de pacientes ubicados
principalmente en el municipio de Orizaba y extendido hacia los municipios de Rio
Blanco, Nogales y Camerino Z. Mendoza. A pesar de que municipios como
Huiloapan de Cuauhtemoc y Tlilapan presentan mayores tasas de incidencia, la
presencia en estos municipios de pacientes en agrupamientos genéticos no es

notoria.

En cuanto a la distribucion de los patrones genéticos, de los 116 agrupamientos
moleculares (tabla 4.2), 10 tuvieron el primer caso identificado en los municipios
de Mendoza y Nogales, sumando entre ambos el 17% de los casos indice para
cada agrupamiento. En Mendoza se concentraron ademas 2 de los 15 casos y 12
de los 21 casos que corresponden a los agrupamientos moleculares mas

numerosos (D y E).

Pagina | 52



Figura 4.1. Distribucion geografica global de los pacientes agrupados por 342
RFLP-1S6110 en el area de estudio.
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A: Ubicacion del area de estudio en México. B: distribucion de pacientes agrupados. Los
puntos amarillos indican pacientes agrupados sin DM. Los puntos azules indican
pacientes agrupados con DM. El patron tramado indica las tasas de TB en cada municipio
(el patrén de rayas verde espaciado indica tasas mas bajas, el patron de sombreado rojo
cerrado indica tasas mas altas). El nimero dentro de cada municipio muestra la tasa
exacta. Municipios: Mariano Escobedo (l), Atzacan (ll), Ixtaczoquitlan (ll1), Ixhuatlancillo
(IV), Orizaba (V), Rio Blanco (VI), Nogales (VII), Huiloapan (VIII), Rafael Delgado (IX),
Camerino Z. Mendoza (X), Tlilapan (XI) y San Andrés Tenejapan (XII).

El andlisis | de Moran global para los pacientes agrupados por RFLP-1IS6110
detectd autocorrelacion espacial (indice Moran=0.035468, valor Z=7.0, p=0.00).
En otras palabras, la distribucion de los pacientes agrupados por RFLP-IS6110 en

el area de estudio no fue aleatoria, con significancia estadista

En cuanto al andlisis espacial local, se revel6 agrupamiento estadisticamente
significativo de los pacientes en conglomerados de RFLP-1S6110 identificando

area de concentracion (punto critico) y area de dispersion (punto frio). El
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estadistico GI* mostré que el punto critico (hotspot) para agrupacion espacial de
estos pacientes se ubicaba en el municipio Camerino Z. Mendoza. Mientras que el
municipio de Orizaba fue identificado como un &rea de dispersion; esto es, que la
distancia entre los pacientes agrupados por RFLP-1S6110 ubicados en dicha area
es mucho mayor y la frecuencia de agregacioén ahi es mucho menor (figura 4.2).
Asi, 14.6% (50/342) de los pacientes agrupados por RFLP-1S6110 formaron parte
del area de punto critico espacial, de los cuales 60% (30/50) eran pacientes con

diabetes.

Figura 4.2. Analisis espacial local de los pacientes agrupados por RFLP-1S6110 en

el area de estudio.
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La escala muestra valores de puntuacion Z: cuanto mayor es la puntuacion z, mas intensa
es la agrupaciéon de valores altos rojo. Para puntuaciones z negativas estadisticamente
significativas, cuanto menor sea el puntaje z, mas intensa sera la agrupacion de valores
bajos (punto frio), mostrada en azul. La distribucion aleatoria (entre -1.96 y 1.96) se
muestra en amarillo. 25% (86/342) de los pacientes tenian una puntuacién Z por encima
de 1,96 en comparacién con los pacientes en el resto de los municipios que tenian un
menor puntaje Z-valor, lo que indica que la suma de los pacientes mas cercana a cada

grupo molecular no se distribuyd aleatoriamente. Mariano Escobedo (l), Atzacan (ll),
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Ixtaczoquitlan (I11), Ixhuatlancillo (IV), Orizaba (V), Rio Blanco (VI), Nogales (VII),
Huiloapan (VIII), Rafael Delgado (IX), Camerino Z. Mendoza (X), Tlilapan (XI) y San
Andrés Tenejapan (XII).

En el analisis espacial local para los pacientes TB con DM (108/342) agrupados
por RFLP-IS6110 se detecté como area de riesgo para agrupamiento espacial
(punto critico) al municipio Camerino Z. Mendoza (figura 4.3) identificado ya en el
analisis previo (figura 4.2). La ampliacion del area de punto critico mostré a los
pacientes TB con DM vinculados mayoritariamente (38% (11/29)) a uno de los

centros de atencién (centro de salud urbano Mendoza) (figura 4.3).

Figura 4.3. Andlisis espacial local en los pacientes TB con DM agrupados por
RFLP-1S6110 en el area de estudio.
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Escala de valores Z como en la Figura 2. El Getis-Ord Gi * mostré un hotspot ubicado en
Camerino Z. Mendoza y Nogales. El 27 por ciento de los pacientes (29/108) con diabetes
mostraron puntuaciones z por encima de 1,96 (puntos rojos). En el resto de los
municipios, los valores de puntuacion z son menores que 1,96 que indican una
distribucion espacial aleatoria (manchas de puntos amarillos) o un punto frio (manchas
azules). (41/108) de los pacientes con diabetes mostraron puntuaciones z por debajo de -

1,96 Azul) y 88% (36/41) en el municipio de Orizaba. En la figura se muestran dos centros
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de salud (Centro de Salud Urbana de Mendoza), Unidad Médica Familiar 4, IMSS (estrella
azul)). La estrella en el centro de cada punto indica el centro de salud al que asisten. 38%
(11/29 atendieron al Centro de Salud Urbano de Mendoza, el 10% (3/29) la Unidad
Medico Familiar 4 (IMSS) y el 52% (15/29) se atendieron en un centro de salud diferente.
Mariano Escobedo (l), Atzacan (ll), Ixtaczoquitlan (Ill), Ixhuatlancillo (IV), Orizaba (V), Rio
Blanco (VI), Nogales (VII), Huiloapan (VIII), Rafael Delgado (I1X), Camerino Z. Mendoza
(X), Tlilapan (XI) y San Andrés Tenejapan (XII).

Por su parte, el analisis espacial local en los pacientes TB sin DM (234/342)
agrupados por RFLP-IS6110 identificé al municipio Camerino Z. Mendoza como
un punto critico de agregacion espacial, aunque ligeramente mas disperso que lo
observado para los pacientes con TB/DM, indicado en el mapa tematico como
puntos rojos de menos intensidad (figura 4.4) en comparaciéon al mapa
correspondiente a los pacientes TB con DM (figura 4.3). De igual modo, la
ampliacion del area de punto critico mostro a los pacientes TB sin DM vinculados
mayoritariamente (40% (8/20)) a uno de los centros de atencion (centro de salud

urbano Mendoza) (figura 4.4).
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Figura 4.4. Analisis espacial local en los pacientes TB sin DM agrupados por
RFLP-1S6110 en el area de estudio.

Pacientes con Tuberculosis (1995 - 2010).
Region de Orizaba, Veracruz, México.
ViI
I
*
I
14,132 o
12,597
111
® >
VIII
v (5 ° w
*
® o °©
o ¢ o o . 4 X
[
® ¢
o3 Centros de atencion
VI Pt 21552 “ & en salud C. Mendoza
A CSU Mendoz
25,09 - pe ¥ endoza
152 00C % UMF 4 IMMS Mendoza
= e 47,713 28,159
L J
P .° VIII » Getis-Ord GI* para pacientes en
’?< 46,432 clister sin Diabetes M. :
< -~
¢ 7,924 X XI e o o o O
X XII Hot Spot Randomized Cold Spot
19.99 Distribution
Tasa municipal acumulada de Tb g By "
1:240.00 por 100000 habitantes Cy .‘,"p’ Nf
0 2000 4000 8000 1501008 WIS UM HHAIS WIS e ¢
— L

Escala de valores de Z como en la Figura 2. Solamente el 8,5% (20/234) de los pacientes
sin diabetes tenian un puntaje Z-Getis- OrdGi * superior a 1,96 en comparacién con los
pacientes del resto de los municipios que tenian un valor Z mas bajo. En el resto de los
municipios, los valores z-score son menores que 1,96 indicando una distribucion espacial
aleatoria (manchas de puntos amarillos) o un punto frio Manchas azules). Los resultados
del hotspot se muestran en zoom. 40% (8/20) asistieron al Centro de Salud Urbano de
Mendoza, el 10% (2/20) la Unidad Médica Familiar 4 (IMSS) y el 50% (10/20) asistieron a
un centro de salud diferente. Mariano Escobedo (I), Atzacan (ll), Ixtaczoquitlan (lll),
Ixhuatlancillo (IV), Orizaba (V), Rio Blanco (VI), Nogales (VII), Huiloapan (VIII), Rafael
Delgado (IX), Camerino Z. Mendoza (X), Tlilapan (XI) y San Andrés Tenejapan (XII).

La tabla 4.4 muestra la comparacion entre los pacientes agrupados por RFLP-
IS6110/ Spoligotyping pertenecientes a punto critico (hotspot) con los pacientes no
incluidos en punto critico. Las principales diferencias significativas entre ambos
estan en: distancia al centro de salud (958mt (486-1462) vs 627mt (410-918),
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p=0.005), Clinica de salud Camerino Z. Mendoza (49% (24/49) vs 6%(17/29),
p=<0.001) y Diabetes mellitus (60% (30/50) vs 27% (78/29), p=0.001).

Tabla 4.4. Comparacion de las caracteristicas sociodemogréaficas y clinicas entre

pacientes agrupados por RFLP/ Spoligotyping incluidos y no en punto critico

espacial.
No Pertenencia
Total pertenencia a a punto
Caracteristicas punto critico critico Valor p¢
espacial espacial
n/total (%) n/total (%) n/total (%)
: 212/342 185/292
Sexo masculino (62.0) (63.0) 27/50 (54.0) 0.208
Edad en afos (media) 44.0 (18.6) 43.4 (18.8) 47.9 (17.3) 0.113
Escolaridad mayor a 242/342 205/292
primaria (71.0) (70.0) 37/50 (74.0) 0.586
Piso de tierra 74/342 (22.0) | 64/292 (22.0) | 10/50 (20.0) | 0.761
Rural 35/301 (12.0) | 30/260 (12.0) | 5/41 (12.0) 0.903
Distancia (metros) al centro 958 (486-
de salud mas cercano 657 (433-976) | 627 (410-918) 0.005
) 1462)
(mediana IQR)
o 262/342 222292
Diagnastico entre 2000-2010 (77.0) (76.0) 40/50 (80.0) 0.54
Derechohabiencia 1?392’30‘;2 94/292 (32.0) | 15/50 (30.0) | 0.759
IMC (media) 20.7 (4.1) 20.7 (3.9) 21.0 (4.8) 0.545
Atencion en el centro de
salud urbano Camerino Z. 41/340 (12.0) | 17/291 (6.0) | 24/49 (49.0) | <0.001
Mendoza
168/342 144/292
Consumo de alcohol (49.0) (49.0) 24/50 (48.0) 0.864
Habito de fumar 83/342 (24.0) | 74/292 (25.0) | 9/50 (18.0) 0.263
Uso de drogas ilegales 26/342 (8.0) | 25/292 (9.0) 1/50 (2.0) 0.106
Sin hogar 13/341 (4.0) | 13/292 (4.0) 0/49 (0.0) 0.132
Presencia de cicatriz de 159/340 141/291
BCGA (47.0) (48.0) 18/49 (37.0) | 0.128
Infeccion por VIHP 7/333 (2.0) 6/285 (2.0) 1/48 (2.0) 0.992
Tiempo (dias) transcurrido
entre el inicio de los 105 (62-180) | 100 (61-180) | 108 (64-193) | 0.455
sintomas y Tratamiento
(mediana IQR)
2771341 238/292
Caso Nuevo de TB (81.0) (82.0) 39/49 (80.0) 0.751
Diabetes Mellitus 108/342(32.0) | 78/292 (27.0) | 30/50 (60.0) | <0.001
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# de BAAR® en baciloscopia (cruces)
Paucibacilar 43/340 (13.0) | 38/290 (13.0) | 5/50 (10.0)
+ 1?361’30‘;‘) 88/290 (30.0) | 18/50 (36.0)
102/.340 0.746
++ (30.0) 86/290 (30.0) | 16/50 (32.0)
+++ 89/340 (26.0) | 78/290 (27.0) | 11/50 (22.0)
. 250/304 212/256
Susceptibilidad a drogas (82.0) (83.0) 38/48 (79.0) 0.544
Multidrogorresistencia 11/304 (4.0) | 11/256 (4.0) 0/48 (0.0) 0.144
. 232/340 197/290
Fiebre (68.0) (68.0) 35/50 (70.0) 0.772
Hemoptisis 1(2305/35;2 98/292 (34.0) | 22/50 (44.0) | 0.153
Presencia de cavidades en 138/295 112/252
Ray0s-X (47.0) (44.0) 26/43 (60.0) | 0.052

aBCG: Bacilo de Calmette-Guérin, °VIH: virus de inmunodeficiencia humana, ‘BAAR:
bacilo acido-alcohol resistente, “Prueba de X?, eKruskall Wallis.

El andlisis multivariado controlado por variables sociodemogréficas y clinicas
(tabla 4.5) mostré que el diagnéstico de DM (7.04 OR, (3.03-16.38) p<0.001) y
recibir atencion en el centro de salud urbano de Camerino Z. Mendoza (18.04 OR

(7.35-44.28), p<0.001se asociaron con la ubicacion en un punto critico. .

Al realizar modelos multivariados estratificando por el diagnoéstico de DM, se
encontré que todos los pacientes con DM acudieron al centro de salud urbano de
Camerino Z. Mendoza. Los pacientes sin DM pertenecientes a un hotspot tuvieron
una mayor probabilidad de acudir al centro de salud urbano de Camerino Mendoza
(8.012 OR (2.63-24.44), p<0.001) (Table 4.5).

Al estratificar por el periodo de diagndstico, se encontrd que en el periodo de 1995
a 1999: la distancia al centro de salud mas cercano (2.38 OR (1.28 -4,42) p
<0,01), la presencia de DM (7.112 OR (2.70-18.72), p <0.001) y recibir atencion en
el centro de salud urbano de Camerino Z. Mendoza (23,35 OR (8,13-67,10), p
<0,001) se asociaron a la ubicacién en punto critico. Mientras que el analisis en el
periodo comprendido entre 2000 a 2010, el diagnoéstico de DM (12.85 (1.19-

138.65) p<0.05) y la atencion en el centro de salud urbano de Camerino Z.
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Mendoza (17.08 (1.55-188.77) p<0.05) se asociaron a punto critico espacial (tabla
4.5).

Todos los modelos se ajustaron por sexo, edad, nivel socioecondmico (utilizando
como indicador la residencia con piso de tierra), derechohabiencia, la distancia al
centro de salud mas cercano y el recibir atencion en el centro de salud urbano

Camerino Z. Mendoza.

Tabla 4.5. Andlisis multivariado para los factores asociados con la pertenencia a

punto critico espacial.

Total Pacientes Pa_cientes Periodo Periodo
. con DM sin DM 1995-1999 2000-2010
Caracteristicas
OR? OR? OR? OR? OR?
(ICP 95%)
n 339 92 233 260 57
Sexo Eemenino 1.098 0.783 1.604 1.202 0.811
[0.52,2.33] | [0.21,2.95] | [0.56,4.63] | [0.52,2.79] | [0.09,7.40]
Edad (afios) 1 0.982 1.006 1 1.011
[0.98,1.02] | [0.93,1.03] | [0.98,1.03] | [0.98,1.03] | [0.93,1.10]
Diabetes mellitus 70477 7112 12.85%
[3.03,16.38] [2.70,18.72] | [1.19,138.65]
Piso de tierra 0.894 0.413 1.242 0.523 6.544
[0.34,2.34] | [0.05,3.68] | [0.40,3.86] | [0.17,1.60] | [0.59,72.16]
Sin 1.124 1.19 0.828 0.878 1
derechohabiencia [0.49,2.56] | [0.35,3.99] | [0.25,2.75] | [0.35,2.19] | [1.00,1.00]
Distancia (metros) al 1.538 1.24 1.587 2.380** 1.115
ggr”é;onge salud mas | 14 g6 5 47] | [0.43,3.59] | [0.97,2.59] | [1.28,4.42] | [0.72,1.73]
Atencion en el 18.04*** Omitido 8.012*** 23.35*** 17.08*
centro de salud
urbano Camerino Z. |[7.35,44.28] [2.63,24.44] | [8.13,67.10] | [1.55,188.77]
Mendoza
Diagnostico entre 1.74 2.136 1.912
2000-2010 [0.65,4.69] |[0.43,10.66] | [0.43,8.50]

2RM= Razoén de momios; PIC95% = Intervalo de confianza al 95%; Valor de p= * p<0.05, **

p<0.01, *** p<0.001

4.4- Discusion

La combinacion de informacion molecular, epidemiologica y datos geoespaciales

obtenidos de los casos de la cohorte permiti6 documentar tanto la existencia de
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conglomerados espaciales en el area de estudio como la posible concentracion de
pacientes con TB-DM perteneciente a conglomerados genéticos en uno de los
centros de atencion ubicado en la zona destacada. Esto ultimo, si bien
especulativo, es un hallazgo interesante vinculado a la aplicacion de SIG al
analisis de esta cohorte de pacientes reportada previamente (Jiménez-Corona et
al., 2013)Lo anterior permiti6 obtener una nueva perspectiva del contexto
epidemiologico de estos pacientes con TB-DM. Asi, este estudio sugiere una
especial atencién a los centros de atencion meédica (clinicas y hospitales) que
pueden llegar a convertirse en puntos de transmision de TB en pacientes en riesgo
por inmunosupresion como podria ser el caso del paciente con DM (Restrepo y
Schlesinger, 2014).

La frecuencia de DM entre los pacientes con TB del estudio fue alta (32.84%),
congruente con lo informado previamente para México al analizar 12 afios del
registro de TB nacional (Delgado-Sanchez et al., 2015) y también en otros paises
del mundo (Wu et al., 2016; Ko et al., 2016; Suwanpimolkul et al., 2014).

Los aislamientos pertenecientes a conglomerados moleculares de genotipos
idénticos se han considerado infecciones de reciente adquisicion (Small et al.,
1994). Sin embargo, este supuesto no siempre es correcto, pues existen contextos
epidemioldgicos donde el agrupamiento no implica transmisién reciente, por
ejemplo, casos de TB en personas inmigrantes infectadas en sus paises de origen
con una cepa genéticamente homogénea a la cepa caracterizada en una base de
datos nacional (Hermans et al., 1995), o pacientes no inmigrantes que pueden
haber sido infectados varios afios o décadas antes con una cepa que se encuentra
en ese momento bajo estudio (Braden et al., 1997), o simplemente la tipificacién
por RFLP-IS6110 puede ser incapaz de diferenciar dos cepas no idénticas
(estabilidad del marcador molecular) (van Deutekom et al., 2005). Por tanto, el
agrupamiento por si mismo no demuestra que la transmisiébn ocurrié y su
demostracion depende del muestreo adecuado de la poblacion, la incidencia de

TB y las caracteristicas de la poblacion estudiada (v.gr.: grupo de edad, movilidad
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de la poblacién, duracién de la residencia, estado inmunoldgico, enfermedades

concomitantes, entre otros) (Glynn et al., 1999a; Glynn et al., 1999b).

La proporcion de pacientes en conglomerados moleculares de genotipos idénticos
(31%) y de transmision reciente (20.4%) fue méas bajo que lo reportado en
Acapulco, donde detectaron 77.9% de agrupamiento y 68% de infeccion reciente
(Nava-Aguilera et al., 2011) Sin embargo, estos datos fueron comparable con
otros estudios: en Baltimore, EUA, determinaron 46% de agrupamiento con 32%
atribuido a transmisién reciente (Bishai et al., 1998) y otro estudio analizando los
datos del sistema de vigilancia de TB nacional estadounidense indic6 23.1% de
agrupamiento de casos (Moonan et al., 2012); en Vitéria, Brasil, encontraron
48.1% de agrupamiento con 34.2% asociado a transmision reciente (Ribeiro et al.,
2015); en Londres, Reino Unido, estimaron entre 2010-2012 un 46% de
agrupamiento y 34% de transmision reciente (Hamblion et al., 2016); en Holanda
determinaron porcentajes similares de agrupamiento (46%) y transmision (35%),
en el periodo 1993 a 1997 (van Soolingen et al., 1999) y en Ontario, Canada (Tuite
et al., 2013), Tokio, Japo6n (Izumi et al., 2015) e isla Hong Kong (Chang-Yeung et
al., 2005), reportaron 23.1%, 43.7% y 27.3% de agrupamiento de casos de TB,
respectivamente. Asi, un estudio de metanalisis (Houben y Glynn, 2009) describid
una gran variacion en las proporciones de agrupamiento, de 6% a 86%, en 46
estudios, mientras que Fok y cols (Fok et al., 2008) describieron proporciones de
transmision reciente que oscilaron entre 4% y 60% con una mediana de 28% en

analisis de 35 estudios.

El bajo porcentaje de agrupacion y transmision reciente atribuible encontrada en
este estudio podria estar relacionado con una morbilidad global mucho més baja o
con los efectos de las diferentes intervenciones programaticas, tales como, la
investigacion de contacto, las iniciativas de deteccion dirigidas o las tasas de
cumplimiento de estrategia TAES (Garcia-Garcia et al., 2000; Jacobson et al.,
2005; DeRiemer et al., 2005).

En relacién al tamafio de los conglomerados detectados en el estudio, se destaca

la preponderancia de los agrupamientos pequefios conteniendo 2 individuos
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(64.6%), lo cual también ha sido reportado en otras cohortes de pacientes con
valores de 51.3%, 52.9%, 56% y 58.8% (van Soolingen et al., 1999; Ribeiro et al.,
2015; Hamblion et al., 2016; Tuite et al., 2013). Recientemente, se ha propuesto
denominar a los agrupamientos pequefios (menos de 5 individuos) como eventos
de transmision reciente limitada, a partir de la hipotesis de que las poblaciones en
las que la transmision esta efectivamente limitada por los esfuerzos de control de
la TB difieren de las poblaciones en las que la transmision no controlada es mas
comun (Yuen et al., 2016). No obstante, un aspecto de suma importancia a tener
en cuenta al aplicar esta definicion seria el hecho de que algunos agrupamientos
podrian ser mal clasificados como méas pequefios de lo que realmente son por no
contemplar un area geogréfica mas amplia en el estudio. Ademas, los grupos
clasificados como pequefios cerca del final del periodo de estudio pueden ser

realmente grandes transcurrido un tiempo mayor.

Coincidiendo con lo encontrado en nuestro estudio, se ha descrito que el uso de
drogas se asocia a la pertenencia a conglomerados moleculares (Ellis et al., 2002;
van Soolingen et al., 1999; Smith et al., 2017). Dos estudios de revision
sistematica y metanalisis mostraron como importantes factores de riesgo, ademas
del uso de drogas, a: abuso en el consumo de alcohol y la carencia de hogar en
poblaciones de baja incidencia de TB en el caso del primero (Fok et al., 2008) y
minoria étnica, nativo del pais, residente urbano, sin hogar, encarcelamiento
previo, alcohol, VIH, edad joven, sexo masculino y la baciloscopia positiva en el
otro estudio (Nava-Aguilera et al., 2009). A diferencia de otros estudios (Hu et al.,
2011; Yang et al., 2015) el indice de masa corporal mostré diferencias

significativas entre los pacientes agrupados y con patrén Unico de la cohorte.

En relacion a la DM, no hubo diferencias significativas entre los pacientes en
agrupamiento y con patron unico de RFLP-1S6110/ Spoligotyping en el estudio
(32% (108/342) vs 36% (272/763), p=0.188). De hecho, no hemos encontrado
evidencia de asociacién entre la DM y la agrupacién molecular de casos de TB

pulmonar por medio de un estudio de revision sistematica y metanalisis realizado
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reciente (OR global=0.83 (IC 95% 0,52-1,33), 1°=54%, p=0.05) (articulo en

prensa).

El andlisis geoestadistico espacial de autocorrelacion, identific6 claramente un
area (municipio Camerino Z. Mendoza) de punto critico espacial donde los casos
de TB pertenecientes a agrupamientos geneéticos se encontraban congregados
espacialmente. En concordancia con la distribucion de pacientes TB-DM dentro
del &rea de punto critico, la cual fue representada en una tendencia mas franca
(puntos coloreados en rojo) (figura 3) en comparacién con los pacientes TB sin DM
(figura 4), el analisis multivariado (tabla 5) mostré que la DM fue un factor
asociado a punto critico espacial en la cohorte de pacientes (7.04 OR, (3.03-
16.38) p<0.001).

Los casos incluidos en el area de punto critico geoespacial representaron el 15%
del total de pacientes agrupados por RFLP-1S6110/ Spoligotyping. Por ende, esto
indica que la gran mayoria de los pacientes agrupados por RFLP (85%) se
encontraron fuera del area de conglomerado espacial (municipio Camerino Z.
Mendoza). Prussing y cols reportaron 29% y 44% de pacientes agrupados
molecularmente dentro de las dos areas de agrupamiento geoespacial identificada
en su estudio, aunque la mayoria de los conglomerados de genotipos estuvieron
fuera de dichas areas (Prussing et al., 2013). De ahi que, los autores concluyeran
gue la transmision reciente no explica la mayoria de la agrupacién geoespacial
detectada en su estudio, lo que sugiere que la agrupacién geoespacial se modifica
en gran medida por los determinantes sociales (Prussing et al., 2013). Una

conclusién similar podria aplicarse en los resultados aqui presentados.
4.5-Fortalezas y limitaciones del estudio

Una de las fortalezas de este estudio es haber incorporado los datos
geoespaciales de los pacientes de la cohorte y lograr un andlisis mas integrador,
destacando el papel de los pacientes con TB-DM. Ademas, se integré el analisis
de sujetos con informacion molecular completa e incompleta incluyendo la variable

clave del estudio (diabetes mellitus) como sustento en la interpretacion de los
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resultados, lo cual ha sido sugerido para el manejo de datos perdidos en estudios

de epidemiologia molecular (Desai et al., 2011).

Las limitaciones incluyen el uso de datos secundarios y los problemas inherentes
a la calidad de los datos. Los datos de salud espacial podrian tener incertidumbre
en la ubicacion, aunque fueron tomados en mas de una ocasion en el punto de
residencia de los pacientes en el momento del diagndstico y corroborada su
validez a partir de una seleccion aleatoria que confrontdé las direcciones
registradas con la ubicacién de los puntos del gps, sub-notificacién y diagndstico
erréneo. No se tomaron en cuenta el control de la glucemia, las complicaciones o
el tiempo de evolucién de la DM. El disefio de este estudio (tipo descriptivo) no
permite afirmar que haya ocurrido la transmision de tuberculosis entre los
pacientes de la cohorte con y sin diabetes mellitus en el centro de atencién.
Podrian existir otros sitios de concentracion (v.gr.: sociales, iglesias, etc) donde se
haya dado lugar la exposicion. Estos hechos deben considerarse en la

interpretacion de los hallazgos aqui obtenidos.
4.6- Conclusiones

Se aplicé con éxito una combinacion de analisis sociodemogréfico, clinico,
genotipico y geoespacial para estudiar la TB, demostrando asi el potencial de esta
estrategia en los programas de control. Se encontré asociacién entre los pacientes
TB-DM vy la pertenencia a punto critico geoespacial en la cohorte de estudio. Los
patrones de genotipificacion de cepas fueron Gtiles para proporcionar informacion
sobre distribucién y caracteristicas epidemiol6gicas, que pueden aplicarse para
permitir un mejor seguimiento de los pacientes y definir estrategias para la

prevencion de la enfermedad.
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5- Discusion y conclusiones generales

En este trabajo se determind, en primera instancia, la no asociacion entre la
diabetes mellitus y el agrupamiento molecular de casos de tuberculosis pulmonar
en poblaciones como resultado de una revisibn sistemética y metandlisis.
Teniendo en cuenta la posible implicacion de eventos de transmision reciente en
aquellos grupos de pacientes compartiendo un genotipo idéntico de M.
tuberculosis, los resultados de la revision sistematica y meta-analisis no probaron
la hipotesis que identifica a la diabetes como un factor determinante en la
transmision. No obstante, es importante sefialar que la aseveracion de no
asociacion entre tuberculosis y diabetes quedo limitada debido fundamentalmente
a la carencia de protocolos de estudio (con calidad metodologica) dirigidos a

comprender de manera especifica la interaccion entre ambas enfermedades.

El vinculo entre la diabetes mellitus y el aumento del riesgo de tuberculosis ha sido
reconocido desde hace ya algun tiempo (Dooleyy Chaisson, 2009). En la literatura
se han planteado dos mecanismos principales en el riesgo asociado a tuberculosis
de pacientes con diabetes mellitus: (i) el metabolismo desregulado de la glucosa
presente en estos pacientes resulta en hiperglucemia y resistencia a la insulina, lo
cual estimula la actividad replicativa de M. tuberculosis (Dooleyy Chaisson, 2009)
y (ii) el aumento en la inflamacién por macrofagos residentes en el tejido adiposo
activados por acidos grasos libres e intermedios lipidicos, asociados a la
resistencia a la insulina, promueve un ambiente proinflamatorio generalizado que
favorece la progresion a la enfermedad de tuberculosis (Wellen y Hotamisligil,
2005; Shoelson et al., 2006; Mao et al., 2011).

Algunos estudios han reportado que el control glucémico deficiente (HbA1c27%)
estd asociado con un mayor riesgo de enfermedad avanzada y mas grave de la
tuberculosis, positividad y conversion mas lenta de baciloscopias, ademas de un
efecto negativo en la terminacion de tratamiento, curacion y recaidas en pacientes
con tuberculosis pulmonar (Mi et al., 2013; Chiang et al., 2015; Mahishale et al.,
2017).
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El estimado global de casos incidentes de tuberculosis atribuibles a diabetes
mellitus se ha incrementado substancialmente en los 22 paises responsables del
80% de la carga global de tuberculosis (WHO, 2015): 10% en 2010 a 15% en 2013
(Lonnroth et al., 2014). Asi, varios estudios han demostrado que los individuos con
diabetes tienen un riesgo 3 veces mayor de tuberculosis y mayor riesgo de
mortalidad, retraso en la conversion de la baciloscopia, fracaso del tratamiento y
recaidas, asi como desarrollo de resistencia a farmacos antifimicos (Jeon vy
Murray, 2008; Baker et al., 2011; Baker et al., 2012; Gil-Santana et al., 2016 ). Los
pacientes con TB-DM también son mas propensos a tener tuberculosis cavitaria
(Reis-Santos et al., 2013; Gil-Santana et al., 2016). Mientras que el VIH/SIDA
aumenta el riesgo de tuberculosis hasta 20 veces, la creciente prevalencia de
diabetes podria tener un impacto relativamente mayor en el control de la TB en el

futuro (Restrepo y Schlesinger, 2014; Lonnroth et al., 2014).

En este trabajo también se determin6 que los pacientes con TB-DM involucrados
en agrupamientos moleculares de la cohorte 1995-2010 de Orizaba, ademas se
encontraron asociados significativamente al punto critico de agregacion espacial.
Sin embargo, la mayoria de los pacientes con tuberculosis en conglomerados
moleculares con y sin diabetes se encontraron fuera de del punto critico espacial,
por tanto, el agrupamiento molecular de casos por si mismo no explica la
agregacion espacial en esta cohorte, lo cual ha sido referido en otras
investigaciones (Prussing et al., 2013).

Asi, se ha mostrado en este trabajo dos andlisis complementarios entre si,
dirigidos a explicar la interaccion TB-DM. En las limitaciones de ambos estudios se
muestran las variables confusoras de importancia para un posterior analisis. Las
debilidades de la literatura cientifica actual, que es mayoritariamente transversal y
retrospectiva, contribuyen a la falta de buenos datos. Por tanto, la conclusion
fundamental aqui es la necesidad de implementacion de nuevos protocolos de
estudios (v.gr.: estudios prospectivos de cohortes) bajo condiciones controladas

que permitan esclarecer dicha interaccion.
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5.1- Perspectiva futura

A medida que continle el panorama epidemioldgico global con elevacion de la
prevalencia de diabetes y las tasas continuadas de tuberculosis en los paises de
bajos ingresos, podremos esperar que el numero de personas con ambas
enfermedades se incremente notablemente en las proximas décadas (Lonnroth et
al., 2014). Al revisar la compleja relacion entre la tuberculosis y la diabetes
mellitus, se puede comprobar que muchos temas importantes han sido poco
estudiados o no estudiados en absoluto. Aunque la tuberculosis es claramente
mas comun en los pacientes con diabetes, el papel de estos pacientes en la
transmision de tuberculosis no ha sido aun esclarecido. Sin duda alguna, los
temas de (i) la manera en la que participan los pacientes con DM en la transmision
de TB tanto en la comunidad como en contextos especificos (v.gr.: circulos
sociales, prisiones, asilos para ancianos, hospitales y consultas externas),
integrando variables clinicas-demogréficas, epidemiolégicas, molecular vy
geoestadistica (espacio-temporales) y (ii la dinamica y especificidad de la
asociacion hospedero-patdgeno en la patogénesis de la tuberculosis y su
repercusion en la transmisibn en pacientes con DM, constituyen objetivos
fundamentales en las investigaciones futuras sobre la interaccidbn de estas

enfermedades.
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