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Resumen

Una alternativa de mejoramiento de las es-
trategias para el control de la tuberculosis, la
ofrecen los métodos para la diferenciaciéon de
cepas de M. tuberculosis. La literatura eviden-
cia que la técnica RFLP del segmento de inser-
cion 1S6110 esta ampliamente estandarizada
a nivel internacional y ha demostrado ser un
buen instrumento para orientar estrategias lo-
cales de control.

Mediante una revisién exhaustiva de la litera-
tura, el presente estudio pretende establecer
si esta técnica molecular puede contribuir al
disefio y refinamiento de estrategias para el
control de la tuberculosis en Colombia.
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En esta revision se analizaron los resultados
de los estudios publicados entre 1993 y 2008,
realizados con la técnica en paises en desarro-
llo, incluida Colombia. Los resultados sugieren
gue en el contexto colombiano esta técnica
puede ofrecer informacién util para los direc-
tores del programa de control de tuberculo-
sis 'y, por tanto, debe seguir siendo realizada.
Para establecer la periodicidad, las poblacio-
nes blanco y otras condiciones éptimas para la
realizacion de la técnica, se necesitan estudios
de investigacién operativa que incluyan anali-
sis de costo-efectividad y costo-utilidad.
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Abstract

Molecular biology methods offer an alter-
native for improving tuberculosis control stra-
tegies through M. tuberculosis strain typing
techniques. The international literature shows
that RFLP of the insertion element IS6110 is
widely standardized internationally and has
proved to be a useful tool to guide local tu-
berculosis control strategies.

By means of a thorough literature review,
this study aimed to determine if this molecular
based method could be useful for the design
and refinement of tuberculosis control strate-
gies in Colombia. Results from epidemiologic
studies published between 1995 and 2008
which used this technique in developing coun-
tries, including Colombia, were analyzed.

Our results suggest that in the Colombian
context this molecular technique can provide
useful information for tuberculosis program
control directors and therefore it should con-
tinue to be performed. However, to establish
periodicity, target populations and other as-
pects related to optimal conditions for accurate
RFLP performance, must await further eviden-
ce from operational research studies including
cost effectiveness and cost utility analyses.

Key words: Mycobacterium tuberculosis,
RFLP-1S6110, tuberculosis control, Colombia

Introduccion

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
estima que un tercio de la poblacién mundial
estd infectada con Mycobacterium tuber-
culosis, agente causal de la tuberculosis'. El
mecanismo de transmision mas importante de
M. tuberculosis es la via aérea. La transmi-
sibn ocurre a través de particulas liquidas de
1 a5 um, diseminadas en el aire cuando un
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individuo con tuberculosis y baciloscopia po-
sitiva tose, habla o estornuda. A pesar de que
estas particulas pueden contener uno o varios
bacilos, sélo las formadas por condensacion
de otras de mayor tamafo, son las realmente
infecciosas?.

Una vez ocurre la infeccién, sélo 10% de las
personas desarrollan la enfermedad en alguna
época de su vida'. Sin embargo, en el 2006 el
ndmero de casos nuevos de tuberculosis noti-
ficados a la OMS, fue de 9,2 millones (139 por
100.000 habitantes) y, a pesar de que existen
medicamentos para tratar efectivamente la
enfermedad, la cifra estimada de muertes co-
rrespondié a 1,7 millones.

En Colombia, el perfil epidemiolégico de la
tuberculosis ubica la enfermedad como un
problema prioritario para la salud publica del
pais: en el 2007, se reportaron 8.186 casos
de tuberculosis #y en el 2008, con corte a la
semana epidemioldgica 20, se han reportado
2.322 casos nuevos de tuberculosis pulmonar
>. La tasa de incidencia estimada por la OMS
es de 45 casos por 100.000 habitantes?, ci-
fra que difiere de las tasas reportadas por las
secretarias locales de salud: 75,9 en la Gua-
jira, 56,8 en el Quindio, 50 en el Meta, 42,5
en Risaralda y 40 en El Valle®. Por otro lado,
otras regiones presentan tasas de incidencia
por debajo de la estimada por la OMS: 35 en
Tolima, 30,8 en Norte de Santander, 30 en
Antioquia, 25,9 en Santander, 19 en Caldas,
9,7 en Bolivar, 32 a 37 en Barranquilla, 25,7
en Santa Marta, 16 a 17 en Cartagenay 14,5
en Bogota®.

Lo anterior indica que, en Colombia, sigue
transmitiéndose esta enfermedad y que, en
realidad, las tasas reportadas serian mayores,
teniendo en cuenta que en el pais ha dismi-
nuido la busqueda de los pacientes sintoma-
ticos respiratorios’ y existen deficiencias en el
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seguimiento de los pacientes para la busqueda
de contactos®. Lo anterior agrava mas el pro-
blema del retraso en el diagndstico e inicio del
tratamiento oportunc®, situacion que se esta
presentando debido a la descentralizacion de
los programas de salud publica, que ha dificul-
tado la instauraciéon de los procesos técnicos
para el control de la tuberculosis.

Ademas, la estructura del actual sistema ge-
neral de seguridad en salud ha conducido a
una falta de coordinacion entre los diferentes
estamentos del sistema de salud que han ido
en deterioro del control efectivo de la tuber-
culosis. En Colombia existen unas guias y un
esquema de tratamiento para el control de
la tuberculosis, pero su puesta en marcha es
compleja y su eficacia real muy limitada para
lograr una captacién temprana de los casos
baciliferos y, por tanto, transmisores de M.
tuberculosis®'". Un individuo bacilifero infec-
ta entre 10 y 15 personas por afo; de ahi la
importancia de detectarlos oportunamente
para brindarles el tratamiento adecuado, cu-
yos objetivos son la curacion del enfermo de
tuberculosis y cortar la cadena de transmision
del M. tuberculosis'.

Para el programa de control de la tuberculo-
sis'3, seria de utilidad conocer en qué medida
se estd logrando impactar la transmision. Esto
implicaria conocer la proporcién de los casos
gue se presentan entre los convivientes (con-
tactos) y cuantos de estos casos se deben a la
transmisién reciente por el caso indice o son
producto de una reactivacion endégena. Con
la microbiologia tradicional de las micobacte-
rias basada en cultivo y microscopia'™, no es
posible diferenciar la enfermedad de tubercu-
losis por transmision reciente de una patologia
por reactivacion de una infeccion latente. Esta
informacién es importante para identificar los
contextos en que no se esta logrando cortar la

cadena de transmision de M. tuberculosis en
una determinada poblaciéon'™®. Una alternati-
va promisoria para identificar esta circunstan-
cia surge de la biologia molecular con el de-
sarrollo de métodos para la diferenciaciéon de
cepas de M. tuberculosis. Entre estos métodos
esta el analisis del polimorfismo de longitud
de los fragmentos de restriccién (restriction
fragment length polymorphism, RFLP) que usa
como sitios blanco las secuencias de insercion
1IS6110".

Se han descrito tres areas principales de in-
vestigacion aplicando y estandarizando la téc-
nica:

1) estudio de la transmision de M. tubercu-
losis en las comunidades mas susceptibles,

2) transmision del bacilo en hospitales y

3) tuberculosis asociada a la coinfeccién con
el VIH',

Sin embargo, si bien la técnica ha sido inter-
nacionalmente validada y estandarizada ", los
paises en los que se ha demostrado su utilidad
han sido principalmente naciones industriali-
zadas'>?? con situaciones especificas habitual-
mente muy diferentes a las colombianas que,
ademas, pueden afectar el grado de aplicabi-
lidad de la técnica en nuestro pais. Lo anterior
reclama un analisis cuidadoso de la utilidad de
este tipo de tecnologias para proponer inter-
venciones en enfermedades de interés en sa-
lud publica. Por esta razén, el objetivo de este
trabajo fue determinar en qué medida puede
contribuir el estudio de los RFLP del 1S6110
como apoyo a los programas de control de la
tuberculosis en Colombia.
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Huellas generadas con el

RFLP del 1IS6110

Al comparar las huellas del RFLP con la infor-
maciéon epidemiolégica, se puede diferenciar
la tuberculosis producida por una infeccion
reciente de la debida a una reactivacion endo-
gena con base en dos premisas que se ilustran
en la tabla 1.

Tabla 1. Premisas fundamentales para diferenciar tuber-
culosis debida a reactivacién enddgena de infeccion an-
tigua Vs. transmisién activa por una fuente comun

Idénticos o
similares

Unicos y

Genotipo
P diferentes

Huella RFLP — — —
del 1S6110
Nexos
epidemiolégicos No Si
esperados
Transmision
Reactivacion de activa por
Supuesto infeccion una
antigua fuente
comdn
Es asi como:

1) se espera que los aislamientos de pacientes
con tuberculosis sin relacion epidemiolégica pre-
senten una amplia variabilidad en sus genotipos,
porgue se estima que provienen de infecciones
antiguas adquiridas con cepas diferentes;
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2) se espera que los genotipos de aislamientos
de pacientes con alguna relacién epidemiolégi-
ca sean idénticos o similares (variacién en una
sola banda) por ser el resultado de una transmi-
sion reciente de M. tuberculosis (24,25).

Los aislamientos de pacientes (dos o mas)
gue presentan patrones de RFLP idénticos o si-
milares se agrupan en un mismo grupo clonal,
conocido en la literatura anglosajona como
cluster (conglomerado)?®. El porcentaje de
agrupamiento es definido por varios autores
con base en la proporcion de aislamientos que
presentan 100% de similitud con otro(s)?’. Sin
embargo, se han reportado situaciones de pa-
cientes con nexos epidemiolégicos comproba-
dos que presentan similitudes de 70% o ma-
yores?® y de 90% o mayores?, con pequefas
diferencias en sus patrones de RFLP, por ejem-
plo, la presencia o ausencia de una banda®=>.
Lo anterior sugiere que el criterio para definir
el nivel de similitud aceptado para la confor-
macién de un conglomerado puede variar en
la medida que exista mayor conocimiento de
las poblaciones bacterianas en los contextos
especificos.

Ventajas y limitaciones de la
técnica de RFLP del IS6110

La principal ventaja de este método es que
cuenta con un protocolo estandarizado inter-
nacionalmente'’, lo cual facilita la compara-
cion de los datos producidos en laboratorios a
través del mundo.

La técnica implica:

1) cultivo abundante de M. tuberculosis
(aproximadamente, 4 a 8 semanas),

2) extracciéon y purificacion del ADN del cul-
tivo positivo;
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Tabla 2. Resultados de la busqueda bibliogréfica

Publicaciones con el uso del RFLP del 1S6110

Entrez PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi) | 225
Molecular epidemiology, : : :
Mycobacterium tuberculosis, RFLP 156110 Emerging Infectious Diseases Journal http:// 276

www.cdc.gov/ncidod/EID/index.htm

The New England Journal of Medicine (http://content.nejm.org/) | 23
Molecular epidemiology, tuberculosis

Science@direct (http://www.sciencedirect.com) 81
Molecular epidemiology, tuberculosis, RFLP | The Lancet (http://www.thelancet.com) 10
Epidemiologia molecular, RFLP-IS6110 Instituto Nacional de Salud, Colombia (http:/Avww.ins.gov.co) 5
tuberculosis Opac, Universidad de Antioquia (http:/opac.udea.edu.co) 12
DNA typing, molecular epidemiology, RFLP .

yPing o P . > | Buscador Google en internet * 45

1S6110, transmission dynamics, tuberculosis.
Epidemiologia molecular, RFLP 1S6110, Buscador Goog|e en internet * 20
Mycobacterium tuberculosis http://www.google.com (en espafiol)

Estadisticas, informes epidemioldgicos, guias y recomendaciones

. Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
Report, tuberculosis NA
port, http:/Awww.who.int/tb/publications/en/
. Organizacién Panamericana de la Salud
Tuberculosis 9 NA
http:/Awww.paho.org
) Unién Internacional contra la tuberculosis y en-
Tuberculosis . ] NA
fermedades respiratorias, www.uicter.org
. . Buscador Google en Internet*
Tuberculosis, Colombia 9 NA
http://www.google.com

*Se realizo una busqueda avanzada utilizando las palabras clave enunciadas en la tabla y en los idiomas sefialados.
NA: para estas publicaciones no se tuvo en cuenta el nimero encontrado en las busquedas, debido a que se recopilaron las més recientes.

3) digestion con la enzima de restriccion
Pvull 1a cual ha sido recomendada porque cor-
ta la secuencia IS6110 una sola vez;

4) electroforesis, incluyendo en cada gel la
cepa de referencia de M. tuberculosis;

5) transferencia del ADN a una membrana
de nitrocelulosa (Southern Blot);

6) hibridacién con sonda (de 246 pares de
bases) complementaria al IS6110 y marcada
con peroxidasa para deteccién por quimiolu-
miniscencia, y

7) analisis del grado de similitud de los pa-
trones obtenidos'”.

Una de las limitaciones de la técnica esta
dada por el numero de copias del IS6110; una
relacion clonal entre cepas de M. tuberculosis
no puede ser inferida cuando las cepas po-
seen copias Unicas o un bajo numero (menor
de 5) de copias del marcador IS6110.

Frente a esta situacion, las cepas presentan
un grado limitado de polimorfismo y el méto-
do no se considera discriminador3-38. Por esta
razén, es aconsejable utilizar métodos com-
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plementarios con otros marcadores, como
el spoligotyping que utiliza el locus DR, el
MIRU o ambos, que permite categorizar el nu-
mero y el tamafno de las secuencias VNTR#,
Otra desventaja importante de la técnica es
que utiliza ADN gendémico, y requiere cultivos
abundantes del M. tuberculosis y largos pe-
riodos de preparacion antes de arrojar resul-
tados. Este requisito técnico también limita la
aplicabilidad de la técnica pues esta restringi-
da a muestras facilmente cultivables®*=8.

En cuanto a las ventajas y limitaciones del
método ya descritas, existen publicaciones
en las que se describen aspectos practicos de
la aplicacion de la técnica de RFLP del IS6110
en paises con bajo desarrollo tecnolégico, los
cuales fueron tenidos en cuenta para el ana-
lisis del presente estudio.

Materiales y mérodos

Busqueda bibliografica. Adoptando al-
gunas recomendaciones de la metodologia

descrita para la realizacién de revisiones sis-
tematicas, se realizd una busqueda bibliogra-
fica exhaustiva de los estudios realizados con
el RFLP del 1S6110 y que fueron publicados
entre 1995 y 2008 inclusive (tabla 2). Se utili-
zaron diferentes bases de datos electrénicas y
se definieron varias palabras clave y combina-
ciones de ellas. La busqueda electrénica arrojo
un total de 697 estudios y, previa remocion
de los articulos duplicados, se incluyeron en el
estudio 343.

Ademas, se realizé una busqueda de las pu-
blicaciones con estadisticas y analisis epide-
miolégicos de la situacion de la tuberculosis
a nivel mundial y nacional, para identificar los
niveles de necesidad del disefio de nuevas es-
trategias de apoyo a los programas de control.
De manera similar, se buscaron y recopilaron
las gufas y recomendaciones para el control
de la tuberculosis nacionales e internacionales
(tabla 2).

Tabla 3. Datos de las bases de datos construidas en Access, version 2003

Publicaciones con el uso del RFLP del 1S6110

Autores

Codigo, autor 1, autor 2, autor 3, y et al., si existian mas de tres autores

Titul
Itulos y disponibilidad

Cédigo, titulo, fuente de publicacion, fecha, volumen y nimero, paginas, tipo de publicacion

Fuente de publicacién

Revistas nacionales e internacionales

Tipo de publicacién )
cortas y perspectivas

Original, revisién, resumen, revision sistematica y otros: actualizaciones, comunicaciones

Disponibilidad

Documentos en carpetas, articulo en PDF, contenido en Word

PDF Cadigo, PDF

Contenido en Word Codigo, Word

Datos generales

Estadisticas, informes epidemiologicos, guias y recomendaciones

Titulo, autores, fuente de publicacion, fecha, volumen y nimero, paginas, tipo de publicacién
y disponibilidad

Fuente de publicacion CDC, OMS, OPS, UICTER

Tipo de publicacién

Reportes, reportes de la OMS, informes epidemioldgicos, guias y recomendaciones

Disponibilidad

Documentos en carpetas, articulo en PDF, contenido en Word
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Recopilaciéon del material. Todo el material
encontrado en las busquedas bibliogréficas se
recopild en documentos escritos en carpetas,
en archivo formato PDF o contenido en Word,
version 2003, como articulos en texto com-
pleto y resumenes. A través del proceso de
busqueda vy revision bibliografica, se disefia-
ron y construyeron dos bases de datos en Ac-
cess, version 2003. Los datos que se tuvieron
en cuenta para la elaboracion de las tablas en
Access, se presentan en la tabla 3.

La primera base de datos contiene las publica-
ciones en las cuales se usaba la técnica de inte-
rés, y la sequnda, la literatura con estadisticas e
indicadores epidemiolégicos, ademas de guias
y recomendaciones. Luego de cada busqueda
se revisaron las referencias de interés citadas
en las publicaciones recopiladas y se identifico
su disponibilidad en las bases de datos para
identificar y agregar articulos faltantes.

Se encontraron 343 publicaciones que usa-
ban la técnica y se clasificaron, asi: 264 arti-
culos originales, 38 articulos de revision, una

Tabla 4. Criterios de inclusién para la seleccion de la literatura

revision sistematica, 28 resiumenes y 13 pu-
blicaciones se encontraron clasificadas como
tipo A. En este grupo A se ubicaron: las ac-
tualizaciones, las comunicaciones cortas, las
discusiones y los articulos de opinién (pers-
pectivas). Toda la literatura recopilada se cla-
sificd, ademas, segun el aflo de publicacion,
separandolas por tipo de publicacién. Con
respecto a las estadisticas, gufas y recomenda-
ciones, un total de 38 publicaciones también
se clasificaron por afio y se separaron por tipo
de publicacion.

Literatura seleccionada para el analisis.
Para la seleccion de la literatura se elaboraron
unos criterios de inclusion, teniendo en cuenta
los parametros que se muestran en la tabla 4.
Cabe aclarar que, con respecto a las tasas de
tuberculosis y el tipo de poblacion, para la selec-
cion de la literatura se tuvo en cuenta el cumpli-
miento de los dos o uno de estos criterios.

Guias y materiales para el analisis critico.
Para la realizacion de una lectura y un analisis
critico de la literatura seleccionada, se elaboro

Parametro Criterios de inclusion

Tipo de estudio

Articulos originales, resimenes que suministren datos propios o ambos

Poblacion

Paises con ingreso bajo, medio bajo y medio alto (segun clasifica-
cién del Banco Mundial, www.bancomundial.org)

Dindmicas de transmisién de
Mycobacterium tuberculosis
Investigacion de brotes

Uso del analisis )
Estudios de contactos

RFLP del IS6110

0 ambos

Investigaciones de la rapida progresién de casos de tuberculosis con coinfeccion por VIH, inmunosuprimidos

Detecciéon de contaminacion cruzada en los laboratorios

Identificacion de factores de riesgo

Evaluacién de aislados con diversos patrones de susceptibilidad a medicamentos antituberculosos

Evaluacién de programas de control de tuberculosis

Idiomas Inglés, espafiol o portugués

Fecha de publicacién | Entre los afios 1995 y 2008

Similares a las de Colombia y dentro del mismo rango de riesgo establecido por la OMS:
Tasas de tuberculosis | - Incidencia: 25-49 casos (todas las formas) por 100.000 habitantes?
- Prevalencia: 59 casos (todas las formas) por 100.000 habitantes?
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una guia (tabla 5) teniendo en cuenta aspec-
tos relevantes que deben ser revisados para
determinar la calidad y utilidad de las publi-
caciones*'“2, Los principales hallazgos de los
resultados de las investigaciones relacionadas
con las dinamicas de transmision se registra-
ron en la tabla 6, donde aparecen la cantidad
de aislamientos utilizados en el estudio, el por-
centaje de agrupamiento de los patrones de
RFLP y el nUmero de segmentos de insercion.

Resultados y discusion
del analisis critico

De las 343 publicaciones con el uso de la
técnica, solo 14,3% (49 articulos) cumplie-

ron con los criterios de inclusion descritos en
la tabla 4. La gran mayoria de las investiga-
ciones que referian el uso de RFLP del IS6110
se realizaron en poblaciones de paises desa-
rrollados. Se encontré que todas las investi-
gaciones seleccionadas cumplieron los items
1y 2 (tabla 4) en cuanto a claridad de la pre-
gunta de investigacion, objetivos e hipotesis
de trabajo. Ademas, los estudios analizados
aplicaron la técnica siguiendo las recomen-
daciones descritas en el protocolo estanda-
rizado internacionalmente', lo cual facilitd
el analisis del tercer punto. Asi mismo, el
personal que desarroll6 los estudios cuenta
con trayectoria de trabajo en el tema; esto
se deduce por las publicaciones realizadas

Tabla 5. Guia para la lectura critica de la literatura seleccionada

A. ;Son validos los resultados del estudio?

1. ¢Se orienta el articulo a una pregunta claramente definida y relacionada con la epidemiologia molecular de la tuberculosis?

¢ Estan definidos con claridad los objetivos del estudio?, ¢las hipdtesis estan claramente definidas?

¢Cudl es el protocolo para la aplicacién de la técnica?

2.
3.
4. iCudl es el tamafo de la muestra?
5.

aislamientos corresponde?

¢Cuél fue el nimero de aislamientos en los que se realizé el analisis RFLP del IS6110 y a qué porcentaje del total de

6. ;De donde provienen los recursos econdmicos para la realizaciéon de los estudios?

7. ¢El titulo expresa lo que el autor pretendia demostrar en su trabajo?

del marcador 1IS6110?

¢cuantas publicaciones ha realizado?

8. ¢Se realizaron pruebas de tipificacion complementarias en los aislamientos que presentaron bajo nimero de copias

B. ;Cuales fueron los resultados?

1. ¢El personal que desarroll6 el estudio cuenta con trayectoria de trabajo en el tema? Si la respuesta es afirmativa,

2. ;Cudl es el criterio de similitud aceptado para la formacion de un conglomerado?

3. ¢Cudl fue el porcentaje de agrupamiento de los aislamientos estudiados?

4. iComo se realizo el andlisis de los resultados?

5. ¢Los resultados obtenidos son comparables con bases de datos existentes a nivel internacional?

6. ¢Se realizaron pruebas de sensibilidad a medicamentos?

7. ¢Los resultados obtenidos son comparables con otros estudios publicados para la misma poblacién nacional?

C. ¢Los resultados me ayudan a cumplir los objetivos propuestos?

1. ¢Pueden los resultados ser extrapolados a un pais como Colombia?

2. iLas condiciones de prevalencia de tuberculosis, socioeconémicas o ambas son similares a las de Colombia?

3. ¢Se consideran todos los resultados obtenidos de importancia como apoyo a los progrmas de control de la tuberculosis?

4. ;Se estima que los beneficios obtenidos justifican los riesgos y los costos de la realizacion de la técnica?

5. ¢Se llegé a conclusiones validas sobre el significado de la investigacién dentro del control de la tuberculosis?

6. ¢ Tuvieron utilidad epidemiolégica para el control de la tuberculosis, los estudios derivados de las huellas moleculares?

ASOCIACION COLOMBIANA DE INFECTOLOGIA
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por estos investigadores y sus colaboradores.
Por otro lado, las credenciales que aparecen
en las publicaciones indican que el personal
involucrado en el desarrollo de los estudios
tenfa conocimientos basicos sobre biologia
molecular y epidemiologia, importantes para

un buen anélisis de los resultados.

De acuerdo con el uso de la técnica, la mayo-
ria de los estudios se realizaron para conocer las
dindmicas de transmision de M. tuberculosis en
una determinada poblacién (39 de los de los 49
articulos). Los hallazgos recopilados en la tabla 6,
ademas de mostrar los patrones de RFLP, mues-

tran la importancia de aproximarse a establecer
el porcentaje de casos que ocurren como conse-
cuencia de transmision reciente, esclareciendo
asi el comportamiento de la epidemiologia de la
tuberculosis y el contraste con el antiguo supues-
to de que la mayor parte de los casos resultan
de reactivaciones enddgenas?***. El porcentaje
de agrupamiento fue definido por la mayoria de
los investigadores como aquellos aislamientos
gue presentan total similitud?’344460  Sin em-
bargo, en otros estudios, los autores definieron
como criterio de agrupamiento los aislamientos
gue presentan porcentajes diferentes y superio-
res a 60% (tabla 6)°'-%%.

Tabla 6. Cantidad de aislamientos, patrones RFLP y nimero de la secuencia IS6110

Patrones de RFLP | ser0

Lugar de estudio y

Cantidad de

et el e || stk Similitud (%) Agrupamiento  Grupos N° de copias  Bajo N‘? Ninguna
(%) clonales (n) de copias  copia

Bogot4, Colombia, 2008°" | 129 >90 26 17 5-25 1 0
Brasil, 2008°%° 112 NR 31,3 14 NR NR NR
Buenos Aires, 208 100 30,2 6 NR NR NR
Argentina, 2007%
Africa del sur, 200752 246 >70 47,2 20 8-17 NR NR
Paraguay, 2007¢7 165 NR 39,4 19 4-19 NR NR
Rio de Janeiro, 32 100 65,6 3 8-13 NR NR
Brasil, 20078

Monteria, 2006% 25 >70 20 2 3-13 1 10
Rio Grande do Sul, 262 100 36 20 2-18 7 0
Brasil, 2006
Goias, Brasil, 2006% 4 NR 0 0 10-13 NR NR
Argentina, 20064 40 100 72.5 4 NR NR NR
Venezuela, 2006%° 14 100 43 3 NR NR NR
Lima, 20054 118 100 29,7 14 2-15 7 0
Brasil, 2005%° 77 NR 33,8 13 NR NR NR
Porto Alegre, 55 100 29,1 8 2-18 3 0
Brazil, 20044

Monterrey, México, 20047 | 34 NR 58,8 NR 2-14 10 0
Argentina, 2003” 49 NR 73,5 6 6-25 0 0
Campinas, Brasil, 2003%® 76 100 22,4 7 6-21 0 0
Callao, Peru, 200372 70 NR 48,6 14 2-16 4 0
Peru, 200373 27 NR 14,8 2 2-17 3 0
Bauru, Sao Paulo, 57 100 26,3 5 3-17 1 0
Brasil, 2002[49]
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14 regiones de 53 >60 81 7 0-18 6 4
Colombia, 20025

La Habana, Cuba, 51 100 45 7 6-20 0 0
2001(60]

Cuba, 2001%° 15 100 73,3 1 8-10 0 0
Monterrey, 20013 166 100 34 39 22 0-18 47 1
Sudéfrica, 2000% 371 100 67 62 NR 48

Sao Paulo, Brasil, 20007 151 VIH+ NR 38 NR 2-20 7

142 VIH- 25 NR

Rio de Janeiro, Rio Grande | 219 >90 32 25 1-18 12 0
do Sul, Brasil, 20008

La Habana, Cuba, 2000° | 14 100 78,6 1 9-10 0

Meéxico, 2000> 95 100 40 10 5-11 0

Buenaventura, 2000 34 100 41 6 NR NR NR

11 40 18 NR NR NR

Guaviare, 19997° 55 NR 60 5 6-17 0

Brazil, 1998% 78 100 12,8 5 1-17 NR

Lima y Cuzco, 1998% 29 100 6,9 1 4-18 2

Cuba, 19983 38 NR 44,7 5 2-16 NR

Buenos Aires, 199776 77 NR 89,6 89,6 89,6 89,6 89,6
Sudéfrica, 19977 246 100 45 39 1-25 15 0
Honduras, 199777 84 NR 25 10 2-17 4 0
Buenos Aires, 199678 28 NR 35,7 1 NR NR NR
Quindio , 19957 27 SAB>0,25 74 5 6-17 0 0
NR: no reporta

Adaptado de: Mandell GL, Bennett JE, Dolin R. Enfermedades Infecciosas, princi-
pios y practicas. 5° edicion, Vol I. Editorial Médica Panamericana; 2000. p. 211.

También se reportaron pacientes con nexos
epidemiolégicos comprobados con la ausen-
cia o presencia de una banda adicional’>74.
Los porcentajes de agrupamiento han sido
empleados para estimar el grado de transmi-
sibn activa en una poblacion?>:°0->2.58.64.71.75,78.79y
parecen tener mas importancia en poblacio-
nes de alto riesgo como la de los hoteles®!
y los hospitales®'%527¢ donde existe mayor
probabilidad de que individuos susceptibles se
infecten con M. tuberculosis y desarrollen la
enfermedad rapidamente tras adquirir la in-
feccion con el bacilo.

Lo anterior ha sido posible gracias a la descrip-
cion y aplicacion de técnicas moleculares como
RFLP del IS6110, que facilitan la diferenciaciéon

ASOCIACION COLOMBIANA DE INFECTOLOGIA

entre las reactivaciones endégenas y los casos
que resultan de una transmisién activa del ba-
cilo®. Estas técnicas cobran mayor utilidad aun
en la descripcion y el andlisis de datos prove-
nientes de focos epidémicos. Por ejemplo, P.
Godfrey y colaboradores encontraron que, a
pesar de que la terapia antituberculosa curaba
el 86% de los casos nuevos de tuberculosis en
Sudéfrica, el 67% de 371 aislamientos del ba-
cilo procedentes de una comunidad de mine-
ros estaban agrupados, lo que sugeria que esa
proporcion de los casos adquirié la enferme-
dad por transmision reciente, especificamente
por reinfeccién®'.

En Colombia, se han publicado seis estudios
con el uso del RFLP del IS6110. Cuatro estudios
se realizaron en regiones particulares: Quin-
dio”, Guaviare’”, Buenaventura®* y Bogota®'.
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Otro estudio multicéntrico se realiz6 en 14 re-
giones de Colombia®y un sexto estudio se hizo
en un area del Caribe colombiano®. El hecho
de haber encontrado reiteradamente elevado
el porcentaje de aislamientos de M. tuberculo-
sis en grupos clonales, 74%, 60% y 81% (ta-
bla 6), en los estudios realizados en Quindio’®,
Guaviare” y el multicéntrico®, respectivamen-
te, permite afirmar que las herramientas del
programa de control no estan siendo efectivas,
pues se demuestra que existe una disemina-
cion activa del bacilo y, por tanto, no se esta
logrando cortar la cadena de transmision.

Por otro lado, en el estudio realizado en Bogo-
t4, el bajo porcentaje de agrupamiento (26%,
tabla 6) sugiere que la mayoria de los casos de
tuberculosis en la ciudad se estan presentando
como consecuencia de una reactivacion endé-
gena de infecciones adquiridas con cepas dis-
tintas y no son atribuibles a una transmisién
activa de M. tuberculosis®'. Sin embargo, esta
situacion podria haberse presentando debido
a la disminucién de la busqueda de sintoma-
ticos respiratorios’ y las deficiencias en el se-
guimiento de los pacientes para la busqueda
de contactos®. En el caso de Buenaventura, el
estudio molecular de un aparente brote per-
miti6 identificar la causa del mismo entre las
fallas administrativas del programa local de
control de tuberculosis®. Por esta razén, para
medir el progreso de las medidas de control
de tuberculosis en Colombia, particularmen-
te respecto al impacto sobre la transmision, la
realizacion periédica de estudios con técnicas
moleculares como el analisis RFLP del 1S6110
seria de gran utilidad.

El uso de esta técnica puede servir, no sélo
para identificar prioridades para los programas
locales de control, sino también, para explicar
las dinamicas de transmision a escala global,
como ocurrié en Brasil, donde Suffys y colabo-

radores encontraron que 15% de 219 cepas
brasilefas compartian patrones RFLP idénti-
cos con aislamientos de otros paises, como
Argentina, Zambia, Sudafrica e India, entre
otros®®. Investigaciones como éstas demues-
tran la gran utilidad que tiene la epidemiolo-
gia molecular para la vigilancia epidemioldgica
de enfermedades transmisibles en un mundo
globalizado. Cabe aclarar que Roscani y cola-
boradores sugieren, para la realizacion de este
tipo de estudios, velar por obtener tamafos
de muestra adecuados, porque en el estudio
mencionado anteriormente el tamafio de la
muestra limitdé mucho la extrapolacion de los
hallazgos, lo cual afecta su validez externa“.

Por otro lado, para mejorar el control de la
tuberculosis en Colombia, serfa util disponer
de esta técnica para emprender investigaciones
gue, ademas de identificar la proporcién de ca-
sos debido a transmisién activa®>°, permitan
caracterizar brotes para controlarlos rapida y
eficazmente, y evitar dar respuestas inadecua-
das que pueden hacer mas dafio que bien. Esto
lo sugieren las experiencias de paises como Ar-
gentina’®8, Brasil®3, Cuba® y México™>, donde
los hallazgos de genotipificacién micobacteria-
na, relacionados con los datos epidemiolégicos,
permitieron confirmar la presencia de brotes e
identificar casos primarios en instituciones y
lugares donde se presentan factores de riesgo
para la transmision de M. tuberculosis.

El uso del RFLP del IS6110 también ha per-
mitido identificar situaciones en los cuales la
transmisién reciente progresa rapidamente
a enfermedad tuberculosa, lo cual afecta a
cualquier persona sin importar su edad, sexo
o estado de coinfeccion con el VIH¥4°, Estas
situaciones requieren cambios inmediatos con
reestructuracion de las estrategias de control.
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En otros casos, también se han encontrado
asociaciones de la tuberculosis con factores
de riesgo especificos. En Brasil, por ejemplo,
Ferrazoli y colaboradores sugirieron que la
proporciéon de casos por transmision reciente
(tabla 6) podia ser mayor en los individuos po-
sitivos para VIH (38%)74. Ademas, en Argen-
tina, Alito y colaboradores encontraron que
11 aislamientos que compartieron patrones
de RFLP idénticos, fueron positivos por VIH y
compartieron el mismo perfil de resistencia a
medicamentos antituberculosos®'. Estas inves-
tigaciones demuestran la utilidad que tiene la
técnica de RFLP para dilucidar los problemas
que puede traer consigo la coinfeccion VIH/M.
tuberculosis, como es la transmision de cepas
multirresistentes. En Colombia, Castiblanco 'y
Ribon, mediante métodos microbioldgicos y
epidemiolégicos convencionales, hallaron que
en 65 de 149 casos de coinfeccién VIH/M. tu-
berculosis no se identificé la posible fuente de
infeccion y que en cuatro casos el posible foco
de transmisién fue hospitalario®. En estos
casos, en los cuales no es posible identificar
las fuentes de infeccién con métodos conven-
cionales, los estudios que utilizan métodos
moleculares, tienen un gran valor epidemio-
l6gico pues la identificacion de las fuentes de
infeccion permite enfocar las estrategias de
control en puntos clave. Lo anterior es posi-
ble porque se espera que los aislamientos de
pacientes infectados por una fuente comun
tengan huellas idénticas, mientras que los ais-
lamientos que provienen de fuentes diferen-
tes exhiben patrones distintos?®. Ademas, con
la identificacion de estas fuentes de infeccién
se podrian mejorar los puntos de partida para
las investigaciones de contactos, uno de los
cuatro pilares fundamentales para el control
de la tuberculosis.

Otro factor que cada vez amenaza mas el
control de la tuberculosis es el fendmeno de

ASOCIACION COLOMBIANA DE INFECTOLOGIA

multirresistencia a los medicamentos antitu-
berculosos, habitualmente consecuencia de
tratamientos interrumpidos. Entre otras cau-
sas de este fendbmeno estan el deterioro de
los programas de control de la tuberculosis
y la transmision inicial de cepas resistentes®
Se ha encontrado diseminacién de patrones
de multirresistencia en Argentina’', Brasil*74,
Honduras’?, México®, Perd’? y Venezuela®.

En Colombia, Miranda y colaboradores, en-
contraron cepas multirresistentes (6,7 %) ais-
ladas de pacientes con tratamiento previo®3.
Por otra parte, Laserson y colaboradores, con
el uso del RFLP del I1S6110, evidenciaron que
en Buenaventura se estan transmitiendo ce-
pas multirresistentes, particularmente cepas
pertenecientes al genotipo Beijing, que esta
relacionado con la cepa resistente W>*y se re-
conoce como uno de los genotipos mas viru-
lentos descritos®®.

En conjunto, estos estudios demuestran la gran
utilidad que puede tener la informacion genera-
da con las huellas RFLP para establecer si se es-
tan transmitiendo cepas multirresistentes, o por
el contrario, si la presencia de este fendbmeno
puede atribuirse a fallas en el tratamiento’ o a
coinfecciones con VIH, como ocurrié en el estu-
dio realizado por de Moura y colaboradores*.

En paises en desarrollo se ha sugerido la rea-
lizaciéon de estudios para caracterizar cepas
multirresistentes®’, lo cual es de gran impor-
tancia para el control de la tuberculosis, de-
bido a que los casos con tuberculosis multi-
rresistente no responden a los esquemas de
medicamentos convencionales y la transmi-
sion de una cepa de este tipo cominmente
lleva a aumentar, no soélo las cifras de morbi-
lidad sino también de mortalidad por tuber-
culosis. En Colombia, seria de mucha utilidad
evaluar aislamientos con diversos patrones de
susceptibilidad a medicamentos antitubercu-
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losos para determinar el problema de tubercu-
losis multirresistente mediante una estrategia
de vigilancia detallada que permita conocer si
existe diseminacion de cepas resistentes a uno
o varios medicamentos.

Otra area en la que se realizaron investiga-
ciones con el uso del RFLP del IS6110 fue la
de deteccién de contaminacion cruzada en
los laboratorios’¢#8°  Situacién que, como
en Cuba® y Uruguay®, puede conllevar a la
presencia de falsos positivos por la contami-
nacion cruzada de las muestras durante los
procedimientos microbioldgicos. Varela 'y
colaboradores® encontraron que tres cepas
aisladas de pacientes diferentes sin ninguna
relacion epidemioldgica, tuvieron el mismo
patrén RFLP y, debido a que fueron procesa-
das el mismo dia, por el mismo profesional y
en la misma cabina de bioseguridad, se con-
firmd la sospecha de contaminacion.

Esta situaciéon podria presentarse en Colom-
bia, por lo que seria de gran utilidad realizar
este tipo de estudios con el fin de evaluar la
calidad de los procedimientos técnicos des-
critos en el programa de control de la tuber-
culosis. Sin embargo, en paises en desarrollo
como Colombia, donde la tuberculosis es una
enfermedad de interés en salud publica y los
recursos son escasos, la aplicacion de esta téc-
nica requiere mayor eficiencia en el estudio
requerido para su estandarizacion.

Este estudio concluye que si es conveniente
sequir utilizando la técnica de RFLP del IS6110
para mejorar y evaluar el control de la tubercu-
losis en Colombia. No obstante, no se anticipa
gue el uso de esta técnica produzca avances
significativos en el control de la tuberculosis,
si antes no se obtiene un buen nivel de inte-
raccion entre los investigadores que estan en
capacidad de realizar la técnica y los funciona-
rios encargados de los programas de control.

Finalmente, se ha descrito que el costo
aproximado de la técnica es de US$ 1,5° a
US$ 5,0 por muestra y, si se consideran las
utilidades de su aplicacion, valdria la pena la
inversion. Sin embargo, existe la necesidad de
realizar estudios de costo-efectividad que per-
mitan determinar si los beneficios potenciales
justifican los costos de la realizacién de inves-
tigaciones en las que se aplica esta técnica.

En un dmbito de recursos limitados, este tipo
de estudios ofrecen criterios econémicos que
facilitan la toma de decisiones para la distribu-
cion de recursos destinados a las actividades
de control de esta patologia, entre otras. Ade-
mas, seria importante realizar estudios de com-
paracion de técnicas moleculares, teniendo en
cuenta que, en los paises en vias de desarrollo
como Colombia, se ha hecho uso de técnicas
como spoligotyping 27:3151:58.5962,6667.6987 /|-
RU-VNTR®® y DRE-PCR 35496589 para tipificar
los aislamientos que presentan un bajo nume-
ro de copias del marcador 1S6110.
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