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Epidemiologia molecular tuberculosis
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Tuberculosis: un caso-una cepa




Complejidad clonal

T No cumplen paradigma de

R gy S— UN CASO-UNA CEPA

Estudio de poblaciones
de casos de TB




Rastreo de complejidad clonal en TB

Recurrencias

Infeccion respiratoria + extrarrespiratoria



RFLP-1S6110 Restriction-fragment-length-polimorphism
Analiza nimero y posicion de 1S6110
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Spoligotyping: Spacers-oligo-typing _ _
@pollgotypmg
Analiza region DR (Repeticiones directas)

DR
DR1 DR2 DR3 DR4 DR5 DR6 DRY.... 43

R

espaciadorl espaciador? ....

DR 1 DR3 DR5 DR6 DRY
Cepal

DR2 DR3 DR4 DR5 DR6
Cepaz2

DR1 DR2 DR4 DR5 DRY
Cepa3



Spoligotyping

Sp:1,2,3,4,5,6,7,8,9,10.11.12.13.14.15.16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,26,27........

PCR multiple de los 43
espaciadores

Hibridacion
Comparacion basada en

presencia/ausencia de
espaciador
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TB Recurrente




TB Recurrente

Una infeccion por MTB “protege” frente a una nueva infeccion

~6,7% de pacientes con un episodio de tuberculosis en
ultimos 12 ainos presentan un nuevo episodio recurrente

. P Mal tratamiento
Reinfecciones Reactlvacmnes\ Adguisicion de
A resistencias
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[Alta INncidencia

Alto riesgo de
exposicion




TB Recurrente

VIH+ _ N
Analisis en Retrospectivo 12 afios

_ \VilgE
poblac_lon Moderada incidencia
“no seleccionada”

No alto riesgo de exposicion

43 pacientes

Primer

Episodio
episodio Cepal

Cepa2 recurrente

Caracterizacion genotipica
¢, Iguales o distintas?



recurrente
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14/43 pacientes con cepas sucesivas diferentes
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Analisis en
poblacion
“no seleccionada”
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Considerar reinfeccion en
recurrencias en condiciones

epidemiol




1B recurrente

Demanda de analisis rapido de recurrencias

Episodio
actual

Episodio
previo




TB recurrente

Demanda de analisis rapido de recurrencias

Episodio
actual

Episodio

e ¢, Reinfeccion/Reactivacion?




MIRU-VNTR

Mycobacterial Interspersed Repetitive Units- Variable Number Tandem Repeats

MIRU A

150 pb b
PCR
electroforesis
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= o - repeticiones
Cepa A 150 pb 0
Cepa B [] 200 pb 1
Cepa C 250 pb 2
Cepa D 300 pb 3
Cepa E 350 pb 4
Cepa F I 400 pb 5

MIRUtipo: 2466848488834 /8



TB recurrente

Demanda de analisis rapido de recurrencias

Episodio
actual

Episodio
previo




TB recurrente: Analisis rapido

[ PACIENTES EPISODIOS
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Infeccion mixta




¢, Infeccion mixta?

Cepal Cepa?2

=) Genotipado
RFLP No es posible
identificar
presencia de mas
de una cepa

Spoligotipado
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Infecciones complejas: Metodologia

Analisis de multiples colonias independientes
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Infecciones complejas

1 2 3

50 pacientes retrospectivos

6% Coinfeccidon con
~dos cepas
simultaneamente




Infecciones complejas

50 pacientes retrospectivos
Aislado resp + extrarresp

6% Coinfeccidn con
_dos cepas
simultdneamente

COMPARTIMENTALIZACION
DE LA INFECCION
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Infeccion compartimentalizada




Infeccion compartimentalizada
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Compartimentalizacion

1: Respiratoria
2: Respiratoria
3: LCR

Cambios sutiles:
MICROEVOLUCION

modificacion “comportamiento
Infectivo™ de cepa de MTB

Posible seleccion de cepa con mayor
capacidad de infeccion
extrarrespiratoria







MIRU-VNTR

Mycobacterial Interspersed Repetitive Units- Variable Number Tandem Repeats

MIRU A
117101
N N J \_Y_)
150 pb 50pb
PCR No
electroforesis repeticiones

Cepa A IS 150 pb 0
Cepa B I W 200 pb L
CepaC I N B 250 pb 2
CepaD N N 300 pb 3
CepaE EEEEEEEEEEEE  350pb ;‘

CepaF NN M W W MmE 400pb

MIRUtipo: 2466848488834 /8



Infecciones complejas

VNTR-MIRU y policlonalidad

Poblacion policlonal distinguible
sin analizar colonias aisladas




Infecciones complejas

Casos con infeccion compartimentalizada
Caso 1 - 17 loci diferentes

Aisladoresp 552645354412412224232352

1 aislado 1 aicladn Sangre 254533533451446225132423
r 11 casos analizados

TB respiratoria : —
a
- Aisladoresp 25333323343134 7 M24 no disponible
@ Orina 246333233431346 M24 no disponible
92 pacientes (5.3%)
TB respiratorie

N o : laislado 2 aislados Caso 3 = 1 locus diferente
TB extrarespiratoria .

i Aisladoresp 252243242242325225131423
. Orina 2g2243242242325225131423
Sangre 252243242242325225131423

1 aislado 2 aicladne
50S analizados

I
. Ningun caso con diferencias
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¢,Puede el cultivo modificar la complejidad clonal existente
en la muestra clinica?




Efecto del cultivo sobre Esputos policlonales “artificiales™

MIRUtipado de 30
colonias aisladas

Proporcion
pre-cultivo

MIRUtipado de 30
colonias aisladas

Proporcion
post-cultivo



Antes del cultivo
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Cepa 1(33.4%)
Cepa 2(66.6%)

Antes del cultivo
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Cepa 3(80.7%)
Cepa 4(19.3%)

Después del cultivo
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Cepa l (96.3%)
Cepa 2 (3.7%)

Después del cultivo
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Cepa 3(14.3%)

Cepa 4(85.7%)



Rastreo de complejidad clonal en TB
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