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clinica méas frecuentemente extrapulmonar,
presentan menos enfermedad pulmonar cavitaria
y, por tanto, los examenes de esputo son mas
frecuentemente BK negativos. Sin embargo,
otros factores pueden contribuir al mayor riesgo
de transmisién en los HIV positivos; y, estos
factores pueden ser falsamente interpretados
como una transmisibilidad aumentada, ya que
los factores comunes a los recientes brotes
epidémicos nosocomiales son una tuberculosis
no reconocida precozmente (retardo diagnés-
tico) y no tratada (o, en los casos de tuberculo-
sis multirresistente, no tratada eficazmente)
(18).

Situacion en Colombia

En Colombia, a pesar de la puesta en marcha
de un programa nacional de lucha contra la tu-
berculosis desde hace varias décadas, la tu-
berculosis es aun una causa importante de
morbilidad y mortalidad. Segtin el Ministerio de
Salud, en 1993, un total de 9.761 casos fueron
notificados y se calculé que se perdieron 28.095
afos de vida saludable a causa de la tuberculo-
sis entre 1989 y 1991 (19). El programa de la
OMS para la vigilancia de la farmacorresistencia
en la tuberculosis ha estimado en maés de
23.000 el numero de casos por afio (Documento
WHOTB 1984;84:143).

Una encuesta epi-demiolédgica en Medellin, en
1988, encontré una prevalencia de 2,6/1.000
habitantes lo cual mostré la falta de eficacia de
los programas de lucha para disminuir la
incidencia de la infeccién (20). Esta es una
situacion comun a los paises en los cuales la
situacién social subyacente a la persistencia
endémica del bacilo no se ha mejorado y donde
los programas de lucha enfrentan numerosas
dificultades. Su principal logro ha sido, sobre
todo, una disminucion de la tasa de mortalidad
y de los casos de tuberculosis meningea.

En los dltimos afios, la epidemia del SIDA ha
tenido un impacto sobre la epidemiologia de la
tuberculosis en el pais. En el Hospital Santa
Clara, en Bogot4, se informé que en 30% de los
pacientes reconocidos como infectados por HIV,
se diagnosticé simultdneamente una tuberculo-
sis (21). En un estudio, en Cali, 6% de los
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pacientes HIV positivos tenian tuberculosis
sintomatica, la mayoria con la forma extra-
pulmonar y miliar. En 34% de los pacientes, se
logré aislar micobacterias por btisqueda activa
en muestras de esputo, LCR, médula 6sea y
jugo gastrico, 73% de los cuales fueron M. tu-
berculosis (22). Otro estudio mostré un
aumento en el nimero de casos de tuberculosis
extrapulmonar paralelo a la aparicién de la
epidemia de SIDA en Colombia; el analisis de
regresién lineal demostré una asociacién
estadisticamente significativa en el nimero de
casos notificados de ambas patologias durante
los dltimos afios (23).

Polimorfismo del ADN: una nueva estrategia
para la tipificacién de M. tuberculosis

Las especies del complejo tuberculosis de las
micobacterias (M. tuberculosis, M. bovis, M.
bovis BCG, M. africanum y M. microti) son un
grupo taxondmico dificil de diferenciar con los
marcadores bioquimicos clasicos y las
caracteristicas de crecimiento en los cultivos.
Esta proximidad taxondmica se refleja en los
resultados de hibridizacién sobre el ADN total
que muestran una homologia cercana a 100%
entre las especies (24). Sin embargo, el
hallazgo de secuencias repetidas dentro del
genoma ha demostrado la posibilidad de su
utilizacién para la diferenciacién entre especies
de micobacterias y entre aislamientos individu-
ales de una misma especie debido a que
muestran un mayor polimorfismo. Dos tipos de
elementos repetidos se encuentran dentro del
ADN de las micobacterias (25): 1) las
secuencias de nsercion (I1S) y 2) las secuencias
repetidas mayores en tandem (MPTR).

De las MPTR, una no esta limitada al complejo
tuberculosis y la otra, identificada en M. bovis
BCG, no da una buena diferenciacién entre
cepas. Por ello, los métodos de analisis
utilizando las 1S se han convertido en las mas
populares. Los elementos de insercién 1S1081 e
[S6110 son los que han revelado un mayor
polimorfismo. La funcién exacta de los IS es
desconocida, pero, llevan secuencias que
codifican proteinas esenciales para rearreglos
genéticos. SBu distribucién en nimero y posi-
cién diferente produce patrones polimérficos
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bien particulares de una cepa a otra. Esto es
debido a que son transponibles, es decir, que
pueden cambiar de ubicacidn dentro del genoma
de una generacion a la otra. El 1IS1081 esta
distribuido de una manera homogénea, sdélo
estan presentes 5 a 7 copias. El IS6110 tiene
una distribucién més heterogénea: de 1 a 20
copias y tienen una longitud de 1.355 pares de
bases (figura 1). Algunas cepas en India y Viet-
nam no tienen copias del 1S6110 (26); sin em-
bargo, en la gran mayoria de cepas aisladas en
el resto del mundo existen mas de cinco
copias, lo cual permite su utilizacién para
estudios epidemioldgicos.

A manera de informacion es necesario mencio-
nar que, recientemente, otros elementos
genéticos han sido descubierios y que éstos
poseen una utilidad potencial para la
diferenciacién de cepas; entre ellos se
encuentran las secuencias directas (DR) y las
secuencias polimérficas ricas en enlaces
guanina-citosina (PGCRS) (26).

Por qué es importante diferenciar entre
cepas de M. tuberculosis .

Distinguir entre aislamientos de diferentes
cepas del bacilo no tiene solamente un interés

Pvu Il (461)

Lo

1355
Sonda IS 6110

Figura 1. Mapa fisico del 1S6110 DE 3.155 pares de bases
(pb). El sitio de corte de la enzima de restriccion Pvull se
encuentra a nivel del pb 461 (la secuencia palindromica
reconocida por la enzima se muestra encerrada en el
circulo). Las barras negras indican las secuencias repetidas
invesas de 28 pb que limitan al IS6110. La sonda hibrida con
un segmento de 245 pb a la derecha del sitio de corte de
Pvull.
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tedrico. Dentro del marco de la situacién actual
de la epidemia de la tuberculosis, algunas
cuestiones que necesitan una respuesta
inmediata podrian ser resueltas a través de un
método de diferenciaciéon entre muestras
provenientes de diferentes grupos de pacientes.
La definiciéon de la duracion de la quimio-
profilaxis en los pacientes HIV positivos es una
de ellas: ;debe durar toda la vida o ser
periédica? Si las reactivaciones son responsa-
bles de la mayoria de las tuberculosis, una
quimioprofilaxis periddica no tendréa utilidad; al
contrario, si el riesgo de infeccién es grande los
regimenes intensos y periédicos se deben
escoger. '

Los brotes nosocomiales de tuberculosis han
confirmado la importancia de la diferenciacion
de la cepa. Gracias a esta estrategia fue posible
localizar las fuentes de infeccién y determinar
los diferentes factores de riesgo asociados. Las.
medidas actualmente tomadas en Estados
Unidos se han basado en los resultados de
estos estudios. Las aplicaciones no se limitan a
los brotes de tipo nosocomial sino también a
estudios epidemiolégicos en la comunidad.
Algunos trabajos recientes han demostrado la
diseminaciéon de cepas multirresistentes
utilizando las técnicas de biologia molecular
para la diferenciacion de cepas y han
demostrado patrones de transmisién que no
eran evidentes por todos los métodos
tradicionales de busqueda. Estas técnicas
aportan nuevos elementos a los conocimientos
actuales de diseminacién de la infeccién y han
sido un llamado de atencién para decidir la
deteccidén forzada de pacientes que pueden
representar un peligro para la salud publica (27).

En resumen, las posibilidades practicas de la
diferenciacion entre cepas de la infeccion
tuberculosa son: la determinacion de las tasas
de reinfeccién (fuentes exégenas) o reactivacion
(fuente enddgena) como causa de fracasos
terapéuticos; el seguimiento de fuentes de
diseminacién de cepas multirresistentes en la
comunidad; el control de calidad para los
laboratorios centrales o regionales especializa-
dos en micobacterias y el estudio de brotes de
infeccion sonocomial (26).
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Técnicas para demostrar el polimorfismo

Una técnica ideal para detectar las relaciones
clonales entre cepas (comparacién de perfiles
genéticos o DNA fingerprinting) deberia ser
répida, logisticamente simple y generar un
patrén polimérfico estable en el tiempo. El grado
de diversidad clonal revelado por esta técnica
debe ser lo suficientemente estable como para
que en las cepas aisladas a partir de pacientes
de un mismo brote .epidémico sean idénticos.
Como se habfa mencionado anteriormente, las
primeras técnicas de DNA fingerprinting que se
aplicaron a las micobacterias intentaron
descubrir polimorfismo sobre ADN total
utilizando la tincién de bromuro de etidio de
fragmentos de restriccién separados por
electroforesis.

Sin embargo, la gran mayoria de estos
fragmentos de restriccién se cruzan en su
movilidad en el gel y, por tanto, se hacen

‘necesarias cuatro diferentes enzimas de

restriccidn para obtener una diferenciacién
razonable. El gran nimero de fragmentos
generados hace la comparacion de resultados
extremadamente dificil. Ademas, la utilizacién
de enzimas de restriccién con secuencias de
reconocimiento largas y ricas en enlaces AT,
genera muy pocos fragmentos y separar estos
fragmentos de gran tamafo hace necesario la
utilizacion de la técnica-demasiado compleja-
de electroforesis de pulsos de campos (26).

Con el descubrimiento de las secuencias
repetidas, el tamafio de los fragmentos a cortar
con las enzimas de restriccion, disminuyé.de
manera razonable para realizar su compara-
cién. La mayoria de los investigadores utilizan
actualmente la técnica de Southern bloty los
resultados que asi se obtienen se denominan
polimorfismos de los fragmentos de restriccién
(RFLP). Hay tres parametros_ criticos que se
deben tener en cuenta en esta estrategia: 1) la
eleccidon de una enzima de restriccion; 2) la
seleccion de la secuencia especifica del
elemento genético utilizado para detectarlo -a
través de una sonda (secuencia complementaria
de 4cidos nucleicos); y, 3). el uso de patrones
de peso molecular estandar que permita la
comparacién entre diferentes geles. Un
protocolo estandarizado en relacion al- 1IS6110 se
acordd en 1991 (cuadro 1), lo cual permite la
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Cuadro 1. Componetes de la técnica estandarizada en
RFLP para el IS6110 ( 28)

Aislamiento del ADN, a partir de cultivo

Digestién del ADN, enzima Pvu Il

Separacion del ADN escindido por electroforesis*
Southern-blotting, transferencia a membrana
Hibridizacién mas deteccién por autorradiografia*

SNl

* En presencia de dos a tres marcadores de tamafio mo-
lecular y la inclusién del ADN de la cepa de referente Mt
14233 de M. tuberculosis (que presenta 10 bandas
186110 de peso molecular conocido), como marcadores
externos y de marcadores internos en cada linea, -no
especificos para la sonda del 1S6110, y los cuales se
revelaran en una segunda autorradiografia.

** La deteccion se realiza por autorradiografia y con una
sonda que detecta segmentos a la derecha del sitio de
corte Pvull.

comparacién de resultados de diferentes
laboratorios a nivel mundial (28). Una base cen-
tral de datos y un sistema computarizado de
analisis para los fingerprints del 1S6110 esta
disponible actualmente para toda la‘comunidad
cientifica internacional en el Instituto de Salud
Publica de Bilthoven, Holanda. ‘

Debido a que la preparacién del Southern blot
es laboriosa y requiere el aislamiento de
cantidades del ADN en microorganismos; estan
actualmente se estédn desarrollando nuevos
métodos utilizando la técnica de amplificacién in
vitro del ADN (reacciéon en cadena de la
polimerasa-o PCR). Esto permitird, en un solo
paso, tanto la deteccién del bacilo como la
diferenciaciéon de la cepa. Se han podido
obtener patrones polimérficos utilizando el PCR
a partir de cantidades tan pequefias de ADN
como 10 picogramos, y con oligonucleétidos
cebadores (primers) homdlogos a la secuencia
final del 1S6110. El PCR con oligonucleétidos
cebadores aleatorios (RAPD), también, ha
mostrado perfiles. polimérficos que han
confirmado la relacion entre varios casos de tu-
berculosis en un brote epidémico. Otros
métodos. también basados en PCR y que se
estan anallzando actualmente. son el /S-
ampl/typ/ng, que utiliza cebadores homologos a
MPTR y una secuencia de amplificacién
adicional (nested) con 1S6110; otra técnica es el-
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mixed linked PCR, que consiste en un primer
cebador especifico al 1S6110 y un segundo
cebador complementario a un ligador, lo cual
aumenta la sensibilidad del método. Por ultimo,
existe otro PCR que utiliza los polimorfismos de
la regién DR. A pesar del potencial de estas
técnicas rapidas para la tipificacién de cepas, la
técnica estandarizada de Southern blot tiene un
interés mayor debido a que permite la
comparacién de resultados a nivel mundial. La
ventaja que esto representa es que podra
obtenerse una mejor comprensién de algunos
aspectos epidemioldgicos claves tales como: el
impacto del HIV, de la migracién global y de la
resistencia a drogas antituberculosas, o cual
permitird proponer métodos eficaces que logren
controlar la diseminacién de la infeccién (26).

Aplicaciones del RFLP en Colombia

Pocos estudios se han realizado hasta el
presente sobre la distribucién geografica de los
diferentes patrones polimérficos existentes en
M. tuberculosis. Esto podria dar una idea de la
diseminacién global de la infeccién y
caracterizar los diferentes patrones los cuales,
luego, podrian asociarse a ciertas caracteris-
ticas como virulencia y resistencia a medica-
mentos. A pesar de que la relacién no es
causal con el IS6110, tales asociaciones se
pueden hacer debido al resultado de la
diseminacién clonal de la bacteria con
caracteristicas que favorecen la transmisibili-
dad. Los datos preliminares de Africa y
Holanda han demostrado que es posible hacer
la diferenciacién geografica de diferentes
aislados (29-31).

En Latinoamérica se han iniciado algunos
estudios por la técnica de RFLP en Venezuela,
Argentina y Per (Palomino JC, comunicacién
personal, 1996). En Colombia, en un estudio
inicial realizado en colaboracién con el Instituto
Seccional de Salud del Quindio (32), se inici6 la
recoleccién de muestras de esputo provenientes
de pacientes con tuberculosis pulmonar con y
sin historia de tratamiento anterior. Las
muestras se transportaron en cloruro de
cetilpiriridio y se colocaron en cultivo en el
Instituto de Medicina Tropical en Antwerpen,
Bélgica. En total, se obtuvieron 27 aislados para
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analisis RFLP. Se utilizd6 la técnica
estandarizada del Instituto de Salud Publica de
Bilthoven, Holanda. Los resultados nos
muestran un alto grado de relacidén entre las
cepas estudiadas lo cual confirma una
circulacién intensa del bacilo en el medio. A
través del calculo de los coeficientes de
similaridad (una ecuacion en la cual se tiene en
cuenta el nimero de bandas compartidas en la
misma posicién) se elaboré un dendograma y
se pudieron identificar cinco grupos o clusters.
Un hallazgo interesante fue el de patrones
idénticos en dos cepas resistentes a la
estreptomicina-isoniacida. Este fue un hallazgo
ocasional pero bastante llamativo ya que las
muestras provenfan de pacientes en la
comunidad y sin condiciones favorecedoras de
hospitales o lugares de reclusién o habitacién
en comun; se trata, por tanto, de la primera
descripcion de circulacién de cepas resistentes
en la comunidad en Latinoamérica. Esto revela
la importancia practica de la técnica ya que si
se confirma que la diseminacién de cepas
multirresistentes es un evento comin, se debe
realizar un cambio fundamental en las
estrategias de control actualmente en vigor. Los
pacientes no estaban relacionados epidemio-

légicamente, es decir, que por los medios

habituales de biisqueda de contactos no hubiera
sido posible hallar una relacién. Esto demuestra
el valor de la técnica en revelar fuentes de
transmisidn no reconocidas anteriormente.
Otros estudios que utilizan la estrategia de
tipaje molecular han identificado rutas de
transmisién en la comunidad con hallazgos
similares (33-37). El estudio de Berna es el que
ha tenido los hallazgos més dramdticos: un solo
paciente contribuy6 con 13% de los casos de la
regién; sélo a través del RFLP se pudo poner en
evidencia la relacién epidemioldgica de estos
casos (33).

Actualmente estamos adelantando la caracteri-
zacién de los patrones polimérficos de cepas de
diferentes regiones del pafs recolectadas
durante el primer estudio nacional de resisten-
cia inicial a medicamentos tuberculosos (figura
2). En el futuro, esperamos que la técnica sea
implantada en un laboratorio central o nacional
de referencia para su utilizacién en estudios
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Figura 2. Ejemplo de perfiles RFLP obtenidos por la técnica
estandarizada para el 1IS6110 en cepas de M. tuberculosis
del primer estudio nacional de resistencia a las drogas
antituberculosas. Tamafio indicado en miles de pares de
bases (Kpb). Origen de las cepas: 1. Tolima; 2. Santander;
3y 8, Bolivar; 4, 5 y 10, Norie de Santander; 6, La Guajira;
7 y 9, Atlantico; 11, Huila; 12, 13, 14 y 15, Antioquia.
Cepas resistentes, 9 (estreptomicina-isoniacida) y 14
(estreptomicina).

epidemiolégicos amplios y a largo plazo y que
sean Utiles al estudio de la diseminacién de la
tuberculosis en el pais.

" En conclusién, la técnica del Southern blot para
el 156110, que permite determinar el RFLP o la
tipificacion molecular de las cepas de M. tuber-

culosis, es una herramienta valiosa aplicable al
estudio epidemiolégico de la tuberculosis

humana y que permite responder a cuestiones
fundamentales que durante largo tiempo no
habian logrado ser resueltas.
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