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SINTESIS 

 

En este trabajo nos propusimos caracterizar molecularmente cepas de Mycobacterium 

tuberculosis y determinar los agrupamientos basándonos en sus patrones genéticos, en 

relación con las características epidemiológicas de los pacientes y evaluar una nueva técnica 

de caracterización (Spoligotyping). Se estudiaron 251 cepas de M. tuberculosis aisladas en 

Cuba entre 1993-1998 por análisis del polimorfismo de los fragmentos de restricción 

(RFLP, siglas en inglés) con el elemento de inserción IS6110 y se analizaron los datos 

clínico-epidemiológicos de los pacientes. Adicionalmente se ensayaron por RFLP-IS6110 y 

Spoligotyping 157 de las 251 cepas de M. tuberculosis. Se encontró que las cepas aisladas 

en Cuba tenían un elevado número de copias de IS6110 indicando que el RFLP-IS6110 es 

altamente discriminatorio y aplicable en estudios filogenéticos y epidemiológico-

moleculares de tuberculosis en Cuba. El elevado porcentaje de agrupamiento encontrado 

sugirió que la transmisión reciente pudo haber influido en la reemergencia de la tuberculosis 

en Cuba en el período 1992-1994. El empleo del RFLP-IS6110 en el estudio de brotes en 

instituciones cerradas auxilió a las técnicas convencionales de epidemiología en la 

propuesta de una cadena de transmisión. La técnica de Spoligotyping posee un menor poder 

de discriminación que el RFLP-IS6110. 



CONTROL SEMANTICO 
 
Cluster (agrupamiento o conglomerado): dos o más cepas con idéntico patrón genético-

molecular (Burgos y Pym, 2002; Small y van Embden, 1994). 
 
Infección reciente: infección con una cepa de Mycobacterium tuberculosis ocurrida en un 

periodo de 0-5 años (Rieder, 1999).   
 

Infección remota: infección con una cepa de Mycobacterium tuberculosis ocurrida hace 

más de 5 años (Rieder, 1999).   
 
Reactivación endógena: tuberculosis que ocurre como resultado de la primera infección en 

un periodo mayor (generalmente) de 5 años (Rieder, 1999).   
 

Reinfección exógena: tuberculosis que ocurre como resultado de una segunda infección 

superpuesta a la primera (Rieder, 1999). 
 

Transmisión reciente: transmisión de una cepa de Mycobacterium tuberculosis entre 

caso-contacto y ocurrida en un tiempo menor de 5 años (Burgos y Pym, 2002; Small y van 

Embden, 1994). 
 
Transmisión remota: transmisión de una cepa de Mycobacterium tuberculosis entre caso-

contacto y ocurrida en un tiempo mayor de 5 años (Burgos y Pym, 2002; Small y van 

Embden, 1994). 
 

Resistencia primaria: cepas resistentes a drogas antibacilares aisladas de casos de 

tuberculosis no tratados anteriormente o tratados por menos de un mes (Pablos-Méndez et 

al;, 1998).  
 
Resistencia  adquirida:  cepas   resistentes   aisladas   de  casos   de  tuberculosis   tratados 

anteriormente con drogas antibacilares (más de un mes) (Pablos-Méndez et al;, 1998).  
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1. INTRODUCCION 

 

Datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS) estiman que alrededor de un tercio de 

la población mundial  (1700 millones) está infectada con Mycobacterium tuberculosis y 

que 9 millones desarrollan tuberculosis cada año con una mortalidad de 3 millones (OMS, 

1996; Raviglione, 2001).  

 
Mycobacterium tuberculosis causa la muerte de más personas que cualquier otro agente 

infeccioso. Las defunciones por tuberculosis representan el 25% de toda la mortalidad 

evitable en los países en vías de desarrollo, donde se registra el 95% de los casos y el 98% 

de los fallecimientos causados por esta enfermedad; el 75% de estos casos se sitúa en el 

grupo de edad económicamente productivo (15-50 años) (OMS, 1996). 

 
A partir de la década de los 80 se observó un notable incremento en las tasas de incidencia 

de tuberculosis; tanto en países en desarrollo como en los países más industrializados. El 

resurgimiento de la tuberculosis motivó que en marzo de 1993, la OMS declarara por 

primera vez a una enfermedad como “emergencia global de salud” (Suffys et al., 1997).  

 
En Cuba, luego de la implantación en 1970 de una nueva estrategia en el Programa de 

Control de la Tuberculosis los valores de incidencia de la enfermedad disminuyeron de 31.2 

por 100 000 habitantes en 1970 a 4.8 en 1991. Sin embargo, a partir de 1992 se revertió esta 

tendencia llegándose a triplicar las cifras en 1994 (14.7/100 000) (Marrero et al., 2000).  

 
Entre los principales factores que parecen haber influido en este incremento en el número de 

casos en este periodo se deben señalar: la crisis económica ocasionada por la desaparición 

del campo socialista, la disminución relativa de la prioridad de la tuberculosis en el conjunto 

de los problemas de salud del país, cambios en la organización de las medidas de control, la  
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disminución del estado de alerta y de la conciencia sobre el riesgo de infección, y el 

debilitamiento  general de la cantidad y  la  calidad de las acciones  de localización de casos, 

entre otras causas (González et al., 1995).  

 
La reemergencia de la tuberculosis en Cuba motivó algunos cambios en la estrategia a 

seguir por parte de las autoridades nacionales de salud como fueron: se amplió la definición 

de “caso nuevo” incluyéndose aquellos pacientes con evidencias clínico-radiológicas pero 

sin confirmación bacteriológica, se comenzó la búsqueda activa en grupos de alto riesgo y 

se eliminó la revacunación con BCG a los niños de 10 años de edad. También provocó que 

desde 1994 la lucha contra la tuberculosis en nuestro país  se considerara de alta prioridad 

por parte del Ministerio de Salud Pública. 

 

El aumento de la tuberculosis en Cuba en los años 90 fue asociado inicialmente a 

reactivaciones endógenas motivado porque el 60% de los casos eran adultos mayores de 45 

años (Marrero y Carrera, 1996); sin embargo, no se conocía la magnitud de la transmisión 

reciente (en menos de 5 años) de esta enfermedad. 

 
Por otra parte, el descubrimiento de secuencias de ADN repetitivas en el cromosoma de M. 

tuberculosis, como el IS6110, han permitido desarrollar técnicas moleculares confiables en 

la diferenciación de cepas de esta especie. Un ejemplo de estas es el análisis del 

polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restricción (RFLP, siglas en inglés) la cual 

ha sido empleada en numerosos estudios de infecciones nosocomiales (CDC, 1993ª; Dooley 

et al., 1992; Nivin et al., 1998; Waecker et al., 2000), brotes institucionales (CDC, 1993b; 

Curtis et al., 2000; Greifinger et al., 1992; Kearns et al., 2000; Valway et al., 1994a) y 

transmisión de tuberculosis multirresistente a drogas (Beck-Sagué et al., 1992; Brian et al., 

1992; Coronado et al., 1993; Portugal et al., 1999). También se han realizado varios 

estudios genético-poblacionales en áreas geográficas con baja y media incidencia de 

tuberculosis, empleando técnicas convencionales de epidemiología unidas al análisis por 

RFLP-IS6110, en donde se han encontrado una elevada proporción de tuberculosis 

transmitida recientemente y no sospechada previamente por los métodos epidemiológicos 
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convencionales (Alland et al., 1994; Borgdorff et al., 2000; van Deutekom et al., 1997; 

Gutiérrez et al., 1998; Samper et al., 1998; Small et al., 1994; Yang et al., 1995).   

 

Desde a mediados de la década pasada se han desarrollado más de una docena de otras 

técnicas moleculares de nueva generación, basadas en la reacción en cadena de la 

polimerasa o PCR (siglas en inglés), tratando de suplir las dificultades fundamentales del 

RFLP-IS6110 como son: la demora en dar un resultado y la elevada cantidad de ADN 

genómico necesaria para realizar la técnica (Suffys et al., 1997; Kamerbeek et al., 1997).  

 
En estudios recientes realizados por Kremer et al. (1999) y Supply et al. (2001), se 

compararon cinco métodos de RFLP y ocho metodologías basadas en PCR. Se observó que 

a pesar del potencial de las técnicas rápidas de amplificación para la caracterización de 

cepas de M. tuberculosis, más de la mitad de los métodos utilizados tenían como limitación 

fundamental su reproducib ilidad y/o poder de discriminación. De estos, los mejores fueron: 

el PCR con Ligador Mezclado (Mixed-Linker PCR, en inglés), la tipificación con unidades 

repetitivas interespaciadas de micobacterias (MIRU, siglas en inglés) y elementos 

repetitivos en tandem de número variable (VNTR, siglas en inglés) llamada en inglés 

MIRU/VNTR typing y la tipificación con oligonucleótidos espaciadores del elemento de 

inserción DR (Spoligotyping en inglés).  

 
Por tanto, estos tres métodos son los únicos recomendados para lograr una tipificación 

molecular de M. tuberculosis altamente reproducible y con un aceptable poder de 

discriminación. Adicionalmente, el Spoligotyping y el MIRU/VNTR typing tienen la 

ventaja de que sus resultados pueden ser completamente expresados en un formato simple, 

digital (Kremer et al., 1999).  

 
En el presente trabajo se discute la caracterización molecular de cepas de M. tuberculosis 

aisladas en Cuba por las técnicas de RFLP-IS6110 y de Spoligotyping, su ayuda como 

herramienta auxiliar de la epidemiología  y su implicación en el control de la tuberculosis en 

Cuba. También, se examinan las potencialidades del nuevo método de caracterización 

molecular,  Spoligotyping, en estudios poblacionales. 
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1.1. Hipótesis 

 

La caracterización de cepas de Mycobacterium tuberculosis procedentes de instituciones 

cerradas y población en general en Cuba permite identificar la existencia de patrones 

genéticos endémicos y agrupamientos en forma efectiva, empleando las técnicas del 

polimorfismo de los fragmentos de restricción (RFLP) con la sonda IS6110 y la tipificación 

con oligonucleótidos espaciadores (Spoligotyping), lo que hace posible determinar mejor la 

ocurrencia de la transmisión reciente a partir de otros datos clínico-epidemiológicos. 

 

1.2. Objetivos 

 

General  

 

Caracterizar por técnicas moleculares cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas en 

Cuba. 

 

Específicos 

1. Introducir y caracterizar por las técnicas de RFLP- IS6110  y Spoligotyping cepas de 

M. tuberculosis aisladas en Cuba. 

2. Determinar los patrones genéticos que circulan en Cuba en contraste con los 

patrones de otras regiones del mundo.  

3. Definir los patrones de RFLP-IS6110 de las cepas de M. tuberculosis aisladas en 

instituciones cerradas y contribuir al estudio de las probables vías de transmisión 

entre las poblaciones de estas instalaciones. 

4. Describir diferencias entre el Spoligotyping y el RFLP-IS6110 en estudios genético-

poblacionales de transmisión de la tuberculosis.  
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1.3. Novedad Científica 

 

Se realizó por primera vez en Cuba la caracterización molecular, basada en RFLP-IS6110 y 

Spoligotyping, de cepas de M. tuberculosis permitiendo conocer los tipos más frecuentes 

que circulan en nuestro medio y compararlos con los patrones genéticos de las cepas que 

ocasionan la enfermedad en otras regiones del mundo.  

 

Se reforzó la hipótesis planteada por otros investigadores acerca de la existencia de 

genotipos específicos de M. tuberculosis en determinadas áreas geográficas. 

 

Se encontró evidencia molecular,  por primera vez en Cuba, de transmisión de resistencia 

primaria a drogas antituberculosas. 

 

También se reporta por primera vez en nuestro país la aplicación de técnicas moleculares al 

estudio de brotes de tuberculosis ocurridos en instituciones cerradas.  

 

Además se evaluó por primera vez el poder de discriminación de la técnica de 

Spoligotyping, frente al RFLP-IS6110, en estudios poblacionales encontrándose una menor 

resolución que la técnica de referencia.  
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1.4. Valor Práctico 

 

Se introdujo y se dispone en Cuba de la técnica de referencia internacional, el RFLP-

IS6110, para realizar estudios epidemiológicos y genético-moleculares de tuberculosis. 

 

Este trabajo ha permitido la creación de una base de datos de patrones genéticos, por RFLP-

IS6110, de las cepas de M. tuberculosis aisladas en Cuba. Esta base de datos facilitará en el 

futuro detectar rápidamente cepas de M. tuberculosis “importadas”, sobre todo cepas 

multirresistentes o supervirulentas, y ayudar a evitar la diseminación de las mismas.  

 

También ha contribuido al conocimiento de la dinámica de transmisión reciente de la 

tuberculosis en Cuba; sugiriendo así que este fenómeno debe haber influido en el 

incremento de la enfermedad en años precedentes.  

 

El empleo del RFLP-IS6110 en el estudio de varias microepidemias ocurridas en 

instituciones cerradas ha complementado las investigaciones realizadas por métodos 

convencionales de epidemiología y ha ayudado a conformar las probables cadenas de 

transmisión. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Situación mundial de la tuberculosis.  

 

Aunque la tuberculosis (TB) es un problema de salud de reciente reaparición en los países 

desarrollados, nunca ha dejado de serlo en los países subdesarrollados donde ocurren el 

95%  de los casos y el 98% de las defunciones. Se ha reportado además, que un tercio de la 

población mundial está infectada con Mycobacterium tuberculosis y que anualmente se 

presentan ocho millones de casos nuevos de TB activa a pesar de la aparición de fármacos 

antituberculosos eficaces (OMS, 1996; Raviglione, 2001; WHO, 1992). 

 

En la octava década del siglo pasado se produjo un incremento marcado en el número y 

gravedad de los casos de TB en todo el mundo (Bates y Stend, 1993). Esto se debió 

fundamentalmente a los problemas económicos de muchos países y por tanto al deterioro 

de los programas de control sanitario, a la pandemia del Síndrome de Inmunodeficiencia 

Adquirida (SIDA), así como a los grandes asentamientos poblacionales (Cole y Telenti, 

1995). 

 

Una de las consecuencias más alarmantes del aumento de esta enfermedad ha sido el 

reciente estallido y la continua diseminación de cepas con resistencia múltiple a drogas o 

MDR (siglas en inglés) de M. tuberculosis, lo que ha obstaculizado el tratamiento de 

muchos pacientes. Entre los factores que han contribuido a esto se encuentran: incremento 

del número de pacientes coinfectados con M. tuberculosis y con el Virus de 

Inmunodeficiencia Humana (VIH); ineficientes procedimientos de control de la infección; 

pruebas de identificación y susceptibilidad que requieren demasiado tiempo
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 para obtener los resultados; así como, el mal manejo en la administración del tratamiento 

de los pacientes (Jacobs, 1994). 

 

El primer estudio global sobre resistencia a antimicrobianos, concluido en 1997 bajo el 

auspicio de la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Unión Internacional Contra la 

Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias (UICTER), mostró que en un tercio de los 35 

países estudiados las cepas MDR constituyeron entre el 2 y el 14% de todos los casos de 

tuberculosis. En este trabajo se identificaron las llamadas “zonas calientes” donde las cepas 

fueron resistentes tanto a Isoniacida como a Rifampicina, los antimicrobianos más eficaces 

en el tratamiento de la enfermedad. Es importante mencionar que en los pacientes 

infectados con cepas MDR, su cura se dificulta extremadamente y el tratamiento suele ser 

más tóxico y caro (Pablos-Méndez et al., 1997; 1998; WHO, 1997). Para tener una idea de 

la magnitud del problema, cabe señalar que en los últimos años se han caracterizado por 

métodos genéticos brotes de TB en los que se han considerado que los rangos de mortalidad 

en pacientes infectados con cepas MDR son de 50-80%, con un período de cuatro a seis 

semanas (solamente) entre el diagnóstico y la muerte (Sheldon et al., 1995). 

 

No solo los pacientes con diagnóstico MDR constituyen un peligro para el control de la 

enfermedad, sino también aquellas personas transplantadas o seropositivas al VIH que 

están más inmunocomprometidas. En Marzo de 1998 la Organización de Naciones Unidas 

para el SIDA (ONUSIDA) declaró que de los 31 millones de personas infectadas con el 

VIH; aproximadamente 4.8 millones estaban coinfectadas con M. tuberculosis, 

constituyendo la principal causa de muerte entre los seropositivos. Otros datos reportaron 

que alrededor del 15% de todos los casos de TB estaban relacionados con el VIH (Centro 

Nacional de Información de Ciencias Médicas, 1998) y que el rango de mortalidad en 

pacientes coinfectados con cepas MDR y VIH podría ser de un 80-90% (Drobniewski y 

Wilson, 1998). 

 

La tendencia social de la TB ha sido usualmente desigual (medidas a través del impacto por 

edad, sexo y raza); sin embargo, su asociación con las regiones y poblaciones de bajo nivel 

socioeconómico se ha mantenido sin cambio alguno. Así, aunque la enfermedad no puede 
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presentarse de modo significativo en la población en general, persiste y está incrementada 

entre muchos grupos socialmente definidos: ancianos viviendo en asilos, personas 

desamparadas y sin hogar, personas retenidas en instituciones correccionales y aquellos 

infectados con el VIH (Jereb et al., 1994; Raviglione et al., 1997; WHO, 1994). 

 

En 1990, 1 700 millones de personas contrajeron infección con M. tuberculosis. Un lustro 

después, ya existía un tercio de la población mundial (1 900 millones) infectada, lo cual 

representó un incremento de al menos 200 millones (un 10%) de casos infectados (OMS, 

1996). 

 

También en 1990, 8.0 millones de personas fueron reportadas como casos nuevos de TB. 

Pasados 5 años, se reportaban 8.9 millones de personas en la misma calidad, significando un 

incremento en la tasa de incidencia mundial de casi 900 000 casos de TB (alrededor del 

10%) (Anexo 2, Tabla I) (OMS, 1996). 

 

Los valores revisados en 1990 proyectados al 2005, revelaron un incremento esperado en la 

tasa de incidencia global del 58%, interpretándose en alrededor de 11.9 millones de casos de 

TB para el primer lustro del siglo XXI (Dolin et al., 1994; WHO, 1994). 

 

Los valores de mortalidad fueron los principales datos recolectados sistemáticamente antes 

del desarrollo de los programas de control de TB; por ende, la información contada en 

nuestros días acerca de la TB en el siglo XIX y principios del XX se encuentra en estos 

datos. 

 

En 1992, Sudre et al. estimaron una tasa de mortalidad global fluctuante entre 49 y 55 por 

100 000 habitantes. La OMS, al año siguiente, computó un total de 2.5 millones de personas 

muertas por TB en 1990 (Dolin et al., 1994). Aunque la mayoría (alrededor del 98%) de las 

muertes a causa de TB pertenecían a países en desarrollo, aquellas que correspondían a 

países desarrollados fueron también importantes, particularmente las debidas a una 

coinfección VIH/ M. tuberculosis.  
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En 1996, la OMS estimó que para la última década del siglo XX la mortalidad global anual 

relacionada con TB se incrementaría a 39% llegando a alcanzar 3.5 millones de muertos 

(OMS, 1996).  

 

Para enfrentar esta amenaza creciente y su progresiva extensión regional, la OMS en 1993 

decretó el estado de emergencia global, exhortando a cada país al cumplimiento de las 

metas para el año 2000 (MINSAP, 1999):  

 

1. Detectar el 70% de los casos nuevos de TB. 

2. Curar el 85% de estos casos, garantizando el tratamiento acortado estrictamente 

supervisado (TAES). 

3. La voluntad política y el compromiso de los gobiernos para organizar y sostener el 

programa de control. 

 

La epidemia de la infección con VIH ha cambiado radicalmente la epidemiología de la TB. 

El solapamiento de la infección VIH y M. tuberculosis, en países subdesarrollados 

fundamentalmente, amenaza con producir una rotunda crisis en la salud pública de 

magnitud jamás registrada (Smith  y  Moss, 1994). La infección con VIH es, como ha 

apuntado Styblo y Enarson, el factor de riesgo de TB más fuerte visto en los últimos 100 

años en sujetos infectados con el bacilo tuberculoso (Styblo y Enarson, 1991).  

 

Aunque la coinfección VIH/ M. tuberculosis es responsable de un pequeño porcentaje de 

todos los fallecidos a causa de TB, se espera que el impacto de la infección con VIH en la 

epidemiología de TB, a largo plazo, sea alta (Leowski y Miller, 1992; Selwyn et al., 1989). 

Diversos estudios realizados apoyan la teoría de que la infección con VIH facilita la 

transición de la infección tuberculosa a enfermedad tuberculosa como tal, pero ninguno ha 

concluido que la infección con VIH incremente la susceptibilidad a la infección con M. 

tuberculosis (Jereb et al., 1994). 
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Visto así, la infección con VIH puede: 1) acelerar el desarrollo de una TB activa, 2) 

incrementar el riesgo de reacción de una TB latente, y 3) incrementar el riesgo de una 

persona a contraer una TB primaria (Selwyn et al., 1989; Smith y Moss, 1994). 

 

El riesgo para casos con TB latente, una vez infectados con el VIH, de desarrollar una TB 

activa es hasta un 10% por año, en contraste con aquellos individuos con un sistema inmune 

normal que cuentan con un porcentaje de riesgo en tiempo de vida del 5-15%. Por otra 

parte, M. tuberculosis es quizás el más común de los patógenos oportunistas en pacientes de 

SIDA. Aunque debe apuntarse que también las micobacterias no tuberculosas (MNT), 

fundamentalmente aquellas integrantes del complejo M. avium-intracelullare (MAI), 

constituyen patógenos oportunistas de alta frecuencia de aparición en dichos pacientes 

(principalmente en las últimas etapas de la enfermedad). Es generalmente conocido que las 

formas extrapulmonares de TB ocurren con más alta frecuencia en pacientes VIH+, y que 

existe una correlación inversa entre la frecuencia de TB extrapulmonar y la 

inmunocompetencia (Horsburh y Pozniak, 1993). El reconocimiento del sinergismo entre la 

TB y el SIDA ha resultado en la inclusión de la TB extrapulmonar y pulmonar en las 

definiciones para la vigilancia de los casos de SIDA (American Thoracic Society et al., 

1992; Buehler et al., 1993). 

 

Los datos ofrecidos por la OMS en 1996, mostraron el comportamiento global de la 

coinfección VIH/ M. tuberculosis pronosticada para la pasada década:  

 

§ De 1990 al 2000 el número de casos de TB ascendería hasta un 14%. 

§ De 1996 al 2000 existiría un estimado mayor de tres millones de casos nuevos de TB. 

§ De 1990 a 1999, Asia (1 millón; 33%) y África-subsahariana (1.5 millón; 50%) 

experimentarían las tasas más altas de mortalidad debido a la coinfección con VIH/ M. 

tuberculosis. 

§ En 1996 se reportó un estimado de 266 000 individuos VIH+ muertos a causa de TB. 
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Es especialmente en el grupo de VIH+ donde la resistencia a drogas, una vez establecida, 

puede expandirse rápidamente. Por ejemplo, en algunas ciudades de Estados Unidos de 

Norteamérica, como Nueva York, han sido descritos brotes de TB multirresistente a drogas 

(o TB-MDR) en instituc iones cerradas (Beck-Sagué et al., 1992; Coronado et al., 1993; 

Dooley et al., 1992; Edlin et al., 1992). Una de estas cepas TB-MDR, la cepa “W”, fue 

encontrada en cientos de casos en la ciudad de Nueva York y en algunos casos fue resistente 

hasta 7 agentes antimicobacterianos (Dooley et al., 1992; Frieden et al, 1996).  

 

La mortalidad entre pacientes con TB-MDR es alta. En algunos brotes de TB-MDR en los 

Estados Unidos de Norteamérica, una gran proporción de infectados VIH+ ha muerto 

(Horsburg y Pozniak, 1993). El tratamiento de infectados VIH con TB-MDR ha mostrado 

respuestas mucho mejores (Telzak et al., 1995). 

 

 La magnitud del problema mundial de TB-MDR no está claro en el presente, pero estudios 

en algunos países muestran un porcentaje considerable de cepas M. tuberculosis resistentes 

a una o más drogas (Espinal et al., 2001; Pablos-Méndez et al., 1998; Schaberg et al., 1995). 

Datos recientes demuestran la gravedad de este hecho en varias ex -repúblicas soviéticas y 

algunas partes de China (Raviglione, 2001). 

 

2.2. Historia de la tuberculosis. 

 

El conocimiento de la tuberculosis o "peste blanca", como la denominaron los antiguos, 

data de la más remota antigüedad; prueba de ello es que se ha podido identificar 

Mycobacterium tuberculosis de lesiones óseas en momias egipcias (Wallace, 1994; 

Wolenisky, 1992). Sus características clínicas se conocieron desde antes del año 1000 

a.n.e., siendo llamada por los médicos de aquel entonces con el término "phtisis" para 

señalar su carácter consuntivo (Roca, 1985). 

 

 Se han hallado evidencias de tuberculosis que se remontan al período neolítico pero quizás 

en esta época la ocurrencia de formas epidémicas fue esporádica, se vivía como nómadas, 

no se tenía un asentamiento permanente y no había congregaciones en grandes grupos 
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(Daniel et al., 1994; de Ruiz Holgado, 1996). Alrededor del año 8000 a.n.e, los humanos 

desarrollaron técnicas de agricultura primitiva que permitieron un asentamiento permanente 

y también sobrevino la domesticación de animales lo que hace más probable la ocurrencia 

de la enfermedad en esta etapa. La tuberculosis probablemente ocurrió en sus inicios como 

una enfermedad epidémica entre animales, siendo M. bovis el microorganismo 

comúnmente infectante, favoreciendo que la primera infección en el humano pudiera haber 

sido con esta especie. 

 

En un inicio la enfermedad no constituyó un problema importante de salud, hasta el 

advenimiento de la revolución industrial, cuando las condiciones de hacinamiento crearon 

la situación epidemiológica favorable para su diseminación. Durante los siglos XVII y 

XVIII la tuberculosis fue la cuarta causa de muertes de adultos en Europa y su naturaleza 

contagiosa fue reconocida en el siglo XIX; sin embargo el acontecimiento más trascendente 

fue el hallazgo de su agente causal, el bacilo tuberculoso y la demostración de su 

patogenicidad por Robert Koch en 1882 (Daniel et al., 1994). 

 

2.3. Historia de la tuberculosis en Cuba.  

 

La lucha antituberculosa en Cuba se remonta desde finales del siglo XIX justo instantes 

después de ser descubierto el agente causal, por el gran sabio alemán Robert Koch. Fue en 

1890, viva aún la Cuba colonial, cuando se abre el primer ataque contra la TB como 

expresión de trabajo conjunto, reconocido y aceptado. Se crea la primera Liga 

Antituberculosa, con sede en Santiago de Cuba, integrada por varios médicos cubanos. 

Desdichadamente, la situación económica, social y política existente en Cuba, a finales del 

siglo XIX y principios del XX no coadyuvaron a la realización del proyecto antituberculoso, 

y en consecuencia, este proyecto no emergió en este período (Aldereguía, 1972; Beldarrain, 

1998). Seguido a este inicio, la actividad antituberculosa en Cuba ha manifestado 3 períodos 

bien definidos y de características distintivas: pre-revolucionario, revolucionario (1959-

1970) y posterior a 1970 (González et al., 1993). 
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El programa nacional de control de la TB iniciado en 1962 (Aldereguía, 1972), se ha 

caracterizado por cuatro etapas que transitan desde el tratamiento dispensarial con ingreso 

sanatorial, la implantación del tratamiento ambulatorio controlado en 1971, la adopción en 

1982 del esquema acortado multidroga (siete meses) con el uso de la Rifampicina en ambas 

fases (MINSAP, 1995) y la introducción en 1997 de acciones específicas para reducir la 

fuente de infección en los contactos de casos de TB pulmonar con baciloscopía positiva 

(MINSAP, 1999).  

 

La evolución de la TB de 1971 a 1991 mostró una tendencia descendente como expresión 

del resultado de la lucha contra la TB, el fortalecimiento del Sistema Nacional de Salud y 

las transformaciones socioeconómicas operadas en el país (González et al., 1993; 1994; 

Menéndez et al., 1981). La tendencia de la morbilidad en el período 1982-1991 refleja un 

descenso del 5%, que situó a Cuba entre los países con más baja incidencia (Anexo 2, Tabla 

II) (González et al., 1994; 1995; Marrero y Carreras, 1996; MINSAP, 1995). 

 

De 1992 a 1994, la incidencia se incrementó casi tres veces, de una tasa de 5.0 a 14.7 por 

100 000 habitantes (Marrero et al., 2000). A finales de 1993, se realizó una revisión del 

programa y se amplió la definición de caso a aquellos pacientes con evidencia clínico-

radiológica pero sin confirmación bacteriológica. Entonces a partir de 1994 se incorporaron 

como caso de TB a aquellos que hasta ese año eran clasificados como “fuera de programa” 

(MINSAP, 1995).  

 

Este incremento nacional ocurrió como un fenómeno multicausual debido quizás a: la crisis 

económica ocasionada por la desaparición del campo socialista, la disminución relativa de 

la prioridad de la tuberculosis en el conjunto de los problemas de salud del país, cambios en 

la organización de las medidas de control, la disminución del estado de alerta y de la 

conciencia sobre el riesgo de infección, y el debilitamiento general de la cantidad y la 

calidad de las acciones de localización de casos, entre otras causas (González et al., 1995).    

 

Por edades, los cambios de la morbilidad se produjeron en la población adulta, 

fundamentalmente en el anciano masculino. Por forma clínica el aumento ha sido a 
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expensas de la TB pulmonar, la extrapulmonar presenta un comportamiento estable y aporta 

entre el 10 y 12% del total de casos (MINSAP, 1999). 

 

En 1995 este incremento se detuvo y comenzó nuevamente la disminución de la detección 

de casos. En los años 1997, 1998 y 1999 se registraron tasas de 12.3, 11.1 y 10.0 por       

100 000 habitantes, respectivamente (Marrero et al., 2000).  

 

La mortalidad, en contraste, no ha tenido variaciones significativas, manteniéndose en tasas 

de 1 por 100 000 habitantes (MINSAP, 1999). Por su parte, la búsqueda de casos que 

evidenció un notable descenso en la identificación y estadio de los sintomáticos 

respiratorios, cual llegó a 0.27 % en 1992, se ha ido recuperando igualmente encontrándose 

en la actualidad en un 0.8% (Marrero et al., 2000). Los valores de estos indicadores 

demuestran la dirección correcta en que marcha el Programa de Control de la Tuberculosis 

en Cuba en este sentido. 

 

El fenómeno de coinfección VIH/ M. tuberculosis no ha constituido un factor significativo 

en el incremento de la TB en el país. Desde que se reportó el primer caso de TB en 

pacientes de SIDA en 1992 hasta a mediados de 1999 se habían detectado 137 casos de 

coinfección de 1899 seropositivos conocidos (MINSAP, 1999). 

 

Con relación a la resistencia a las drogas, en el Laboratorio Nacional de Referencia de 

Tuberculosis y Mycobacteria (LNRTBM) del Instituto “Pedro Kourí” (IPK) se viene 

realizando un estudio longitudinal por más de veinte años. Debido a los bajos valores de 

resistencia encontrados recientemente (Espinal et al., 2001; Pablo-Mendez et al., 1998) se 

puede concluir que la multirresistencia no debe haber constituido un factor importante a 

considerar en el incremento de la morbilidad en los años precedentes.  

 

El país desde 1995 ha logrado enfrentar y controlar con éxito esta nueva situación 

epidemiológica de la TB a nivel nacional. Esto pone de manifiesto la capacidad de respuesta 

del sistema nacional de salud, al detenerse el crecimiento de la enfermedad e iniciarse la 

recuperación gradual de los indicadores operacionales del programa (MINSAP, 1999). 
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2.4. Mycobacterium tuberculosis. Ubicación taxonómica y características generales. 

 

Mycobacterium tuberculosis es una especie del género Mycobacterium, único de la familia 

Mycobacteriaceae, la cual pertenece al orden Actinomycetales. El bacilo tuberculoso forma 

parte del complejo tuberculosis, donde se ubican además M. bovis (incluida las cepas 

BCG), M. africanum y M. microti (Grange, 1996). 

 

Los bacilos de la tuberculosis son bastoncillos rectos o ligeramente curvos con extremos 

redondeados, aunque en medios artificiales se ven formas cocoides y filamentosas con 

morfología variable. Estos microorganismos varían en ancho de 0.2 a 0.5 µm y en longitud 

de 1 a 4 µm. Son aerobios estrictos, lo cual explica su predilección de causar enfermedad 

en tejidos muy oxigenados como el lóbulo superior del pulmón y el riñón; inmóviles, que 

no esporulan ni forman cápsulas y son resistentes a la decoloración alcohol-ácida cuando 

son teñidos con fucshina básica fenicada (tinción de Ziehl-Neelsen). Con este método los 

bacilos se ven de color rojo sobre un fondo azul (Britton, et al., 1994; Fauci y Lane, 1995; 

de Ruiz Holgado, 1996). 

 

La energía la obtienen de la oxidación de muchos compuestos sencillos de carbono y sus 

actividades bioquímicas no son características. M. tuberculosis prolifera con lentitud (tiene 

un tiempo de duplicación de 18 horas), contrastando con la mayoría de las bacterias, que 

pueden duplicar su número en una o menos. Debido a que su multiplicación es lenta, los 

cultivos de muestras biológicos deben conservarse durante períodos de 6 a 8 semanas de 

incubación antes de registrarlos como negativos (Brooks et al., 1996). 

 

Un componente que reviste gran importancia en la célula de M. tuberculosis y las 

micobacterias en general es la pared celular, la cual es una gran macromolécula rica en 

complejos lipídicos. Los más importantes son ácidos micólicos (ácidos grasos de cadena 

larga), ceras y fosfátidos; que están en su mayoría unidos a proteínas y polisacáridos 

(García-Rodríguez, 1987). 
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El alto porcentaje de lípidos presente en la pared celular, que alcanza el 60% de su peso 

seco, es una propiedad distintiva de estos organismos que condiciona la casi totalidad de los 

hechos que ocurren frente a una infección por este agente. Dicha cubierta, de característica 

impermeable, determina su gran resistencia: a la coloración (frente a colorantes básicos), a 

la actividad bactericida del complemento y a la digestión intracelular por macrófagos. Esta 

riqueza de lípidos puede explicar también algunas otras características propias de las 

micobacterias como: el carácter hidrófobo de los bacilos con tendencia a adherirse durante 

el crecimiento y la resistencia a la desecación, propiedad ésta muy importante para la 

transmisión, ya que permite la sobrevivencia del bacilo en esputo expectorado seco. 

También contribuye al lento crecimiento del microorganismo, dificultando el paso de 

sustancias nutritivas al interior de las células. Por todo esto se puede plantear, que los 

lípidos le sirven a las micobacterias patógenas como una armazón protectora (de Ruiz 

Holgado, 1996). 

 

Formando parte de la envoltura se encuentra también la membrana plasmática, que en el 

caso de las micobacterias está compuesta por algunos elementos distintivos como el 

lipopolisacárido lipoarabinomanano- lipomanano y el fosfatidilinositol manosa (García-

Rodríguez, 1987). 

 

Si bien los bacilos tuberculosos pueden crecer en un medio sintético simple, con glicerol u 

otros componentes como única fuente de carbono y sales amoníacas como fuente de 

nitrógeno, requieren de asparagina o mezclas de aminoácidos para estimular el inicio del 

crecimiento e incrementar su velocidad. Son muy sensibles a la inhibición por ácidos 

grasos de cadenas largas, aunque pueden ser estimulados por éstos cuando se incorporan al 

medio en concentraciones muy bajas. Puede obtenerse una concentración satisfactoria 

añadiendo al medio albúmina de suero, que liga los ácidos grasos con una afinidad 

suficiente para mantener su concentración libre a niveles óptimos para el crecimiento (de 

Ruiz Holgado, 1996). 
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2.5. Diagnóstico de la tuberculosis.  

 

El diagnóstico de la tuberculosis consta básicamente de dos pasos fundamentales: la 

identificación de los sospechosos y la realización del estudio diagnóstico.  

 

Pueden catalogarse como sospechosos los contactos de enfermos tuberculosos, sintomáticos 

respiratorios, individuos inmunodeficientes y personas dentro de comunidades cerradas. Un 

sintomático respiratorio es toda persona que presente tos y expectoración por más de dos 

semanas (Crofton et al., 1992; Heifets y Good, 1994). 

 

El diagnóstico microbiológico de la tuberculosis se basa en la detección del microorganismo 

por microscopía y cultivo de muestras clínicas. 

 

Para realizar el análisis microscópico de las muestras clínicas se realizan uno de los dos 

métodos de tinción diferentes, que demuestran la resistencia de las micobacterias al 

tratamiento con ácidos y alcoholes. y son: 

a) Tinción con Fuschina caliente (método de Ziehl-Neelsen) o fría (variante de Kinyoun). 

b) Tinción fluorescente con Auramina O. 

 

La detección de micobacterias en muestras patológicas puede ser difícil, entre otras causas, 

al extremadamente lento tiempo de duplicación del bacilo M. tuberculosis. Por esta razón, 

se hace necesario descontaminar las muestras de la flora bacteriana normal antes de 

cultivarlas. 

 

Dentro de los métodos de descontaminación de muestras clínicas más utilizados se 

encuentra el método de Petroff que emplea el Hidróxido de Sodio como agente 

descontaminante y homogeneizante (Casal, 1990).  

 

Para realizar el aislamiento de las micobacterias se han propuesto diferentes formulaciones 

de medios de cultivo existiendo tres grupos fundamentales: los medios sólidos (de base de  

huevo o agar) y los medios líquidos, siendo los sólidos los más recomendados para el 
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aislamiento primario. Dentro de los medios sólidos los más utilizados son el Lowestein-

Jensen (base huevo) y los Middlebrook 7H10 y 7H11 (con agar como soporte). En estos 

medios convencionales se necesita de una larga incubación (20-40 días como promedio) 

para demostrar la presencia de colonias macroscópicas (Heifets, 1997; Fadda y Sanguinetti, 

1998). 

 

La identificación de M. tuberculosis es fácil pero requiere de reactivos específicos, por lo 

que sólo debe hacerse en centros especializados donde el número de muestras ensayadas 

justifique el costo de los reactivos. Este microorganismo puede ser identificado por una 

combinación de: la observación macroscópica de sus colonias, por la velocidad de 

crecimiento, el tipo de fotoreactividad y por el análisis de pruebas bioquímicas 

(acumulación de niacina, reducción de nitratos y presencia de catalasa termorresistente).   

 

Debido al incremento global de la tuberculosis resistente a drogas antibacilares se hace cada 

vez más necesario realizar pruebas de susceptibilidad “in vitro” a estas drogas. El método 

más comúnmente usado es el de las proporciones (o método de Canetti), que es uno de los 

considerados como de referencia por la OMS y la UICTER para evaluar la resistencia a las 

drogas antibacilares.  Con este método se define la proporción de bacilos resistentes que hay 

en una cepa frente a una droga determinada, la cual es capaz de inhibir el crecimiento de los 

bacilos sensibles pero no de los resistentes.  Sin embargo, este método tiene la  desventaja de 

que  el tiempo para obtener un  resultado puede demorar varias semanas (4-6 semanas). 

 

2.5.1. Métodos alternativos. 

 

El uso de los métodos convencionales en el aislamiento e identificación de micobacterias 

está limitado a laboratorios especializados debido a su complejidad y larga duración (45-60 

días). Por esta razón se han propuestos diferentes métodos alternativos para detectar M. 

tuberculosis en muestras clínicas, siendo el más importante el sistema radiométrico (Fadda 

y Sanguinetti, 1998; Heifets, 1997). 
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El método radiométrico consiste en la inoculación de muestras clínicas en un medio líquido  

(Middlebrook 7H12) que contiene un sustrato marcado con carbono radiactivo (ácido 

palmíticoC14). Cuando la micobacteria crece y metaboliza esta sustancia produce dióxido de 

carbono radiactivo (C14O2) que es medido por un contador automático de radiaciones beta 

(BACTEC 460 TB) (Heifets y Good, 1994; Roberts et al., 1993; Shinnick y Good, 1994; 

Siddiqui et al., 1981). Este sistema permite detectar el crecimiento bacteriano en etapas 

tempranas (7-14 días). También permite identificar rápidamente el “bacilo de Koch” si se 

transfiere el cultivo obtenido a un nuevo frasco con medio 7H12 más el compuesto p-nitro-

α-acetilamino-β-hidroxipropiofeno (NAP). En este caso, M. tuberculosis y M. bovis son las 

únicas especies del género que no crecen en presencia de este producto. 

 

La identificación rápida de M. tuberculosis puede también ser realizada combinando este 

sistema radiométrico con la hibridación de ácidos nucleicos empleando el sistema comercial 

AccuProbe (GenProbe, EE.UU.)  El ensayo con sondas de ADN se basa en la habilidad de 

las cadenas de ácidos nucleicos complementarias de alinearse y asociarse con el ARN 

bacteriano de forma estable, específica y formando un complejo de doble cadena. Como la 

sonda de ADN (de simple cadena) está unida a un éster de acridina quimioluminescente al 

añadirse peróxido de hidrógeno ocurrirá una reacción luminescente en las muestras donde se 

haya asociado la sonda de ADN de M. tuberculosis con su ARN correspondiente. La 

combinación de estas dos metodologías puede acortar significativamente el tiempo de 

detección e identificación de M. tuberculosis a tan poco como 4-7 días (Shinnick y Good, 

1995). 

 

En la última década se reportaron una amplia variedad de metodologías para el diagnóstico 

de la tuberculosis basadas en la amplificación de una secuencia de ADN determinada como 

son: la amplificación por la técnica de reacción en cadena de la polimerasa o PCR (siglas en 

inglés) (Clarridge et al., 1993; Eisenach et al., 1990), la amplificación de ARN (Jonas et al., 

1993), la amplificación por desplazamiento de cadena (Walker et al., 1994) y la 

amplificación por reacción en cadena de la ligasa (Ausina et al., 1997; Iovannisci et al., 

1993). En la actualidad existen varios sistemas comerciales basados en las metodologías 
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mencionadas anteriormente pero sólo dos de ellos han sido validos ampliamente y 

autorizados para el diagnóstico en Estados Unidos y Europa. Con los sistemas Amplicor 

MTB (Roche Molecular Systems, EE.UU.) y E-MTD Test (Gen-Probe, EE.UU.) se puede 

obtener un resultado, a partir de un esputo, en pocas horas. A pesar de las ventajas de estos 

sistemas comerciales se han observado algunas dificultades para identificar correctamente 

muestras de esputo negativas al examen directo (Shinnick y Good, 1995). 

 

Para lograr una más rápida determinación de la susceptibilidad a drogas también se han 

ensayado numerosos métodos fenotípicos y métodos genotípicos (Palomino, 2000). 

 

Dentro de los métodos fenotípicos tenemos: el mencionado sistema radiométrico BACTEC 

460 TB (Fadda y Sanguinetti, 1998), las tiras de antibióticos E-test (Hausdorfer et al., 

1998), los métodos que miden el metabolismo a través de sustancias colorimétricas (Abate 

et al., 1999; Collins y Franzblau, 1997; Franzblau et al., 1998; Mshana et al., 1998; 

Palomino et al., 1999ª) técnicas que detectan el consumo de oxígeno con reactivos 

fluorescentes, como el sistema MGIT (Badak et al., 1996; Hanna et al., 1999; Palomino et 

al., 1999b; Pfyffer et al., 1997; Reisner et al., 1995; Walters y Hanna, 1996); la detección del 

ATP producido por M. tuberculosis a través de bioluminescencia (Nilsson et al., 1988); el 

ensayo del fago amplificado biológicamente o PhaB assay (Bergmann y Woods, 1997; 

McNerney, 1999; Wilson et al., 1997); entre otros.  

 

También se han ensayado diversas variantes genéticas para la determinación rápida de la 

resistencia a las drogas antibacilares como: la reacción en cadena de la polimerasa unido al 

polimorfismo conformacional de cadena simple o PCR-SSCP (siglas en inglés) (Felmlee et 

al., 1995; Pretorius et al., 1996; Scarpellini et al., 1997; Sreevatsan et al., 1998; Telenti et 

al., 1993ª); la reacción en cadena de la polimerasa múltiple (Plikaytis et al., 1994); la 

secuenciación automática de ADN (Kapur et al., 1995; Telenti et al., 1993b); la PCR-

Heteroduplex (Williams et al., 1998); la hibridación en fase sólida o ensayo INNOLiPA 

(Innogenetics NV, Bélgica) (Cooksey et al., 1997; de Beenhouwer et al., 1999; Gamboa et 

al., 1998; Rossau et al., 1997); el ensayo de microarreglos de ADN (Troesch et al., 1999); 

sistemas de fagos reporteros (Arain et al., 1996; Carriere et al., 1997; Jacobs Jr et al., 1993; 



Revisión Bibliográfica 
 
 

24 
 

Riska et al., 1999); proteínas fluorescentes reporteras (Hiekey et al., 1996; Shawar et al., 

1997; Srivastava et al., 1998); entre otras.  

 

2.6. Caracterización de  Mycobacterium tuberculosis. 

 

La caracterización de M. tuberculosis ha constituido un gran reto para la micobacteriología 

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 

microepidemias. 

 

Durante muchos años esto fue llevado a cabo utilizando diferentes métodos 

microbiológicos que permitían evaluar las características fenotípicas, siendo los más 

empleados:  

 

- Determinación de resistencia inusual a drogas (Reves et al., 1981).  

- Serotipaje (Grange y Laszlo,1990). 

- Electroforesis de enzimas multilocus (Small y van Embden, 1994)  

- Heterogeneidad bioquímica (Hoffner et al., 1993). 

- Fagotipaje (Jones Jr, 1988).  

 

Esta última fue la técnica estándar hasta finales de los años ochenta. Tiene como 

principales impedimentos el bajo número de fagotipos identificados y la gran laboriosidad 

(Gicquel, 1993; Otal et al., 1991; Snider et al., 1994; van Soolingen et al., 1991).  

 

La primera técnica molecular basada en el ADN empleada en la caracterización de M. 

tuberculosis fue el análisis de restricción. Esta técnica está basada en la comparación de los 

fragmentos de restricción 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 año siguiente fue utilizada por 

estos mismos autores para comparar todos los miembros del complejo tuberculosis (Collins 

y de Lisle, 1985). 
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A pesar de ser una técnica simple, la interpretación de los resultados se convierte en una 

tarea difícil por el gran número de fragmentos generados por las enzimas de restricción 

empleadas (de mediana frecuencia de corte) en la tipificación de M. tuberculosis, además 

del escaso número de patrones que se pueden llegar a diferenciar con estas.  

 

Por estas razones se desarrolló 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 mejora sustancialmente la interpretación de los resultados, 

pero su principal limitación está dada en los escasos patrones de polimorfismo que genera 

entre las cepas en estudio, además del alto costo de los equipos necesarios (Ross et al., 

1992). 

 

El estudio de secuencias de ADN del cromosoma de M. tuberculosis ha aportado 

información genética valiosa, encontrándose dentro de ellas elementos repetitivos 

específicos del complejo tuberculosis que han ayudado a su caracterización.  

 

Una vez acumulados estos conocimientos surge la técnica denominada análisis del 

polimorfismo de los fragmentos de restricción o RFLP (siglas en inglés), la cual está basada 

en el mismo principio del análisis de restricción, realizando además una hibridación con 

una sonda de ADN conocida, constituida por un fragmento del elemento de inserción 

IS6110  (van Embden et al., 1993).  

 

2.7.  Análisis del polimorfismo de los fragmentos de restricción de  M. tuberculosis.  

 

La técnica de RFLP-IS6110 fue desarrollada por iniciativa de Dick van Soolingen (del 

Instituto Nacional de Salud Pública y el Ambiente de Holanda) quién ensayó una secuencia 

de ADN repetitiva, recién descubierta en su laboratorio, como sonda en el análisis del 

polimorfismo de los fragmentos de restricción de cepas de M. tuberculosis aisladas durante 

un brote en el sur de Holanda. Para gran sorpresa de él y su grupo encontraron (por primera 
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vez) patrones de RFLP idénticos en cepas de pacientes diferentes (Sêbek, 2000). Este 

hallazgo le dio una nueva dimensión a la epidemiología de la tuberculosis, siendo ahora 

posible reconocer cepas de M. tuberculosis diferentes y seguir su transmisión en la 

población a diferentes niveles, desde brotes institucionales a estudios globales de 

epidemiología (Hermans et al., 1990; Kiers et al., 1997; van Soolingen et al., 1991) 

 

El RFLP utilizando como sonda el elemento repetitivo IS6110 ha sido en los últimos 

tiempos el método más empleado en la caracterización del bacilo tuberculoso y es 

considerada la tecnología de referencia para estudios epidemiológicos (Martin, 1996; van 

Soolingen y Hermans, 1995). 

 

Esta técnica establecida recientemente consiste en el aislamiento de micobacterias en 

cultivo, la extracción del ADN cromosomal y su digestión con la enzima de restricción 

PvuII en múltiples fragmentos de diferentes tamaños, cuyo número depende del número de 

copias IS6110 en el cromosoma. Estos fragmentos se visualizan en un gel de electroforesis 

y posteriormente son transferidos a una membrana de nylon, la cual se hibridiza con una 

sonda de IS6110 marcada. La posición de los fragmentos de ADN en el gel utilizado para la 

electroforesis dependerá del peso molecular de dichos fragmentos (la diferencia en peso 

molecular surge debido a la variación de las distancias entre las secuencias de inserción). 

Finalmente, son obtenidos patrones de banda de los fragmentos de ADN de tamaños 

específicos que constituyen la huella única que varía de una cepa a otra (Chevrel- Dellagi et 

al., 1993; Hayward, 1995).  

 

2.7.1. Elemento repetitivo IS6110 y su aplicación.  

   

IS6110: Esta secuencia de inserción es miembro de la familia de las secuencias de inserción 

IS3 originalmente descubiertas en Escherichia coli y Shigella (van Soolingen et al., 1994). 

El elemento IS6110 fue aislado inicialmente del cromosoma de M. tuberculosis por Thierry 

y colaboradores (Thierry et al., 1990b) y posteriormente se encontró distribuido en todo el 

complejo tuberculosis (Hermans et al., 1990). Dependiendo de la especie donde se 

caracterice se llamará IS6110, IS986 ó IS987; diferenciándose sólo en unos pocos pares de 
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bases (Hermans et al., 1990; Thierry et al., 1990a) pudiendo ser considerados en la práctica 

como idénticos (Hayward, 1995).  

 

IS6110 es un segmento de aproximadamente 1355 pares de bases y es cortado por la 

enzima de restricción PvuII en el par de base 461. La sonda reconoce una sección de la 

secuencia de inserción a la derecha de los pares de bases cortados por PvuII (Hayward, 

1995). 

 

El número de copias y la posición en el cromosoma son altamente variables entre una cepa 

y otra, pudiendo llegar a 20 o más en el caso de M. tuberculosis (van Soolingen et al., 

1994; van Soolingen y Hermans, 1995) aunque se han identificado cepas con una o ninguna 

copia (Fang y Forbes, 1997). 

 

Producto de la amplia distribución de esta secuencia en el genoma de M. tuberculosis y su 

frecuencia de transposición relativamente baja (van Soolingen et al., 1991), es posible 

obtener patrones simples y estables para la comparación entre cepas empleándola en la 

técnica de RFLP, por lo que dicho elemento es usado con preferencia en estudios 

epidemiológicos sobre todo en brotes (Cave et al., 1994; van Soolingen et al., 1995). 

 

Se debe señalar que este elemento es insuficiente para distinguir entre sí cepas de M. 

tuberculosis con pocas (cinco copias o menos) o ninguna copia de IS6110. Esto ha llevado 

a la utilización de otros marcadores genéticos alternativos como son: DR, PGRS y (GTG)5  

que se describen a continuación (van Soolingen et al., 1993; Warren et al., 1996).  

 

2.7.2. Otros marcadores genéticos utilizados.  

 

IS1081: Esta secuencia de inserción posee 1324 pares de bases y fue descubierta por 

Collins y Stephen en 1991 (Collins y Stephen, 1991). Este elemento genético esta 

relacionado con la familia del IS256 de Staphylococcus aureus y aunque en un inicio se 

pensó que era específica de este complejo, posteriormente se encontró en cepas de M. 

xenopi (Collins et al., 1993). En contraste con la secuencia IS6110, el IS1081 exhibe un 
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reducido polimorfismo (van Soolingen et al., 1993)  lo cual hace que su utilidad en los 

análisis epidemiológicos sea muy limitado. Sin embargo, con este elemento de inserción se 

pueden distinguir las cepas de M. bovis BCG de los otros integrantes del complejo M. 

tuberculosis (van Soolingen et al., 1992).  

 

DR:  La secuencia repetitiva directa o DR (siglas en inglés) posee pocos pares de bases 

agrupados en un único locus cromosomal y entremezcladas con secuencias espaciadoras 

repetitivas (Beggs et al., 1996). El número de secuencias de DR varía de 10 a 50 copias en 

cepas del complejo tuberculosis. La mayoría de las cepas de M. tuberculosis contienen una 

o dos copias de IS6110 en la sección del genoma donde se encuentra la secuencia DR, 

siendo esta en específico la región preferencial de integración del elemento IS6110 en el 

cromosoma (Fang y Forbes, 1997; Hermans et al., 1991). 

 

PGRS: La secuencia polimórfica repetitiva rica en Guanina-Citosina o PGRS (siglas en 

inglés) es una secuencia corta compuesta por muchas repeticiones imperfectas presentes en 

múltiples agrupaciones cromosomales. Las PGRS no están restringidas solamente al 

complejo tuberculosis sino que están incluidas en M. kansasii, M. szulgae y M. malmoense 

(Suffys et al., 1997). El mecanismo que genera el polimorfismo asociado a PGRS todavía 

no es conoce (van Soolingen y Hermans, 1995). 

 

(GTG)5 : Es un oligonucleótido repetitivo recientemente descubierto, el cual genera un 

número de elementos informativos altamente polimórficos, por lo que permite ser utilizado 

como marcador genético (Kamerbeek et al., 1997; Wiid et al., 1994). 

 

2.7.3. Aplicaciones de la técnica de RFLP-IS6110. 

 

Desde que fue descubierto el alto polimorfismo del ADN micobacteriano detectado por 

IS6110 entre aislamientos clínicos no relacionados y la estabilidad de este elemento 

genético en el cromosoma de M. tuberculosis, la técnica de RFLP ha sido ampliamente 

utilizada para comprender la transmisión de la tuberculosis, y se ha llegado a convertir en 
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una herramienta valiosa en estudios epidemiológicos. Entre las aplicaciones más relevantes 

se pueden mencionar: 

 

• Monitoreo de cepas individuales sobre la base de la ocurrencia de elementos repetitivos 

de ADN en el cromosoma (Bifani et al., 1996; de Boer y van Soolingen, 2000; Fletcher, 

2001; Yang et al., 1994; 1995). Esto adquiere mayor relevancia si se tiene en cuenta la 

asociación de dos grandes pandemias: SIDA y tuberculosis (Raviglione, 1996).  

 

• Estudios de transmisión de la tuberculosis en el área urbana, los cuales han arrojado 

excelentes resultados que han permitido evidenciar la importancia de los programas de 

control de tuberculosis para disminuir su transmisión en la población (Genewein et al., 

1993; Suffys et al., 1997). Por ejemplo, investigaciones recientes usando esta técnica han 

demostrado una transmisión extensiva en grandes ciudades de Estados Unidos y Europa y 

que factores como la resistencia a drogas, edad, raza, clase social, etc., pueden ser de 

riesgo para adquirir la enfermedad (Alland et al., 1994; Borgdorff et al., 2000; Gutiérrez 

et al.,1998; Samper et al., 1998; Small et al., 1994; van Deutekom et al.,1997).  

 

• Análisis de casos de infecciones adquiridas recientemente o casos de tuberculosis 

secundarias "reactivación endógena-reinfección exógena"; lo que permite comprender 

mejor el fenómeno de transmisión de la tuberculosis y además permite ubicar con más 

certeza los contactos de los diferentes pacientes (Caminero et al., 2001; Niemann et al., 

1997; Stead y Bates, 2000; Strässle et al., 1997; Warren et al., 1996). 

 

• Este tipo de estudios en poblaciones determinadas han aportado importantes sugerencias 

para mejorar los programas de control de dichas áreas (Smith y Moss, 1994; Suffys et al., 

1997). 

 

• El análisis de la influencia del VIH en la transmisión de la tuberculosis es otro aspecto de 

interés, demostrándose a través de varios estudios como las personas infectadas por el 

VIH tienen un riesgo considerablemente alto de desarrollar la enfermedad por una 
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infección exógena de transmisión reciente, lo que contribuye al desarrollo rápido de la 

tuberculosis en estos pacientes (Portugal et al., 1999; Strässle et al., 1997; Suffys et al., 

1997). 

 

• El seguimiento de la eficacia de la quimioterapia es otra aplicación de la técnica. 

Mediante estudios realizados se ha podido demostrar que la diversidad de patrones 

obtenidos por el RFLP- IS6110 entre cepas MDR podría sugerir el uso de medidas de 

control específicas como la observación directa de la terapia. No obstante una limitada 

diversidad de patrones obtenidos entre cepas MDR, sugiere fallas en el diagnóstico y en 

el tratamiento de casos infecciosos (Suffys et al., 1997). 

 

• Resulta una herramienta poderosa en el análisis epidemiológico de la tuberculosis en 

áreas geográficas restringidas y la transmisión a causa del movimiento transcontinental de 

un gran número de personas, permitiendo además determinar el origen geográfico de las 

cepas (Hermans et al., 1995; Samper et al., 1997; Spidola de Miranda et al., 1996; 

Sterling et al., 2000). 

 

• Análisis epidemiológicos de brotes de tuberculosis en lugares cerrados o grupos 

determinados como: escuelas (Ridzon et al., 1997; Toyota y Morioka, 2001), hospitales 

(Cleveland et al., 1995; Hannan et al., 2001; Harris et al., 2000; Lemaitre et al., 1996), 

hogares para desamparados (Curtis et al., 2000; Kearns et al, 2000) y prisiones 

(Bergmire-Sweart et al., 1996; Chaves et al., 1997; Holton et al., 1996), 

fundamentalmente. 

 

• La combinación de esta técnica con la investigación epidemiológica tradicional, puede 

aportar información para establecer los contactos de los enfermos involucrados en los 

brotes y llegar incluso a la ubicación del caso fuente (Small y van Embden, 1994; Suffys 

et al., 1997). 
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• Entre otras aplicaciones está el impacto de la inmunosupresión sobre la susceptibilidad a 

la reinfección (van Soolingen et al., 1994); el seguimiento de las infecciones 

nosocomiales (Hannan et al., 2001; van Soolingen y Hermans, 1995), las adquiridas en el 

laboratorio (Mazurek et al., 1991), las contaminaciones cruzadas de laboratorio (Bauer et 

al., 1997; Braden et al., 1997b; Small et al., 1993; Trakas et al, 2000) y las infecciones 

multiclonales (Braden et al., 1997a).    

 

2.7.4. Empleo de la técnica de RFLP-IS6110 al estudio de la tuberculosis en poblaciones. 

El porcentaje de disminución de la tuberculosis, varía en los diferentes lugares del mundo y 

depende principalmente de la situación económica de los países. No obstante algunos 

países que se conoce tienen un alto nivel de vida, presentan actualmente un incremento en 

el número de individuos con tuberculosis, probablemente como resultado de transmisión 

reciente (Suffys et al., 1997). Este es el caso de países europeos como: Dinamarca, Irlanda, 

Italia, Holanda, España, y Suiza entre otros (Smith y Moss, 1994).  

Uno de los factores de riesgo más asociados a ese incremento parece ser el aumento de 

inmigración hacia estos países, según ha podido concluirse después de algunos estudios 

realizados en países como: Holanda (van Deutekom et al., 1997) y Austria (Vogetseder et 

al., 1994). Sin embargo, la inmigración hacia Estados Unidos desde países de alta 

incidencia no parece estar asociado con la transmisión reciente de la tuberculosis en esa 

nación (Alland et al., 1994; Bishai et al., 1998; Borgdorff et al., 2000; el-Sahly et al., 2001; 

Small et al., 1994).  

Un estudio realizado en Francia sugirió que las malas condiciones socioeconómicas en 

determinados grupos sociales también pueden ser un factor de riesgo importante asociado 

con la transmisión activa de la tuberculosis (Gutiérrez et al., 1998).  

Una situación similar se vive en algunas ciudades de Estados Unidos, donde el 

resurgimiento de la tuberculosis en el área urbana ha incitado a diferentes grupos de 

investigación a realizar estudios que permitan analizar tal fenómeno en grandes ciudades 

norteamericanas. Este es el caso de los estudios realizados en San Francisco (Small et al., 
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1994), Nueva York (Alland et al., 1994) y Los Angeles (Barnes et al., 1997), ciudades que 

han presentado un incremento en el número de casos de tuberculosis en los últimos años.  

El objetivo de estos estudios fue investigar la transmisión reciente y los factores de riesgo 

relacionados, encontrando que: tanto los factores de riesgo epidemiológicos asociados a la 

transmisión como los biológicos asociados al desarrollo de la enfermedad eran necesarios 

para la transmisión y rápida progresión de la tuberculosis. En estos estudios, la 

combinación del RFLP-IS6110 para tipificar cepas de M. tuberculosis y los datos 

obtenidos por medio de la epidemiología convencional, han mejorado sustancialmente la 

comprensión de la transmisión de la tuberculosis en el área urbana (Alland et al., 1994; 

Small et al., 1994).  

Es así como el uso de la técnica RFLP-IS6110 para identificar la vía de transmisión de la 

tuberculosis en estas ciudades, se basó en la premisa que casos no relacionados 

epidemiológicamente ocurren como resultado de una infección latente y estos presentan un 

patrón de RFLP único. Los pacientes ubicados en éste grupo tuvieron características 

comunes como: edad avanzada (mayor de 60 años), mejores condiciones de vida, y poco 

común el diagnóstico de SIDA. Contrariamente los casos que están relacionados 

epidemiológicamente son consecuencia de una infección reciente y tendrán los mismos 

patrones. Para este grupo de pacientes, los factores de riesgo más comunes fueron: edad 

(personas jóvenes, y generalmente menores de 60 años), diagnóstico de SIDA, raza negra, 

origen hispánico y malas condiciones de vida (Alland et al., 1994; Small et al., 1994). 

Las conclusiones derivadas de estos estudios traen tres grandes implicaciones para el 

control de la tuberculosis en áreas urbanas en general. Primera, como van en aumento los 

casos como resultado de una infección reciente con M. tuberculosis, deben ser 

identificados los lugares de transmisión y aplicarse un control epidemiológico riguroso. 

Segunda, como un solo caso de tuberculosis puede tener un efecto devastador en el 

programa de control, se hace necesario asegurar un tratamiento puntual y efectivo para los 

pacientes infectados con tuberculosis. Tercera, debido al bajo porcentaje de pacientes 

relacionados que fueron identificados por investigaciones convencionales de los contactos, 
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nuevas metodologías en este campo deben ser abordadas para ser aplicadas en poblaciones 

específicas (Alland et al., 1994; Small et al., 1994). 

 

2.7.5. Empleo del RFLP-IS6110 en el estudio de la transmisión de la tuberculosis en 

brotes institucionales. 

 

Aunque la tuberculosis (TB) es un problema de salud reemergente en los países 

desarrollados, los resultados de varios estudios epidemiológicos obtenidos hasta el 

momento evidencian el marcado incremento del número de individuos con tuberculosis 

activa. Esta situación es más grave aún en sitios donde las personas con esta afección son 

además individuos inmunocomprometidos (o conviven con ellos) y que se caracteriza por 

períodos extremadamente cortos entre exposición y desarrollo de la enfermedad activa. 

Debido a ello, los residentes de instituciones como correccionales, guarderías, orfanatorios, 

instituciones mentales y trabajadores de la salud son actualmente reconocidos como 

poblaciones con alto riesgo para la transmisión extensiva del bacilo (Greenberg et al., 

1995). 

 

En estos momentos gracias a la disponibilidad de una herramienta molecular, el RFLP-

IS6110, los métodos epidemiológicos convencionales se han visto complementados para 

brindar un enfoque más objetivo y real acerca de la transmisión de la tuberculosis. El 

empleo del RFLP-IS6110 ha permitido confirmar la presencia de eventos nosocomiales en 

instituciones cerradas. De esta manera se ha podido confirmar o refutar la cadena de 

transmisión propuesta por la epidemiología convencional (cadena de transmisión teórica). 

Ejemplos de este hecho se han reportado recientemente en varias instituciones, 

principalmente hospitales y prisiones de la Ciudad de Nueva York, donde el estudio 

genético-molecular de varios brotes nosocomiales de tuberculosis resistente a múltiples 

drogas se ha podido realizar, gracias al RFLP (Michele et al., 1997; Nivin et al., 1998). En 

algunos casos pudiéndose detectar la presencia de más de una cepa transmisora dentro de 

un brote. La detección rápida y certera en estos casos se ha hecho sumamente importante ya 

que la transmisión de cepas multi-resistentes hace que el diagnóstico de la susceptibilidad a 

drogas sea más demorado y que el paciente responda mal al tratamiento clásico contra la 
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tuberculosis, diseminándose la enfermedad de manera acelerada (Alito et al., 1999; 

Palittapongarnpim et al., 1997).    

 

El factor de riesgo más asociado con el incremento del número de individuos con 

tuberculosis parece ser el efecto adverso de la pobre calidad de los programas de control, 

según ha podido concluirse después de realizarse algunos estudios usando la técnica de 

RFLP en instituciones cerradas (Valway et al., 1994b). 

 

 Entre los factores específicos identificados se destacan: el retraso en el reconocimiento de 

resistencia a drogas, la ausencia de resultados clínicos y el prolongamiento de baciloscopías 

positivas en un número considerable de pacientes con susceptibilidad al bacilo. Dichos 

factores traen consigo fallas en la aplicación de una terapia efectiva y el adecuado 

aislamiento de los pacientes (MacIntyre et al., 1995; Ridzon et al., 1997; Valway et al., 

1994a). 

 

Otros estudios han implicado la ventilación y el acondicionamiento del aire en la 

transmisión nosocomial de cepas de esta especie; así como también, el alto grado de 

exposición de individuos a pacientes con tuberculosis activa (Beck-Sagué et al., 1992; 

Coronado et al., 1993; Niemann et al., 1997). Estos estudios demostraron que la posibilidad 

de exposición a la tuberculosis activa asintomática tanto para el personal médico como para 

los pacientes siempre está presente.  

 

Otro factor responsable y que ha contribuido significativamente en la propagación del 

bacilo es la infección con el VIH, la cual ha ido cambiando drásticamente la epidemiología 

de la tuberculosis. Sin embargo, en contraste con reportes previos, en estudios de brotes de 

tuberculosis ocurridos en prisiones no se encontró asociación significativa entre la 

infección VIH y la conversión de los infectados con cepas MDR; aunque la infección por 

VIH sí se halló fuertemente asociada con la progresión rápida hacia la enfermedad activa 

una vez que la persona era infectada. Este es el caso de dos estudios llevados a cabo en  

prisiones del Estado de Nueva York (Valway et al., 1994a; 1994b) y en una prisión de 

Texas (Bergmire-Sweart et al., 1996).  
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En el caso particular del brote MDR ocurrido en Texas entre individuos con retraso mental, 

la coinfección VIH-TB sirvió además al personal médico como una señal de alerta sobre la 

posibilidad de desarrollo de un nuevo brote de tuberculosis, es decir, que los residentes co-

infectados sirvieron como centinelas de la población en la identificación de un problema de 

transmisión. La importancia de ello estriba en el hecho, de que se trata, de una población 

especial de enfermos mentales, personas que están menos capacitadas para alertar al 

personal médico de la ocurrencia de cambios significativos en su estado de salud 

(Bergmire-Sweart  et al., 1996). 

 

En otros estudios realizados en prisiones usando la técnica de RFLP se han obtenido tasas 

de incidencia de tuberculosis con valores muy por encima de los reportados para la 

población urbana. Tal es el caso de dos investigaciones realizadas en una población grande 

de una prisión en España (Chaves et al., 1997) y en el sistema de prisiones del Estado de 

Nueva York (Valway et al., 1994a). En el primer estudio, el 62% de los prisioneros había 

adquirido infección reciente y en el segundo fue detectada una tasa de incidencia de 156.2 

por 100 000 en la prisión, contra una de 10.4 por 100 000 en la comunidad, lo cual revela el 

marcado incremento del número de casos de tuberculosis en estas instituciones cerradas. 

 

El principal factor de riesgo asociado con dicho incremento parece ser las condiciones de 

hacinamiento en que viven virtualmente los prisioneros. Entre otros factores no menos 

importantes se subrayan: la alta prevalencia de infectados con el VIH entre los presos, 

retrasos en la identificación y aislamiento de los casos sintomáticos o sospechosos de 

tuberculosis y la frecuente transferencia de éstos entre distintas entidades correccionales, 

aún en período de establecimiento del régimen terapéutico (Portaels et al., 1999; Brewer, 

1999). 

 

De forma general, el objetivo principal de todos éstos estudios se basó en la investigación 

de los patrones de transmisión, así como también de los factores de riesgo relacionados con 

éstos, demostrándose que las condiciones existentes en las instituciones cerradas facilitan la 

transmisión del bacilo y la rápida progresión de la tuberculosis en estas instituciones 
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(Alland et al., 1994; Bergmire-Sweart  et al., 1996; Chaves et al., 1997; Small et al., 1994; 

Valway et al., 1994a).  

 

Las conclusiones derivadas de estos estudios traen grandes implicaciones para el control de 

la tuberculosis en instituciones cerradas, y para la población en general. El aumento del 

número de casos de tuberculosis pulmonar con baciloscopía positiva y la existencia cada 

vez más acentuada de cepas MDR en dichas instalaciones evidencian la necesidad de la 

aplicación de un control epidemiológico más riguroso (Alland et al., 1994; Small et al., 

1994).  

 

Como puede evidenciarse, la combinación de la técnica RFLP-IS6110 para caracterizar 

cepas de M. tuberculosis y los datos obtenidos por medio de la epidemiología 

convencional, han mejorado sustancialmente la comprensión del fenómeno de transmisión 

de la tuberculosis en las instituciones cerradas, y consecuentemente han permitido 

establecer enfoques más precisos en las estrategias de control de la enfermedad (Alland et 

al., 1994; Small et al., 1994; Valway et al., 1994a). 

 

Toda la lucha contra esta nefasta epidemia continúa basándose en consistentes criterios 

epidemiológicos: la fuente de infección que es casi exclusiva de personas y puede 

identificarse con facilidad mediante el examen directo de esputos; la propagación puede 

reducirse si se buscan activamente los casos contagiosos y se les trata correctamente; se 

controlará la aparición de cepas MDR con la aplicación de un régimen de tratamiento 

basado en una adecuada prescripción de medicamentos, una supervisión estrecha por parte 

del personal de salud, el control directo de la toma de los medicamentos y el control de los 

resultados del tratamiento mediante exámenes bacteriológicos (estrategia DOTS, siglas en 

inglés); y por último, la transmisión del bacilo se tornará difícil si se realiza un adecuado 

control de la fuente de infección (Enarson et al., 2000). El control de la enfermedad 

requiere por otro lado, de una tecnología eficaz,  barata, sencilla y en gran parte 

estandarizada, así como personal de gestión capacitado para aplicarla en gran escala en 

cada institución (OMS, 1996). 
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Actualmente la OMS plantea que si se realiza un correcto tratamiento de los casos nuevos 

con baciloscopía positiva, utilizando la estrategia DOTS, se puede alcanzar un 85% (o más) 

de curación del total de casos tratados; por el contrario, cuando se producen fallos en el 

tratamiento disminuye la efectividad de las drogas utilizadas, pudiendo llevar a la 

cronicidad, fracaso, recaída e incluso muerte de los pacientes (WHO, 1991). 

 

Para prevenir la ocurrencia de brotes de tuberculosis por circunstancias similares a las 

señaladas anteriormente, es esencial, que en las instituciones cerradas se implementen de 

forma rápida y completa los lineamientos generales para el control de esta enfermedad 

potencialmente fatal (CDC, 1995). 

 

La dimensión del problema es tal, que los departamentos de salud pública tienen que 

asumir de manera inaplazable la responsabilidad de prevenirla y controlarla, pues las fallas 

al enfrentar los objetivos centrales de un programa pueden llevar a disminuir su efectividad 

en el control de este emergente riesgo de la salud pública (CDC, 1995). 

 

2.7.6. Limitaciones del RFLP-IS6110. 

 

Una de las mayores limitaciones del sistema basado en RFLP es que requiere de un 

abundante crecimiento del cultivo para la obtención de ADN suficiente (Otal et al., 1997; 

Suffys et al., 1997). Esto se dificulta en las micobacterias porque la mayoría de los 

integrantes de este género se caracterizan por poseer un ritmo lento de crecimiento; además, 

los pasos inherentes a este método requieren como mínimo tres días, debido a la 

laboriosidad de cada uno de ellos, lo que hace la técnica moderadamente cara (Hayward, 

1995; Suffys et al., 1997). 

 

Otra limitación importante es el hecho de que existen cepas de M. tuberculosis (sobre todo 

en Etiopía y la India) que poseen pocas copias (o ninguna) del elemento IS6110 en su 

genoma (Hermans et al., 1995; van Soolingen y Hermans, 1995). Esto traería como 

consecuencia que dichas cepas no podrían ser tipificadas por medio de la técnica RFLP-

IS6110  (van Soolingen y Hermans, 1995). 
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2.8.  Técnicas moleculares alternativas al RFLP-IS6110.  

 

Producto de las limitaciones del RFLP diferentes grupos de investigadores trabajan en el 

desarrollo de nuevos métodos que permitan eliminar o al menos reducir sus dificultades. 

Estos pueden acortar el tiempo desde varias semanas hasta un día e inclusive horas 

(Cousins et al., 1992), debido a que muchos no dependen de crecimiento micobacteriano y 

se basan en métodos de amplificación de ADN o de Reacción en Cadena de la Polimerasa 

(o PCR, siglas en inglés); pudiendo caracterizar las cepas de M. tuberculosis directamente 

de muestras clínicas por la necesidad de cantidades mínimas de ADN y sin requerir 

purificación previa. De modo que son más rápidos, simples y fáciles de realizar con un 

costo similar al RFLP (Goyal et al., 1997; Haas et al., 1993; Patel et al., 1996; Samper et 

al., 1997). 

 

Uno de estos métodos es la PCR inversa de IS6110, en el cual se emplea un juego de 

cebadores exteriores al IS6110 y se amplifican entonces las secuencias aledañas a los 

IS6110 (Samper et al., 1997). Este sistema es muy sencillo y fácil de realizar pero tiene 

como desventajas la poca reproducibilidad, la baja especificidad y el escaso número de 

bandas obtenidas (Kremer et al., 1999).   

 

Otro método también basado en la PCR es el “ampliprinting-IS6110”, que utiliza 

cebadores homólogos a la secuencia de inserción MPTR y una secuencia de amplificación 

adicional con el IS6110. Este sistema también puede realizarse a partir de muestras clínicas 

pero debido a la limitación en el número y tamaño de los fragmentos generados por la PCR, 

la información obtenida entre cepas relacionadas es menor en comparación con el RFLP-

IS6110  (Plikaytis et al., 1993; Suffys et al., 1997). También se ha comprobado que es un 

método poco reproducible (Kremer et al., 1999).  

 

Otra de las técnicas utilizadas es la PCR con doble elemento repetitivo (PCR-DER o DRE-

PCR, en inglés), que esta basada en la amplificación de las secuencias IS6110 y PGRS 

generando bandas polimórficas debido a las diferencias de distancia entre dichos elementos 

(Friedman et al., 1995). A pesar de que es un método de sencilla ejecución su poder de 
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discriminación es aceptable con relación al RFLP-IS6110, pero su baja reproducibilidad 

dificulta su aplicación en estudios epidemiológicos (Kremer et al., 1999). 

 

Usando sistemas de amplificación de ADN con cebadores arbitrarios (PCR-CA o 

arbitrarily primer PCR, en inglés) se han podido demostrar patrones polimórficos entre 

cepas de M. tuberculosis. Con el fin de mejorar la reproducibilidad de estos métodos 

basados en amplificaciones arbitrarias (una de las dificultades fundamentales), se han usado 

varios juegos de cebadores lográndose así aceptables valores de reproducibilidad y poder de 

discriminación (Kremer et al, 1999). 

 

Otro método descrito hace algunos años por Haas et al. (1993), es la llamada PCR con 

Ligador Mezclado (PCR-LM o “Mixed Linker PCR”, en inglés), que consiste en la 

utilización de un cebador homólogo a la secuencia IS6110 y un segundo cebador 

complementario a un ligador. Este método genera más bandas que incluso el método 

estandarizado (RFLP-IS6110). Su reproducibilidad y poder de discriminación es muy alto 

(100% y 90%, respectivamente) por lo que es una de las técnicas propuestas para realizar 

estudios epidemiológicos a gran escala. El examen de la PCR-LM en muestras clínicas se 

encuentra aún en fase de prueba (Burger et al., 1999; Suffys et al., 1997). 

 

También tenemos el análisis del polimorfismo cromosomal de las secuencias repetitivas en 

tandem de número variable o VNTR (siglas en inglés de variable number of tandem 

repeats). El análisis de los productos amplificados por PCR de cinco loci de VNTR (del 

ETR-A al ETR-E) permiten clasificar a las cepas de M. tuberculosis en perfiles alélicos 

VNTR diferentes (Frothingham et al., 1998). La tipificación por VNTR o VNTR typing ha 

mostrado una buena reproducibilidad y un aceptable poder de discriminación (Kremer et 

al., 1999). Recientemente, ha aparecido una variante del VNTR typing  y es la metodología 

MIRU/VNTR typing, que emplea también secuencias VNTR que aparecen en 12 loci 

diferentes que contienen unidades repetitivas interespaciadas de micobacterias (MIRU, 

siglas en inglés). Esta variante ha brindado una excelente reproducibilidad, sensibilidad y 

buen poder de discriminación (Supply et al, 2001). 
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Finalmente tenemos la tipificación con oligonucleótidos espaciadores o Spoligotyping (en 

inglés), que se basa en la amplificación de la región aledaña a los DR y una posterior 

hibridación diferencial de los productos amplificados con oligonucleótidos unidos a una 

membrana y que son complementarios a las regiones espaciadoras variables localizadas 

entre los DR (van Soolingen y Hermans, 1995; Suffys et al., 1997). Con esta técnica se 

simplifica la comparación visual y se logra una excelente reproducibilidad (100%), pero el 

poder de discriminación es menor que el del RFLP-IS6110 cuando son ana lizadas cepas 

con alto número de copias del elemento IS6110. En el caso de cepas con bajo número de 

copias de dicho elemento, la diferenciación entre las mismas se logra con excelentes 

resultados (Kamerbeek et al., 1997; Kremer et al., 1999). 

 

En la tabla III del anexo 2 se presenta un cuadro comparativo de las principales técnicas 

moleculares de caracterización de cepas de M. tuberculosis, basadas en RFLP o PCR 

(Kremer et al., 1999; Supply et al., 2001).  

 

Como se puede observar en la tabla antes mencionada los métodos de RFLP tuvieron un 

100% de reproducibilidad, excepto cuando se utilizó la sonda (GTG)5 que entonces 

disminuyó al 94%. En el caso de los métodos rápidos de amplificación, sólo la PCR-LM y 

el MIRU/VNTR typing fueron 100% reproducibles; mientras que el VNTR typing y el 

Spoligotyping mostraron valores de 97% y 94%, respectivamente. El resto de los sistemas 

de amplificación fueron poco o nada reproducibles, como el caso de la PCR inversa de 

IS6110 donde se obtuvo solamente un 6%. 

 

Al analizar el poder de discriminación de los métodos basados en PCR, la PCR-LM y el 

MIRU/VNTR typing también mostraron elevados valores (90% y 87%, respectivamente) 

y muy cercanos al del RFLP-IS6110 (93%). Otros cuatro métodos (la PCR-CA, la PCR-

DER, el Spoligotyping, y el VNTR typing) tuvieron valores algo inferiores al método de 

referencia. Los restantes dos métodos (la PCR inversa de IS6110 y el ampliprinting-

IS6110) no pudieron ser evaluados debido a su escasa reproducibilidad. 
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En resumen, los métodos PCR-LM, Spoligotyping y MIRU/VNTR typing son los únicos 

recomendados para lograr una tipificación molecular altamente reproducible y con un 

aceptable poder de discriminación. Adicionalmente, el Spoligotyping y el MIRU/VNTR 

typing tienen la ventaja de que sus resultados pueden ser completamente expresados en un 

formato simple, digital (Kremer et al., 1999; Supply et al., 2001).  

 

Por otra parte, cuando se necesiten realizar estudios de epidemiología molecular con una 

elevada resolución se recomienda entonces utilizar sólo las técnicas de RFLP-IS6110 y la 

PCR-LM debido a su elevado poder de discriminación, especialmente en cepas de mediano 

y alto número de copias (Kremer et al., 1999). 

 

En los últimos tres años han aparecido más de una  veintena de artículos científicos donde 

aplican las metodologías de Spoligotyping y (MIRU/VNTR) VNTR typing a estudios 

epidemiológicos de tuberculosis. A pesar de que los resultados obtenidos con estas técnicas 

demuestran un poder de discriminación inferior que el RFLP-IS6110, su sencillez, rapidez 

y fácil interpretación favorecen su futura aplicación (Chan et al., 2001; Dorouchi et al., 

2001; Sola et al., 2001; Supply et al., 2001). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El presente trabajo se realizó fundamentalmente en el Laboratorio Nacional  de Referencia 

e Investigaciones en Tuberculosis y Mycobacteria (LNRITM), Centro Colaborador 

OPS/OMS, del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kourí” (IPK). También se 

completaron algunos estudios en la Unidad de Referencia de Mycobacterium (LIS) del 

Instituto Nacional de Salud Pública y el Ambiente (RIVM) de Holanda, bajo la dirección 

del Dr. Dick van Soolingen. 

 
3.1. Cepas utilizadas. 

 
3.1.1. Cepas de referencia. 

Se emplearon en este trabajo las cepas de referencia Mycobacterium tuberculosis Mt14323 

y M. bovis BCG P3 para realizar la técnica del análisis del polimorfismo de los fragmentos 

de restricción (RFLP) y las cepas M. tuberculosis H37Rv y M. bovis BCG P3 para la 

ejecución del Spoligotyping.   

 

Estas cepas integran la colección de micobacterias del LNRITM. Las cepas de esta 

colección son mantenidas en tubos de 1.5 mL con agua destilada estéril y guardadas en 

congelación a –70oC, según se recomienda internacionalmente (Kent y Kubica, 1985). 

 
3.1.2. Cepas estudiadas. 

En el presente trabajo se utilizaron 251 cepas de Mycobacterium tuberculosis llegadas al 

LNRITM, procedentes de los Laboratorios Provinciales, para su identificación como 

especie y la realización de las pruebas de susceptibilidad a las drogas antibacilares. Los 

datos microbiológicos de estas cepas fueron obtenidos de la base de datos del LNRITM.  

 
A continuación se detallan los grupos de cepas empleadas en cada estudio realizado. 
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3.1.2.1.  Estudio molecular de transmisión de la tuberculosis en Cuba. 

Se estudiaron 160 cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas de muestras de esputo de 

pacientes procedentes de diferentes laboratorios de todas las provincias de Cuba (excepto 

Ciudad de La Habana) y que fueron diagnosticados entre julio de 1994 y junio de 1995. 

Estos pacientes representaron el 37% del total de casos con cultivos positivos en este 

periodo.  

 

3.1.2.2. Estudio molecular de transmisión de la tuberculosis en Ciudad de La Habana. 

Las 51 cepas de M. tuberculosis analizadas en este estudio fueron aisladas de sintomáticos 

respiratorios que fueron diagnosticados con tuberculosis pulmonar entre el 20 de 

septiembre de 1997 y el 10 de marzo de 1998 en diferentes Laboratorios Municipales de 

Ciudad de La Habana y en el Laboratorio Provincial de Tuberculosis en el Centro 

Provincial de Higiene Epidemiología de Ciudad de La Habana (CPHE-CH). Estos casos 

constituyeron el 55% del total de pacientes con cultivos positivos en el período analizado. 

 

3.1.2.3. Estudio molecular de transmisión de tuberculosis entre personas seronegativas y 

seropositivas al VIH. 

Se analizaron 25 cepas de M. tuberculosis aisladas de personas seropositivas al VIH (o 

trabajadores de salud VIH negativos) con tuberculosis procedentes del Sanatorio Santiago 

de Las Vegas (SSV) o de otros sanatorios del país que ingresaron en el Hospital del 

Instituto Pedro Kourí (IPK) y diagnosticados bacteriológicamente entre julio de 1993 y 

junio de 1995 en el Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones en Tuberculosis y 

Mycobacteria del IPK (LNRITBM-IPK).  

 

3.1.2.4. Estudio molecular de transmisión de tuberculosis en el Hospital Psiquiátrico de 

La Habana (HPH). 

Se incluyeron en el trabajo 15 cepas de M. tuberculosis aisladas de muestras de esputo de 

pacientes con enfermedades mentales (o trabajadores) del HPH diagnosticados con 

tuberculosis en el Laboratorio de Microbiología del HPH entre marzo de 1995 y marzo de 

1998.  
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3.1.2.5. Caracterización   molecular   de   cepas  de   M.  tuberculosis   por   RFLP-

IS6110 y Spoligotyping. 
 

En este trabajo se utilizaron 157 de las 160 cepas de M. tuberculosis empleadas en el 

estudio referido en el sub-acápite 3.1.2.1. 
 

3.2. Datos clínico-epidemiológicos.  

 

Se recogieron diversos datos clínico-epidemiológicos de los pacientes a partir de las 

encuestas para la vigilancia de la resistencia y la investigación de contactos. También se 

obtuvieron datos del sistema nacional de información de la Dirección Nacional de 

Estadísticas y de los registros de tuberculosis de la Dirección Nacional de Epidemiología, 

ambas pertenecientes al Ministerio de Salud Pública de Cuba. Los datos más importantes 

fueron: edad, sexo, origen geográfico, serología al VIH, fecha de diagnóstico, codificación 

del examen directo y el cultivo, tratamiento previo y contacto con pacientes tuberculosos. 
 

3.3. Análisis del po limorfismo de los fragmentos de restricción con la sonda IS6110 

(RFLP-IS6110). 
 

Esta técnica se realizó de acuerdo a un protocolo de referencia internacional (van Embden 

et al., 1993; van Soolingen et al., 2002) (ver anexo 1). El ADN fue extraído y purificado 

utilizando enzimas (lisozima y proteinasa K), detergentes (duoecilsulfato de sodio y 

bromuro de cetiltrimetilamonio), solventes orgánicos (cloroformo, alcohol isoamílico y 

propanol) y tratamiento mecánico por vórtex.  
 

Al ADN resultante se le determinó su concentración y pureza por espectrofotometría. La 

integridad del ADN fue analizada por electroforesis en geles de agarosa.  

 

El material genético fue fraccionado con la enzima de restricción Pvu II. Los fragmentos 

digeridos fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% con solución 
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reguladora Tris-borato-EDTA y transferidos al vacío a una membrana Hybond N+ 

(Amersham, Inglaterra).  

El ADN inmovilizado fue hibridado con una sonda de 245 pares de bases (pb) del elemento 

de inserción IS6110. La sonda de ADN fue previamente elaborada utilizando la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR, siglas en inglés) y unos cebadores específicos (INS-1 e  

INS-2). 

 

El fragmento amplificado fue purificado a través de una columna Magic Prep PCR 

(Promega, EE.UU.) y unido a la enzima peroxidasa empleando el sistema 

quimioluminescente ECLtm (Amersham). La hibridación se realizó en un horno de 

hibridación (Amersham) durante toda la noche. La reacción enzimática de la peroxidasa se 

desarrolló según el protocolo del fabricante. Las membranas fueron finalmente expuestas a 

filmes de rayos X de alta sensibilidad y bajo fondo (Filmes ECL, Amersham) por varios 

minutos (10-30 minutos).  

 

Para facilitar el análisis computarizado de los patrones de RFLP, se utilizó un marcador 

interno en cada línea ( mezcla de ADN PhiX174 digerido con Hae III y DNA ladder 

digerido con la enzima Pvu II) y marcadores externos en los pocillos exteriores de cada gel 

(ADN de las cepas de referencia M. tuberculosis Mt14323 y M. bovis BCG P3 dige ridos 

con Pvu II).  

 

3.4. Spoligotyping. 

 
Se ejecutó según la metodología establecida por Kamerbeek et al. (1997) y Kremer et al. 

(2002) (ver anexo 1).  

 

Se amplificó por PCR la región externa a las secuencias Repetitivas Directas (DR, siglas en 

inglés) empleando los cebadores DRa y DRb (biotinilado) derivados de esta región DR y 

un ciclaje específico.  
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El producto amplificado fue desnaturalizado e hibridado contra una membrana Byodyne C 

(Pall Biosupport, EEUU) utilizando un equipo Miniblotter MN 45 (Immunonetics, 

EE.UU.).  La membrana tenía fijado covalentemente un grupo de 43 oligonucleótidos, 

derivados de la región espaciadora de las DR de las cepas M. bovis P3 y M. tuberculosis 

H37Rv.  

 

Posteriormente se enfrentó la membrana hibridada a un conjugado de Estreptavidina-

Peroxidasa (con elevada afinidad por la biotina) y luego se realizó una reacción 

quimioluminescente con el sistema ECL (Amersham), similar a como se  explicó en la 

técnica anterior.  

 

En cada membrana se utilizaron como controles positivos ADN de las cepas M. bovis P3 y 

M. tuberculosis H37Rv. 

 

3.5. Visualización y análisis de los patrones genéticos. 

 

3.5.1. Análisis visual. 

 

Los patrones obtenidos por RFLP-IS6110 y Spoligotyping fueron comparados visualmente. 

Cepas con iguales patrones fueron agrupadas en clusters (también llamados agrupamientos 

o conglomerados, en el texto). 

 

3.5.2. Análisis computarizado. 

 

Los resultados de los filmes de rayos X de los estudios mencionados en los sub-acápites 

3.1.2.1 y 3.1.2.5 fueron transferidos a una computadora utilizando un digitalizador HP 

Scanjet IIcx/T (Hewllett Packard, EE.UU.) y almacenados en una base de datos.  

 

Los patrones fueron analizados con un programa computarizado Gelcompar (ver. 4.0, 

Applied Maths, Bélgica) y comparados por el método de agrupamiento UPGMA utilizando 
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el coeficiente de Dice siguiendo las instrucciones del fabricante (van Soolingen et al., 

1995). 

 

3.5.3. Comparación con base de datos de patrones de RFLP-IS6110. 

 

Los patrones de las cepas del  estudio referido en la sección 3.1.2.1 fueron comparados con 

una base de datos internacional,  de más de 6 000 patrones (en 1997) de RFLP-IS6110, 

establecida en el Instituto Nacional de Salud Pública y el Ambiente de Holanda. 

 

Las cepas del estudio mencionado en el sub-acápite 3.1.2.2 fueron comparadas con una 

colección (existente en el LNRTBM) de 284 patrones de restricción de cepas de M. 

tuberculosis aisladas de varias regiones de Cuba entre 1993 y 1997.  
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Desde que a principios de la década pasada fue desarrollado el análisis del polimorfismo de 

los fragmentos de restricción (RFLP) para la tipificación de Mycobacterium tuberculosis, 

decenas de investigadores han empleado esta metodología en diversos estudios clínico-

epidemiológicos, taxonómicos y genético-moleculares (Behr y Small, 1997; Braden et al., 

1997c; Drobniewski y Pozniak, 1996; Dunlap, 2000; Hayward, 1995; Onorato, 2000; Suffys 

et al., 1997; van Soolingen, 2001). Las ventajas del RFLP como son: alta especificidad, 

elevado poder discriminatorio, buena repetibilidad y reproducibilidad, han permitido que en 

los últimos tiempos sea la herramienta de laboratorio más utilizada en la caracterización 

molecular de cepas de M. tuberculosis y en el campo de la epidemiología. 

 

4.1.  Estudio molecular de transmisión de la tuberculosis en Cuba. 

 

4.1.1. Número de copias del elemento de inserción IS6110.  

 

El número de copias de IS6110 osciló entre 0 y 20, con un promedio de 12 (ver ejemplos en 

Fig. 1 y 2).  Este promedio fue mucho mayor que el obtenido por otros investigadores en 

diversas áreas geográficas como son: la India, el Sudeste Asiático y Holanda (Das et al., 

1993; van Soolingen et al., 1991; 1995; 1999; Yuen et al., 1993).  
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Figura 2 – Patrones de RFLP-IS6110 representativos de las cepas de Mycobacterium 
tuberculosis aisladas en Cuba en 1994-1995. 
 

Líneas 1 y 22 contienen ADN de las cepas de referencias M. bovis BCG P3 y M. tuberculosis 
Mt14323, respectivamente. Líneas 10-11 y 14-16 representan el ADN de cepas de M. tuberculosis 
aisladas de pacientes que vivían en la provincia de Holguín y que fueron incluidos en los clusters 4 y 
5,  respectivamente. Los números de la derecha indican el tamaño, en pares de Kilobases, de los 
fragmentos de restricción de la cepa de referencia M. tuberculosis Mt14323.  
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Figura 1- Número de copias de IS6110 de las 160 cepas de M. tuberculosis aisladas en Cuba 
en 1994-1995. 
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Se encontró una cepa que presentaba sólo una copia en su cromosoma. También hallamos 

otra cepa que no tenía IS6110. En este último caso, ante la duda de que estuviéramos en 

presencia de una micobacteria que no integrara el complejo M. tuberculosis, se le realizaron 

pruebas bioquímicas y moleculares (ensayo Accu-Probe test, Gen-Probe, EE.UU., y 

Spoligotyping) adicionales. Este peculiar aislamiento de M. tuberculosis mostró, además, 

una resistencia inusual frente a la rifampicina, isoniacida y etambutol. 

 

El elevado número de copias de las cepas aisladas en Cuba nos permitió distinguir la inmensa 

mayoría de ellas sin la necesidad de utilizar marcadores genéticos adicionales, como las 

secuencias repetitivas PGRS, DR y (GTG)5  (Chaves et al., 1997; Yuen et al., 1993).  

 

4.1.2.  Agrupamientos sobre la base de los patrones de RFLP-IS6110. 

 

Entre las 160 cepas analizadas, se encontraron 84 patrones de RFLP-IS6110 únicos (52%) y 

19 compartidos por dos o más cepas (76 en total), que representó el 48% de agrupamiento. 

Algunos de los patrones de RFLP obtenidos son mostrados en la Figura 2. 

 

En total, se encontraron 19 agrupamientos (o clusters). Los dos mayores agruparon a 18 y 10 

cepas, respectivamente, mientras que la mayoría estuvo conformado por dos o tres cepas 

solamente (ver tabla 1). 
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 Tabla 1- Agrupamiento en base al RFLP-IS6110, resistencia y distribución geográfica  
de las 160 cepas de M. tuberculosis aisladas en Cuba de julio de 1994 a junio de 1995.   
 

Cluster 
Patrón de 

RFLP-IS6110 a 
No.de  
cepas 

Resistencia 
(No. de cepas) b 

Origen Geográfico 
(No. de cepas) c 

1 83 18 S (9), S-R (2) A(16), B(1), C(1) 

2 35 10  D 

3 1 7 S(2) A(1), E(2), F(2), G(2) 

4 21 5  H 

5 12 5 S(1) F(1), G(2), H(2) 

6 41 3  I 

7 69 3  J(2), K(1) 

8 91 3  G 

9 3 2  I, K 

10 5 2  B 

11 13 2  E 

12 15 2 S-R-H (1), S(1) A, F 

13 23 2  L 

14 26 2  M 

15 34 2  K 

16 39 2  H, I 

17 64 2  M 

18 73 2  J 

19 75 2  J 

No en cluster Unico 84 S(1), H(2),  
R-H-E (1) --- 

Total  --- 160 20 --- 
 

a  Algunos de los patrones de RFLP se muestran en la Figura 2. 
b  S: estreptomicina, R: rifampicina, H: isoniacida, E: etambutol. 
c A: Villa Clara, B: Ciego de Avila, C: Matanzas, D: Camagüey, E: Pinar  del Río, F: Las 

Tunas, G: La Habana, H: Holguín, I: Cienfuegos, J: Santiago de Cuba, K: Granma, L: 
Guantánamo, M: Isla de la Juventud. 
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En algunos países, como la India y Etiopía, se ha encontrado que el RFLP-IS6110 tiene una 

utilidad limitada debido a la presencia de pocos patrones de RFLP-IS6110 en un gran 

número de cepas (Das et al., 1993; Hermans et al., 1995). En Cuba por el contrario, se 

observó una gran diversidad de patrones de RFLP-IS6110 y los dos patrones más frecuentes 

estuvieron relacionados a brotes, según se pudo confirmar en la investigación de contactos. 

 

El elevado porcentaje de agrupamiento hallado en este trabajo (48%) es comparable con los 

valores reportados en otros lugares como: San Francisco (Small et al., 1994), Nueva York 

(Alland et al., 1994), Dinamarca (Yang et al., 1995) y Holanda (van Soolingen et al., 1999), 

en donde se encontró un rango de 35-47% de agrupamiento. Estos elevados porcentajes de 

agrupamiento sugirieron, que al parecer, la infección reciente era mucho mayor que lo 

clásicamente supuesto (10%) por los métodos epidemiológicos convencionales en años atrás 

(Rieder, 1999).  

 

En otras áreas de baja incidencia como Noruega y Suiza se han registrado bajos porcentajes 

de cepas agrupadas (16 y 17.5%, respectivamente) reflejando así que la influencia de 

transmisión reciente de la tuberculosis podría juega un papel menor en estos países debido, 

quizás, a la existencia de programas de control más eficientes (Heldal et al., 2000; Pfyffer et 

al., 1998). Así,  se demuestra que los estudios de epidemiología molecular, empleando el 

RFLP-IS6110, pueden servir como una herramienta auxiliar para ayudar a monitorear el 

funcionamiento de los programas de control de tuberculosis (Burgos y Pym, 2002; Small y 

van Embden, 1994). 

 

El valor de agrupamiento encontrado en nuestro estudio debe estar subestimado, porque el 

tiempo de estudio de nuestra investigación fue de un año y sólo se analizó por RFLP la 

tercera parte de los aislamientos posibles. Estudios analizando la influencia de estos dos 

factores en el porcentaje de agrupamiento de las cepas analizadas han corroborado esta 

afirmación (Glynn et al., 1999; Murray, 2002; van Soolingen et al., 1999). Recientemente, 

Murray (2002) empleó un modelo matemático de simulación para evaluar los cálculos 

realizados anteriormente, basados en el porcentaje de agrupamiento de las cepas analizadas, y 

medir así la influencia de la transmisión reciente de la tuberculosis en instituciones cerradas 

y en la comunidad. Tomando como ejemplo algunos de los principales estudios de 
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epidemiología molecular realizados, se pudo apreciar que el valor real del agrupamiento 

estaba siempre subestimado cuando no se analizaba el 100% de las cepas aisladas en una 

región determinada (Murray, 2002). También, varios autores han señalado la necesidad de 

extender el tiempo de estudio a no menos de 3 años para tratar de estudiar la inmensa 

mayoría de los casos que han desarrollado la tuberculosis a partir de una infección reciente 

(Burgos y Pim, 2002; Diel et al., 2002; Glynn et al., 1999; Murray, 2002; van Soolingen et 

al., 1999; Vynnycky et al.,2001; Yang, 2003). 

 

Otra limitación del estudio es la no- inclusión de cepas de Ciudad de La Habana. Esta 

provincia tradicionalmente aporta un tercio del total de casos de tuberculosis (y de las cepas 

aisladas en todo el país) y funciona como “un puente” conectando a personas de todas las 

provincias facilitando así la transmisión de cepas de M. tuberculosis. Esta exclusión debe 

haber subestimado apreciablemente el agrupamiento. 

 

El porcentaje total de agrupamiento (48%) se vio influido por dos grandes brotes ocurridos 

en instituciones cerradas. Si las cepas aisladas en estos brotes (28 en total) no se tomaran en 

cuenta en este estudio, el  agrupamiento disminuiría de 48 a 36%.  

 

4.1.3. Distribución geográfica de las cepas agrupadas. 

 

La mayoría de los agrupamientos (68%) fue encontrada entre cepas de pacientes procedentes 

de la misma provincia, sugiriendo que la transmisión reciente debió haber ocurrido en 

determinadas áreas geográficas (Tabla 1). Sin embargo, en seis de los 19 clusters no ocurrió 

así y las posibles relaciones epidemiológicas entre los casos no pudieron ser establecidas. En 

la Figura 3 se puede observar las áreas geográficas de Cuba adonde pertenecían las cepas de 

los tres agrupamientos más grandes de este estudio (Clusters 1, 2 y 3).  

 

4.1.4. Agrupamientos entre las cepas resistentes a drogas. 
 

De las 160 cepas estudiadas, 20 (12.5%) fueron resistentes a una o más drogas. De estas 20, 

14 fueron resistentes sólo a estreptomicina (S), dos a isoniacida (H), dos a estreptomicina y 

rifampicina (S-R) y otras dos mostraron resistencia a tres drogas, uno a SRH y otro a 
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rifampicina, isoniacida y etambutol (RHE) (Tabla 1). La mayoría de las cepas resistentes (11 

de 20) se encontraron en el agrupamiento más grande (Cluster 1). 

 

Tres de las 20 cepas resistentes fueron aisladas de pacientes que habían recibido tratamiento 

antituberculoso anterior y dos de estas estuvieron agrupadas en el cluster 1. También se 

encontró que 13 cepas del total (65%) formaron parte de los agrupamientos. Doce de las 14 

cepas S-resistentes se encontraron en tres agrupamientos, sugiriendo una posible transmisión 

activa de resistencia a estreptomicina. 

 

El porcentaje global de resistencia a drogas de las cepas de estudio fue relativamente bajo 

(12.5%). Aquí se debe destacar que la mayoría de las cepas resistentes a estreptomicina fue 

aislada en la provincia de Villa Clara indicando entonces, que el fenómeno de resistencia a 

esta droga era (en este momento) un problema local y no nacional. Sin embargo, es 

importante señalar que tres cuartas partes de las cepas resistentes se encontraron en clusters 

(con otras cepas también resistentes), indicando que la transmisión de cepas resistentes 

(resistencia primaria), sobre todo a estreptomicina, ocurrió en ese periodo.  

 

El conglomerado mayor, que contenía a 18 cepas de las cuales el 61% era resistente a una o 

más drogas, se asoció a un evento de transmisión ocurrido en una institución cerrada. Esto 

corrobora que las condiciones en que se encuentran estos centros favorecen el desarrollo y 

transmisión de la tuberculosis resistente a drogas (Beck-Sagué et al., 1992; Valway et al., 

1994a). 

 

4.1.5. Investigación de los tres agrupamientos más grandes.  

 

Cluster 1:  Este agrupamiento, con 18 cepas,  estuvo relacionado con un brote ocurrido entre 

personas que vivían (o trabajaban) en una institución cerrada de la provincia de 

Villa Clara. Once de estas cepas (61%) fueron resistentes a S y a S-R. Diez de las 

18 cepas fueron aisladas de personas que vivieron en dicha institución. Las 

restantes seis cepas (incluyendo tres resistentes a estreptomicina) fueron aisladas 

de pacientes que no tuvieron relación epidemiológica aparente con el resto de los 

casos.  
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Cluster 2:  Este fue el segundo cluster más grande y contuvo a 10 cepas aisladas de hombres 

jóvenes (24 años, como promedio), seis de los diez vivían en una institución 

cerrada de la provincia de Camagüey. Las restantes cuatro cepas fueron aisladas 

de pacientes no relacionados con dicha instalación.  

 

Cluster 3:  Este agrupamiento estuvo integrado por siete cepas aisladas de personas, entre las 

cuales no se pudo encontrar ninguna relación epidemiológica (figura 3). 

 

 
Figura 3 – Mapa de Cuba mostrando las provincias en donde se encontraron los casos de 
los tres agrupamientos más grandes. 

 

4.1.6. Ocurrencia de cepas con el “genotipo Beijing” en Cuba. 

 

La tipificación por RFLP-IS6110 brindó la posibilidad de investigar la estructura de la 

población de las familias de los genotipos de M. tuberculosis aislados en un área dada. En 

Cuba se observó un elevado polimorfismo entre los patrones de restricción,  lo que refleja la 

influencia de casos de tuberculosis entre poblaciones de descendientes de antiguos 

inmigrantes. La comparación de los patrones de RFLP-IS6110 de las 160 cepas cubanas con 

la Base de Datos Internacional de Patrones de restricción (con más de 7 000 patrones de 

RFLP de cepas aisladas en diversas áreas geográficas de todos los continentes) mostró que 

23 cepas (14%) tenían más del 80 % de similitud con la familia del “genotipo Beijing” 

descrita anteriormente (van Soolingen et al., 1995). Esta familia de cepas es una de las más 

predominantes en una gran parte de Asia, pero también se ha encontrado en diversas áreas 

geográficas de otros continentes (Bifani et al., 2002; Burgos y Pym, 2002; Glynn et al., 2002; 
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van Soolingen et al., 2001). Por ejemplo, en varias áreas de China se ha encontrado este 

patrón genético en el 92% de las cepas estudiadas (Qian et al., 1999; Park et al., 2000; van 

Soolingen et al., 1995). Sin embargo, en otros lugares asiáticos como: Corea, Hong Kong, 

Indonesia, Malasia, Tailandia y Vietnam este genotipo se ha encontrado entre el 24 y el 72% 

de las cepas estudiadas (Anh et al., 2000; Chan et al., 2001; Dale et al., 1999; 

Palittapongarnpim et al., 1997; Prodinger et al., 2001; van Crevel et al., 2001). En otras 

regiones del mundo el hallazgo de este “genotipo Beijing” ha sido menor,  reportándose 

frecuencias de aparición entre 1-10% en Latinoamérica (Laserson et al., 2000; Sola et al., 

1999), de 3-29% en Europa (Caminero et al., 2001; Krunner et al., 2001; Niemann et al., 

1997; van Soolingen et al., 1995) y de 0.02-27% en Estados Unidos (Agerton et al., 1999; 

Barnes et al., 1997; Bifani et al., 1996; 1999; Soini et al., 2000; Yang et al., 1998). 

 

En nuestro estudio, las cepas del cluster mayor (Cluster 1) fueron también del tipo “Beijing”. 

Este agrupamiento estuvo relacionado con el brote ocurrido en una institución cerrada de 

Villa Clara, como ya se dijo anteriormente, donde 11 de las 18 cepas analizadas eran 

resistentes a una o más drogas.  Coincidentemente, la llamada cepa Ẅ¨, encontrada en 

muchos casos con resistencia a múltiples drogas en Nueva York, también muestra el 

genotipo Beijing (Bifani et al., 1996; 2002). Se conoce que la inmigración china a Cuba 

comenzó en la segunda mitad del siglo XIX y en unas décadas después arribaron a nuestras 

tierras cientos de miles de personas de esa región.  Esto pudiera quizás explicar la presencia 

en nuestro país de cepas con el genotipo Beijing. 

 

4.2. Estudio molecular de transmisión de la tuberculosis en Ciudad de La Habana. 

 

4.2.1. Número de copias del elemento de inserción IS6110. 

 

El número de copias de IS6110 entre las 51 cepas estudiadas estuvo entre 6 y 20 con un 

promedio de 10 (± 4) (Fig. 4). Este elevado número de copias en cepas aisladas en Cuba fue 

anteriormente descrito en el sub-acápite anterior. En este caso no se encontró ninguna cepa 

con menos de seis copias de este elemento repetitivo y esto nos permitió diferenciar la 

totalidad de los aislamientos sin el empleo de marcadores genéticos adicionales. 
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A 

 
       B 

 
 

Figura 4- Patrones de RFLP-IS6110 de 23 cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas 
de diferentes áreas de Ciudad de La Habana.  
 

 

A: línea 1, representa la cepa de referencia M. tuberculosis Mt 14323 (en ambos paneles), líneas 2-
12, pacientes 6 (cluster 3), 24, 26, 14 (cluster 5), 32, 34, 15 (cluster 5), 7 (cluster 3), 12 (cluster 4), 8 
(cluster 3) y 36.  
B: líneas 2-13, pacientes 38, 39, 23 (cluster 7), 40, 42, 43, (cluster 5), 10 (cluster 3), 44, 11 (cluster 
3), 45 y 18 (cluster 5). 
Los números de la izquierda indican la talla de los fragmentos de restricción de la cepa de referencia 
en pares de kilobases (Kb). 
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El hecho de que ninguna cepa tuviera menos de seis copias de IS6110, confirmó el elevado 

porcentaje de cepas aisladas en Cuba que tienen más de cinco copias, como se describió 

previamente (sub-acápite 4.1). Hasta el momento de este estudio, se habían tipificado en 

Cuba por RFLP-IS6110 359 cepas de M. tuberculosis, y sólo 15 de ellas (4,1%) habían 

mostrado menos de seis copias de este elemento IS en su genoma (Datos del LNRITBM, 

2001). Además, el análisis del número de copias de IS6110 en cepas aisladas en Ciudad de 

La Habana refuerza aún más esta observación, ya que sólo se había encontrado una cepa 

(0.8%), de 128 estudiadas, con un bajo número de copias. El alto porcentaje de cepas 

conteniendo un elevado número de copias de IS6110 en Ciudad de La Habana es mayor que 

el reportado en otros estudios para cepas de origen norteamericano y europeo como en: San 

Francisco (Small et al., 1994), Nueva York (Alland et al., 1994), París (Gutiérrez et al., 

1998), Zaragoza (Samper et al., 1998) y Londres (Maguire et al., 2002). Además, es 

muchísimo más alto que lo encontrado en la India, Etiopía, Vietnam, Madagascar, Tailandia 

y Malasia, donde es más frecuente encontrar cepas con pocos IS6110 en su cromosoma (Dale 

et al., 1999; Das et al., 1993; Hermans et al., 1995; Palittapongarnpim et al., 1997; Rasolofo-

Razanamparany et al., 2001; Yuen et al., 1993).  

 

Nuestros hallazgos también refuerzan la hipótesis planteada por otros investigadores (Samper 

et al., 1998; van Soolingen et al., 1995; Yang et al., 1995) de que ciertos genotipos de M. 

tuberculosis se pueden asociar con mayor frecuencia a una determinada área geográfica.  

 

4.2.2. Agrupamientos sobre la base del RFLP-IS6110. 

  

Entre las 51 cepas estudiadas se observaron 35 patrones de RFLP diferentes, siete de estos 

fueron compartidos por dos o más cepas y se observaron en 23 de ellas (cepas relacionadas). 

Estas cepas agrupadas abarcaron el 45% del total analizado y formaron siete clusters (de dos 

a seis pacientes cada uno) (Tabla 2). Los restantes 28 patrones se encontraron en cepas 

únicas. En la Figura 4 se observan algunos de los patrones genéticos encontrados en este 

estudio. 



Resultados y Discusión 

 

61 
 

Tabla 2- Principales características de las cepas de Ciudad de La Habana del estudio. 
No Cepa  Lugar de Procedencia Fecha de Diagnóstico Patrón de RFLP a 

1 Guanabacoa 97/10/30  1 

2 Playa 98/01/16  1 

3 Institución B 97/11/28  2 

4 Institución B 98/01/07  2 

5 Institución B 98/03/10  2 

6 Centro Habana b 97/10/03  3 

7 Institución A  98/01/16  3 

8 Institución A  97/10/08  3 

9 Institución A  98/02/18  3 

10 Institución A  98/01/15  3 

11 Institución A  97/11/28  3 

12 Institución A  97/09/19  4 

13 Institución A  97/10/17  4 

14 Cerro 97/09/10  5 

15 Institución A  97/12/10  5 

16 A. Naranjo b 97/12/04  5 

17 Institución A  98/02/20  5 

18 Centro Habana 98/03/19  5 

19 Centro Habana 97/12/10  6 

20 Centro Habana 97/11/15  6 

21 Institución A c 97/12/12  7 

22 Centro Habana c 98/01/16  7 

23 San M. del Padrón 98/01/08  7 

24 Diez de Octubre 97/10/03  Unico 

25 Playa 97/11/13  Unico 

26 Marianao 97/11/14  Unico 

27 Arroyo Naranjo  97/09/23  Unico 

28 Habana Vieja 97/10/21  Unico 

29 Institución A  97/10/08  Unico 

30 Playa 97/11/26  Unico 

31 Guanabacoa 97/12/02  Unico 

32 Guanabacoa 97/10/28  Unico 

33 San M. del Padrón 97/11/11  Unico 

34 Habana del Este 97/09/01  Unico 

35 San M. del Padrón 97/10/14  Unico 

36 Institución A  97/11/08  Unico 

37 Arroyo Naranjo  97/09/25  Unico 

38 Habana del Este 97/12/17  Unico 

39 Guanabacoa 98/01/07  Unico 

40 Guanabacoa 98/01/27  Unico 

41 San M. del Padrón 97/12/19  Unico 

42 Institución A  98/03/20  Unico 

43 Cotorro 98/03/15  Unico 

44 Arroyo Naranjo  98/02/11  Unico 

45 Centro Habana 98/03/19  Unico 

46 Habana Vieja 97/12/10  Unico 

47 Habana Vieja 97/12/15  Unico 

48 Habana del Este 98/03/15  Unico 

49 Diez de Octubre 98/03/10  Unico 

50 Cerro 98/02/26  Unico 

51 Marianao 98/02/24  Unico 

a: Patrón de RFLP-IS6110 de cada cepa. Los números representan los clusters, b:  Cepa de paciente que residió anteriormente en la Institución A.  
c: Cepa de paciente que residió anteriormente en la provincia de Villa Clara. 
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Al inicio de nuestra investigación pensamos encontrar un alto porcentaje de agrupamiento 

entre las cepas de Ciudad de La Habana debido a la alta densidad de la población en esta 

provincia (3 021 personas/ Km2) (Anuario Demográfico de Cuba, 1997), al hacinamiento 

en algunas áreas de la ciudad y al deterioro del Programa Provincial de Control de la 

tuberculosis en los años anteriores (que motivó un incremento del 300% de la incidencia en 

esta región). A diferencia de otros países como: Estados Unidos, Holanda, Francia y 

Dinamarca (Alland et al., 1994; Borgdorff et al., 1998; 2000; Gutiérrez et al., 1998; Small 

et al., 1994; Yang et al., 1995) en Cuba se reportan muy pocos casos “importados” de 

tuberculosis, y estos no se asocian con los agrupamientos (Datos del LNRITBM, 2001).  

 

El hecho de que el 45% de las cepas de Ciudad de La Habana formara parte de los 

agrupamientos pudiera reflejar la existencia de transmisión reciente en esta provincia. Este 

porcentaje de agrupamiento es compatible con los resultados del estudio anterior (donde se 

encontró un 48% de agrupamiento) con cepas aisladas en diferentes provincias de Cuba. 

Sin embargo, en este trabajo tipificamos tres veces menos cepas que en el estudio discutido 

en el epígrafe anterior (4.1).  

 

En otros estudios genético-poblacionales en áreas urbanas de países desarrollados (con baja 

o media incidencia de tuberculosis) como en: San Francisco (Small et al., 1994), Nueva 

York (Alland et al., 1994), París (Gutiérrez et al., 1998), Sevilla (Safi et al., 1997) y 

Amsterdam (van Deutekom et al., 1997), el porcentaje de cepas en agrupamiento fue de 

35% a 47%.  

 

Por otra parte, en países de alta incidencia en donde se esperaba una elevada proporción de 

cepas en conglomerados y una menor cuantía de cepas con RFLP únicos, los resultados han 

sido muy contradictorios y se han reportado porcentajes de agrupamiento entre 14-41% 

(Chevrel-Dellagi et al., 1993; Dale et al., 1999; Godfrey-Fausett et al., 1992; Gómez-Marín 

et al., 1995; Hermans et al., 1995; Yuen et al., 1993). Estos hallazgos fueron inesperados ya 

que los valores de agrupamiento en algunos casos son comparables o más bajos que los 

encontrados en países de baja incidencia de tuberculosis. Sin embargo, la mayoría de estos 
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estudios no reportaron la incidencia y en muchos casos es difícil conocer el porcentaje de 

las muestras que fueron analizadas con relación a las disponibles en la comunidad. Esto es 

sumamente importante porque el número de aislamientos “muestreados” en un estudio 

puede ser muy pequeño en proporción al número total de aislamientos circulantes 

(contribuyendo a la transmisión) en el área y entonces el valor encontrado puede ser 

groseramente subestimado (Burgos y Pym, 2002; Glynn et al., 1999; Murray, 2002). 

 

En nuestro estudio el valor real del agrupamiento encontrado (45%) debe estar subestimado 

ya que sólo se analizó el 55% del total de cultivo positivos en Ciudad de La Habana durante 

un período de 6 meses. Este podría haber sido más alto, si el período de estudio se hubiera 

extendido a 3-5 años y se hubiera incluido la mayoría de las cepas aisladas en ese periodo, 

como han planteado varios autores (Burgos y Pim, 2002; Glynn et al., 1999; Murray, 2002; 

Vynnycky et al.,2001; Yang, 2003). 
 

Por ejemplo, en Holanda se realiza un estudio de epidemiología molecular poblacional 

desde 1993 hasta la fecha. En este trabajo, el porcentaje de agrupamiento se incrementó de 

forma proporcional con el tiempo de estudio hasta llegar a los dos años. De aquí en 

adelante se alcanzó una meseta en la cual el porcentaje de agrupamiento quedó casi 

inalterado con respecto al tiempo (Glynn et al., 1999; van Soolingen et al., 1999). 
 

En cambio, el porcentaje de agrupamiento encontrado en Ciudad de La Habana también 

podría estar sobrestimado ya que más del 50% de las cepas agrupadas estuvieron 

directamente relacionadas con dos instituciones cerradas. Esta correlación en Cuba entre el 

agrupamiento y dichas instalaciones fue mencionada anteriormente en el sub-acápite 

anterior (4.1), e indica que el porcentaje total de cepas en cluster en la comunidad está 

siendo afectado por cepas directamente relacionadas con brotes institucionales.  
 

4.2.3. Investigación de los agrupamientos.  
 

Cluster 1- Estuvo conformado por dos cepas. Las cepas 1 y 2 fueron aisladas de pacientes 

los cuales vivían en lugares distantes y ninguna conexión entre ellos pudo establecerse. 
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Cluster 2-  Las cepas 3 y 5 estuvieron relacionadas con un brote grande ocurrido en un 

hospital psiquiátrico (Institución B) que será discutido en el sub-acápite 4.4. En este estudio 

se encontró una nueva cepa (cepa 4) aislada de una enfermera del hospital, que trabajaba en 

una de las salas involucradas en el brote durante ese periodo. 

 

Clusters 3, 4 y 5 – Trece cepas (cepas 6-18) conformaron estos agrupamientos 

representando el 56% de las cepas relacionadas. Diez de ellas se asociaron a un brote 

ocurrido en otra institución cerrada (Institución A). 

 

Inicialmente, las investigaciones de los contactos habían establecido que 15 de los 

pacientes analizados en este estudio vivían o habían vivido en esta Institución A. Aquí 

parecía que todos los casos habían estado relacionados con un brote de tuberculosis que se 

había desarrollado en la Unidad 3 de dicha instalación. Sin embargo, los resultados del 

RFLP-IS6110 definieron siete patrones en este grupo de 15 cepas. 

 

El primer patrón (siete bandas) se observó en seis cepas, que formaron el cluster 3, de ellas 

cinco (incluyendo las cepas 9 y 10) fueron aisladas de pacientes que residieron en la misma 

Unidad (Unidad 3) por algunos meses y estos pacientes visitaban frecuentemente áreas 

comunes lo que les debe haber dado la posibilidad de ponerse en contacto. La otra cepa 

(No. 6) fue aislada de un paciente que a pesar de haber vivido en este lugar tres años atrás 

no se pudo encontrar ninguna relación epidemiológica directa con los anteriores casos.  

 

Otras dos cepas, con el segundo patrón (12 copias de IS6110), se agruparon en el cluster 4. 

Las cepas 12 y 13 fueron aisladas de casos que vivieron en la misma habitación en la 

Unidad 1 por algunos meses hasta que fueron movidos a la Unidad 3 donde permanecieron 

muy poco tiempo antes del diagnóstico. 

 

Otras cinco cepas tuvieron un patrón de RFLP de nueve bandas y conformaron el cluster 5. 

Los pacientes a los cuales se les aislaron las cepas 15 y 17 vivieron en la misma institución 

cerrada que el resto, pero ellos no pudieron ser conectados a los otros pacientes agrupados. 
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La cepa 16, cuyo paciente había permanecido en la institución hasta hace unos pocos años 

atrás, fue incluida también en este grupo; aunque no se pudo demostrar la conexión de este 

paciente con el resto. La cepa 18 fue obtenida del esputo de un paciente que vivía en un 

municipio distante de la institución y la única relación posible con los otros casos fue que 

vivió un tiempo en el mismo barrio del paciente de la cepa 15. La última cepa (cepa 14) de 

este cluster (5) fue aislada de un paciente sin relación epidemiológica aparente con el resto. 

 

Los otros cuatro patrones se observaron en la cepa agrupada No. 21 (cluster 7) y las cepas 

no agrupadas 29, 35 y 41. 

 

Cluster 6- Las cepas 19 y 20 formaron este agrupamiento. Los pacientes a los cuales se les 

aislaron estas cepas vivían en el mismo barrio y participaban en actividades sociales 

comunes.  

 

Cluster 7- Las cepas 21, 22 y 23 mostraron un patrón de RFLP muy peculiar (familia 

genotipo Beijing), que ya fue mencionado en la sección 4.1 sobre la existencia en Cuba, y 

por van Soolingen et al. (1995) en cepas de otras regiones del mundo. Este patrón fue 

encontrado anteriormente en 18 cepas relacionadas con un brote ocurrido en una institución 

cerrada de la provincia de Villa Clara. Los pacientes de las cepas 21 y 22 habían residido 

anteriormente en esta provincia y uno de ellos estuvo también viviendo un tiempo en la 

mencionada institución. La cepa 23 tuvo el mismo patrón, pero el paciente del cual se 

obtuvo esta cepa no pudo ser relacionado con el resto de los casos. 

 

El hecho de que más del 50% de las cepas agrupadas (y el 25% del total de los aislamientos 

analizados) estuvieran relacionados con brotes ocurridos en una sola institución (Institución 

A) refleja la situación de la tuberculosis en este lugar en el período analizado. Esta 

instalación debe ser continuamente monitoreada en el futuro para evitar así próximos brotes 

de tuberculosis en este lugar y la posible diseminación de estas cepas de  M. tuberculosis a 

la comunidad. 
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4.2.4. Comparación de los patrones de RFLP-IS6110 de Ciudad de La Habana con la 

colección de patrones de restricción de Cuba. 
 

Se compararon los 51 patrones de cepas de Ciudad de La Habana con una colección de 

patrones genéticos de diferentes provincias del país y archivados en el LNRITBM-IPK. 

Trece cepas del estudio compartieron tres patrones con las cepas de la colección.  
 

Un patrón de 9 bandas (cluster 2) encontrado en este estudio en tres cepas, había sido 

observado anteriormente en cepas aisladas durante un brote ocurrido en la institución B 

(ver sección 4.4). Este patrón fue idéntico al registrado para cuatro cepas aisladas en 1994-

1995 en tres provincias: Holguín, La Habana y Las Tunas, pero no se encontró relación 

epidemiológica entre los pacientes a los cuales se les aislaron estas cepas.  
 

El segundo patrón (7 copias), que fue representativo del cluster 3 (relacionado con la 

Institución A), fue encontrado también en siete cepas de la colección nacional. Dos cepas 

de estas fueron aisladas en Ciudad de La Habana en 1994-1995. Otra cepa con este patrón 

fue hallada en un paciente anteriormente diagnosticado en una instalación similar a la 

Institución A y que había mantenido contacto anterior con personas de esta Institución. No 

se encontraron otros nexos epidemiológicos entre estos pacientes. 
 

El último patrón de RFLP-IS6110 fue encontrado entre cuatro aislamientos de nuestro 

estudio (cluster 5) y tres cepas procedentes de las provincias La Habana y Ciudad de La 

Habana de 1994-1995; pero no se halló conexión epidemiológica para transmisión 

potencial entre los pacientes involucrados. 
 

En general, se encontraron pocas similitudes entre las cepas del estudio y la base de datos 

nacional de patrones de RFLP-IS6110. Tales comparaciones podrían ser muy útiles en el 

futuro para ayudar a identificar posibles vías de transmisión en instituciones cerradas o en 

la comunidad. Recientemente, investigadores europeos han demostrado la utilidad de una 

Base de Datos Internacional (localizada en el Instituto Nacional de Salud Pública y el 

Ambiente (RIVM) de Holanda) para descubrir transmisión de la tuberculosis a través de las 

fronteras (Kiers et al., 1997; Samper et al., 1997). 
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De este estudio se puede concluir que, a pesar de tener dos limitaciones fundamentales, 

como son: el corto periodo de estudio (seis meses)  y pocas cepas analizadas (la mitad de 

las posibles), se agrupó un número importante de cepas sugiriendo que la transmisión 

reciente de la enfermedad debió haber ocurrido con intensidad apreciable en el periodo 

estudiado. Las instituciones cerradas de la capital del país, especialmente la institución A, 

deben haber contribuido al incremento de la tuberculosis en Ciudad de La Habana en los 

años 90. 

 

4.3.  Estudio molecular de transmisión de tuberculosis entre personas seronegativas y 

seropositivas al VIH. 
 

La transmisión de la tuberculosis es un riesgo bien reconocido tanto para pacientes 

ingresados en instituciones de salud como para el personal médico y paramédico de estos 

lugares, y es particularmente importante entre personas infectadas por el VIH (Beck-Sagué 

et al., 1992; Coronado et al., 1993, Hennessey et al., 2000). La tuberculosis en estas 

personas puede resultar de nuevas infecciones adquiridas a través del curso de la infección 

con el VIH o por reactivación de una infección latente (Beck-Sagué et al., 1992; Daley et 

al., 1992; Portugal et al., 1999). Sin embargo, el periodo de incubación es generalmente 

mucho más corto en personas VIH positivas que en individuos no infectados por este virus 

(Beck-Sagué et al., 1992; Coronado et al., 1993; Daley et al., 1992; Portugal et al., 1999). 

 

En este trabajo empleamos el RFLP-IS6110 para determinar los patrones genéticos de las 

cepas de M. tuberculosis aisladas durante un brote nosocomial entre individuos infectados 

por el VIH y VIH negativos y auxiliar a la investigación epidemiológica a conformar la 

cadena de transmisión más probable. 
 

4.3.1. Procedencia de los casos estudiados y resultados bacteriológicos.  

De los 25 casos con tuberculosis, 18 procedían del sanatorio de Santiago de las Vegas 

(SSV), dos del Sanatorio de Matanzas (SMZ), dos casos del Sanatorio de Villa Clara (SVC),  

y uno de los Sanatorios de Sancti Spiritus (SSS), Ho lguín (SHL) y La Habana (SNA), 

respectivamente  (Tabla 3).  
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Tabla 3- Principales características de los pacientes y de las cepas de Mycobacterium 

tuberculosis aisladas durante el primer brote reportado en Cuba de tuberculosis entre 

personas VIH positivas y VIH negativas. 
 

Paciente Cepa 
Lugar  

de Origen  
Fecha de 

Diagnóstico 
Tipo de Muestra 

Examen 
Directo (Cod.) 

Serología 
al VIH 

Patrón de 
RFLP-IS6110 

I 1 SSV 20/07/93 Esputo 8 + 1 

II 2 SSV 22/07/93 Esputo 0 + 1 

III 3 SSV 06/09/93 Esputo 0 + 1 

IV 4 SSV 16/09/93 L. Cefalorraquídeo - + 2 

V 5 SMZ 10/11/93 Esputo 9 + 1 

VI 6 SSV 16/11/93 Esputo 0 _ 1 

VII 7 SSV 16/11/93 Esputo 8 + 1 

VIII 8 SSV 16/11/93 Esputo 0 + 1 

IX 9 SSV 23/11/93 Esputo 9 + 1 

X 10 SSV 25/11/93 Esputo 0 + 1 

XI 11 SSV 25/11/93 Esputo 0 + 1 

XII 12 SVC 26/11/93 Esputo 9 + 1 

XIII 13 SSV 30/11/93 Esputo 0 + 1 

XIV 14 SSS 02/12/93 Esputo 0 + 1 

XV 15 SMZ 02/12/93 Esputo 0 + 1 

XVI 16 SSV 02/12/93 Esputo 0 + 1 

XVII 17 SSV 02/12/93 Esputo 0 + 1 

XVIII 18 SSV 02/12/93 Esputo 0 + 1 

XIX 19 SSV 12/01/94 Esputo 0 + 1 

XX 20 SVC 19/01/94 Esputo 9 + 1 

XXI 21 SSV 03/02/94 Esputo 0 _ 1 

XXII 22 SHL 03/02/94 Esputo 9 + 1 
XXIII 23  SNA 22/03/94 Esputo 6 + 3 

XXIV 24 SSV 19/08/94 Esputo 6 + 1 

XXV 25 SSV 01/06/95 Esputo 8 _ 1 
 

SSV: Sanatorio de Santiago de Las Vegas    SVC: Sanatorio de Villa Clara          SHL: Sanatorio de Holguín 
SMZ: Sanatorio de Matanzas     SSS: Sanatorio de Sancti Spiritus      SNA: Sanatorio Nazareno 
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Los pacientes del estudio se separaron en dos grandes grupos para su mejor análisis: uno de 

18 casos, en donde se encontraban los residentes (seropositivos al VIH) y personal médico 

(VIH negativos) del SSV y otro grupo con siete personas VIH positivas que residían en 

otras provincias. 

 

Todos los casos tuvieron tuberculosis pulmonar excepto el paciente IV que sufrió una 

tuberculosis meníngea.  

 

Sólo una de las 25 cepas de M. tuberculosis aisladas de los pacientes involucrados en este 

brote fue resistente a alguna droga antibacilar (a isoniacida), el resto fue susceptible.  

 

4.3.2. Análisis por RFLP-IS6110. 

 

Se observaron tres patrones diferentes de RFLP-IS6110 entre las 25 cepas de M. 

tuberculosis analizadas (Fig. 5, Tabla 3).  
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         1    2    3     4    5     6    7     8     9   10  11   12  13   14   15  16   17   18  19   20   21  22 
 

Figura 5 – Patrones de RFLP-IS6110 de 20 cepas de Mycobacterium tuberculosis 
aisladas durante un  brote de  tuberculosis entre pacientes seropositivos al VIH.  
 

Líneas 1 y 22 contienen ADN de las cepas de referencias M. bovis BCG P3 y M. tuberculosis 
Mt14323, respectivamente. Línea 2, ADN de una cepa aislada de una enfermera del SSV (VIH-
negativa). Línea 3, cepa del primer paciente infectado por el VIH diagnosticado bacteriológicamente 
con una tuberculosis (ganglionar), pero no relacionado al brote. Línea 4, cepa aislada de un  paciente 
infectado por el VIH con una tuberculosis meníngea. Línea 5, representa el ADN de la cepa aislada 
del caso índice del brote. Líneas 6-20, ADN de cepas de pacientes con infección por VIH. Línea 21, 
representa una cepa resistente a isoniacida aislada de un  paciente VIH-positivo.  
 

Los números de la derecha indican el tamaño de los fragmentos de restricción de la cepa de 
referencia M. tuberculosis Mt14323 (en Kilobases). 
 

De las 25 cepas estudiadas, 23 mostraron un perfil de restricción de siete bandas (patrón 1). 

Entre los 23 casos a quienes se le aislaron estas cepas, estaban 17 personas del SSV (14 

VIH+ y tres VIH-), dos pacientes del sanatorio de Matanzas, dos casos de Villa Clara y uno 

de Sancti Spiritus y Holguín, respectivamente.  

 

Otra cepa aislada de un caso VIH positivo con tuberculosis meníngea (cepa 4) tuvo un 

patrón de RFLP con 10 copias de IS6110 (patrón 2).  
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El patrón restante, patrón 3 (5 bandas), fue visto en una cepa resistente a isoniacida aislada 

de un individuo VIH+ (cepa 23) recluído en una institución cerrada diferente del resto de 

los casos (SNA) y que al parecer nunca estuvo en contacto con los pacientes del brote. 

 

En resumen, creemos que varios factores deben haber facilitado la transmisión de esta cepa 

de M. tuberculosis en el SSV y el HIPK:  

1- El retardo en el diagnóstico, el tratamiento y el aislamiento efectivo del caso índice y de 

los primeros casos secundarios de este brote.  

2- El frecuente movimiento de las personas VIH positivas en el SSV que posibilitó una 

mayor diseminación de la cepa.   

3- El elevado riesgo de infección por tuberculosis y de desarrollar la enfermedad que tiene 

los individuos inmunocomprometidos. 

 

Este estudio confirmó una vez más las observaciones previas de otros autores de que el 

RFLP-IS6110 es una herramienta molecular poderosa en investigaciones de brotes 

institucionales de tuberculosis, especialmente en clínicas, residencias u hospitales para 

personas VIH positivas (Beck-Sagué et al., 1992; Coronado et al., 1993; Bergmire-Sweat et 

al., 1996; Valway et al., 1994a; 1994b).  

 

Los resultados del RFLP-IS6110 nos ayudaron a identificar el posible caso primario  

(paciente I) y a proponer la posible ruta de transmisión. 

 

4.4.  Estudio molecular de transmisión de tuberculosis en el Hospital Psiquiátrico de 

La Habana. 

 

Evidencias epidemiológicas y microbiológicas sugirieron al inicio una transmisión 

nosocomial de M. tuberculosis en el Hospital Psiquiátrico de La Habana (HPH). Se empleó 

en este estudio el RFLP-IS6110 como herramienta complementaria en las investigaciones 

epidemiológicas.
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4.4.1. Datos clínico-epidemiológicos y resultados bacteriológicos. 
 

De 1990 a 1994 el número de casos de tuberculosis en el HPH fue de alrededor de uno por 

año. Sin embargo, a partir de 1995 estos se incrementaron a tres en ese año y seis en 1996. 

De enero de 1997 a marzo de 1998 ocurrieron otros seis casos. En total, 14 pacientes 

(hombres) con enfermedades mentales crónicas y una enfermera fueron diagnosticados en 

el periodo de marzo de 1995 a marzo de 1998. Todos los casos presentaron tuberculosis 

pulmonar y fueron VIH-. Trece casos fueron diagnosticados por baciloscopía y dos por 

cultivo (Tabla 4). Todas las cepas fueron susceptibles a las drogas antibacilares, como es 

frecuente en nuestro país y ha sido ampliamente reportado (Espinal et al., 2001; de Kantor 

y Ritacco, 1994; Pablos-Mendez et al., 1998). 
 

Tabla 4 – Principales características de los pacientes y de las cepas aisladas 
durante un brote de tuberculosis en el Hospital Psiquiátrico de La Habana. 
 

Paciente Cepa 
Fecha de 

Diagnóstico 
Baciloscopía 
(Codificación) 

 

Sala del 
paciente 

 

Patrón 
Genético 

I 1 28 Marzo 95 9 G 1 

II 2 8 Septiembre 95 6 C 2 

3    22 Septiembre 95   7 1 
III 

(3a) #    15 Noviembre 96 *    9 @ 
K 

1 

IV 4 12 Marzo 96 9 A 1 

V 5 2 Abril 96 6 G 1 

VI 6 25 Abril 96 9 E 3 

VII 7 7 Mayo 96 9 G 1 

VIII 8 14 Mayo 96 9 H 1 

IX 9 27 Diciembre 96 6 G 4 

X 10 16 Mayo 97 0 K 1 

XI 11 10 Junio 97 8 G 1 

XII 12 11 Septiembre 97 0 I 1 

XIII 13 28 Noviembre 97 9 B 1 

  XIV † 14  7 Enero 98 9 G 1 

XV 15 10 Marzo 98 9 F 1 
      # Otra cepa del paciente    * Recaída.    
     @ Codificación de muestra en recaída.      † Enfermera del HPH.    
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El paciente III tuvo una recaída de la enfermedad (reactivación endógena) un año después 

de su diagnóstico inicial y como era esperado, las dos cepas aisladas (cepas 3 y 3a) 

mostraron el mismo patrón de RFLP-IS6110 (Tabla 4). 
 

Trece de los 15 pacientes se encontraban dispersados en 10 de las 14 salas (Salas A-I) de la 

Unidad 2, incluyendo seis que residían en una sola sala (Sala G). También había dos casos 

que estaban en salas de acceso limitado (Salas C y F). Otros dos casos estaban alojados en 

una pequeña granja (Sala K) de la Unidad 3 (ver Tabla 4).  

  

Los resultados de la investigación epidemiológica convencional revelaron que existió un 

contacto efectivo entre 11 de los 15 casos de tuberculosis. Estos once pertenecían a la 

Unidad 2 y compartieron diversas actividades comunes, como son: alimentación, trabajos 

manuales y artesanales, práctica de deportes, y otras actividades. Los restantes 4 casos (2 

pacientes de las salas de acceso limitado C y F y otros 2 de la sala K) no tuvieron contacto 

con el resto. 
 

4.4.2. Análisis por RFLP-IS6110. 

  

El análisis por RFLP-IS6110 se les realizó a las 15 cepas del estudio obteniéndose cuatro 

patrones de restricción diferentes (Fig. 6 y Tabla 4). 

 

El primer patrón, con nueve copias de IS6110, se observó en 12 cepas de las 15 analizadas 

(Figura 6, Tabla 4). Esto nos sugiere que debió haber ocurrido una transmisión de la cepa 

del posiblemente caso primario (paciente I) al resto de los 11 pacientes con cepas de 

idéntico patrón de RFLP (ver propuesta de cadena de transmisión en anexo). 
 

Los otros tres patrones estuvieron relacionados con tres cepas únicas. Las cepas 6 y 9, 

aisladas de pacientes que vivían en las salas E y G, respectivamente, exhibieron patrones 

diferentes y como ambos casos eran menores de 45 años, se supuso que ellos habían 

desarrollado la tuberculosis a partir de otras fuentes de infección diferentes a las del brote 

(quizás provenientes de afuera del hospital). 
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Figura 6- Patrones de RFLP-IS6110 de 14 cepas de Mycobacterium tuberculosis 
aisladas durante un brote de tuberculosis en el Hospital Psiquiátrico de La Habana.  
  

Línea 1y 16, contienen el ADN de la cepa de referencia de M. tuberculosis, Mt 14323. Línea 2, 
representa la cepa aislada del paciente IX (Sala G). Línea 3, muestra el patrón de restricción del 
caso índice (paciente I). Línea 4, representa el ADN del paciente VI de la sala E. Línea 5, cepa del 
paciente II que residió en un área de acceso restringido (Sala C). Líneas 6 – 15, Muestran los 
patrones genómicos de los pacientes III-V, VII, VIII, X-XIII y XV (de las Salas K, A, G, G, H, K, 
G, I, B y F), respectivamente.  
 

Los números de la derecha indican el tamaño de los fragmentos de restricción de la cepa de 
referencia M. tuberculosis Mt14323 (en Kilobases). 
 

En los últimos años han aparecido varios reportes de brotes de tuberculosis ocurridos en 

instituciones cerradas en donde se emplean herramientas epidemiologicas convencionales y 

moleculares, fundamentalmente el RFLP-IS6110. En la mayoría de estos trabajos se ha 

demostrando que las malas condiciones existentes en muchos de estos lugares facilitan la 

diseminación de la tuberculosis y dificultan seriamente el control de esta enfermedad 

(Beck-Sagué et al., 1992; Chaves et al., 1997; Coronado et al., 1993; Bergmire-Sweat et al., 

1996; Valway et al., 1994a).  
 

Una especial importancia reviste la ocurrencia de brotes de tuberculosis en hospitales o 

clínicas de enfermos mentales, como el caso del HPH, ya que estás personas están menos 

capacitadas para alertar al personal médico de la ocurrencia de cambios significativos en su 

estado de salud (Bergmire-Sweat et al., 1996; Lemaitre et al., 1996). 
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En resumen, pensamos que tres factores deben haber facilitado la transmisión de la 

tuberculosis en el HPH:  

1- La coexistencia, por largos períodos, de los pacientes de la Unidad 2 en una 

determinada área de esta institución. 

2- El retardo en el diagnóstico, el tratamiento y el aislamiento del probable caso primario 

y de los casos secundarios. 

3-  La dificultad del personal médico para examinar, tomar muestras para el diagnóstico 

y tratar a estos pacientes con insuficiencia mental, severa en algunos casos. 
 

Este estudio confirmó una vez más que el RFLP-IS6110 es una herramienta poderosa en 

investigaciones de epidemiología molecular. Permitió simplificar el diagnóstico de este 

brote, identificar el posible caso primario (paciente I) y la posible vía de transmisión. 

También se demostró que los métodos convencionales de epidemiología no fueron 

suficientes para predecir las relaciones epidemiológicas entre los casos de tuberculosis 

incluso en una institución cerrada con patrones regulares aparentes de contactos entre los 

pacientes.  

 

4.5. Caracterización molecular de cepas de M. tuberculosis por RFLP-IS6110 y 

Spoligotyping. 
 

En la actualidad se considera al RFLP-IS6110 como la técnica de referencia para realizar 

estudios moleculares de caracterización de M. tuberculosis o en estudios epidemiológicos. 

Su habilidad para diferenciar cepas de esta especie ha sido ampliamente probada (Behr y 

Small, 1997; Braden et al., 1997c; Drobniewski y Pozniak, 1996; Dunlap, 2000; Hayward, 

1995; Onorato, 2000; Suffys et al., 1997). No obstante, esta metodología presenta algunas 

desventajas como son: que requiere de un abundante crecimiento del cultivo para la 

extracción del ADN (Otal et al., 1997; Suffys et al., 1997). Esto se dificulta en las 

micobacterias porque la mayoría de los integrantes de este género se caracterizan por 

poseer un ritmo lento de crecimiento; además, los pasos inherentes a este método requieren 

como mínimo tres días, debido a la laboriosidad de cada uno de ellos, lo que hace la técnica 

moderadamente cara (Suffys et al., 1997). Otra limitación importante es el hecho de que 
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existen cepas de M. tuberculosis, sobre todo en Etiopía y el Sudeste Asiático, que poseen 

pocas copias o ninguna del elemento IS6110 en su genoma (Hermans et al., 1995; van 

Soolingen y Hermans, 1995). Esto ha traído como consecuencia que dichas cepas no han 

podidos ser tipificadas por medio de la técnica RFLP-IS6110 y se ha hecho necesario 

recurrir a marcadores genéticos adicionales como: las secuencias PGRS y DR  (van 

Soolingen y Hermans, 1995). 

 

Motivado por estos inconvenientes diversos autores han diseñado más de una decena de 

métodos nuevos, basados en PCR, que tratan de suplir algunas de las desventajas del 

RFLP-IS6110 (ver sección 2.8 y anexo 2)  
  

En este trabajo se ana lizaron 157 cepas de M. tuberculosis aisladas en Cuba en el periodo 

1994-1995 por las técnicas de RFLP-IS6110 y Spoligotyping para evaluar el poder de 

discriminación de esta ultima técnica en estudios poblacionales. 
 

4.5.1. Resultados del RFLP-IS6110. 
 

Al realizar el análisis por RFLP-IS6110 se encontraron 102 patrones de restricción 

diferentes, de ellos había 83 únicos y 19 compartidos por 74 cepas (Fig. 7).   
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Figura 7- Comparación de los patrones de RFLP-IS6110 y Spoligotyping en cepas de 
Mycobacterium tuberculosis aisladas en Cuba entre 1994-1995.  
A- Alta diversidad de patrones de RFLP-IS6110 en 15 cepas con idéntico Spoligotipo.  
B- Ejemplo de correlación entre las dos técnicas moleculares en 5 cepas de M. tuberculosis.  
 

La mayoría de estos patrones (11 de 19) fue compartido por sólo dos cepas; aunque tres de 

los 19 patrones (patrones de los agrupamientos) fueron observados en 18, 10 y siete cepas, 

respectivamente.  
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4.5.2. Resultados del Spoligotyping. 

 

En el caso del Spoligotyping se observaron 47 Spoligotipos diferentes, de ellos 32 únicos y 

15 compartidos por 125 cepas (Fig. 7).   

 

En algunos casos, las cepas agrupadas por Spoligotyping tenían patrones de RFLP-IS6110 

idénticos o casi idénticos, como los Spoligotipos 2, 19 y 82 (ver Fig. 7). 

 

Sin embargo, también se observó que algunos patrones de Spoligotyping (patrones 1, 3, 14 

y 20) fueron vistos en un gran número de cepas (Tabla 5) con patrones de RFLP-IS6110 

diferentes, como se puede observar en Fig. 7. 

 

 Tabla 5 - Comparación entre los métodos de RFLP-IS6110 y Spoligotyping  

empleando 157 cepas de M. tuberculosis aisladas en Cuba entre 1994-1995. 

 

Método Promedio 
de bandas  

Patrones 
Obtenidos Unicos Compartidos 

o en Cluster 
Cepas  

Agrupadas  

Tamaño 
promedio 

de Clusters  

RFLP-IS6110 12 102 83 19 74 4 

Spoligotyping 28 47 32 15 125 8 

 

4.5.3. Comparación de los resultados entre el RFLP-IS6110 y el Spoligotyping. 

 

El poder de discriminación del Spoligotyping fue sensiblemente inferior al del RFLP-

IS6110, observándose una menor cantidad de patrones genéticos y mayor cantidad de cepas 

con un mismo patrón con esta primera técnica.  

 

Recientemente, otros autores han notado también el moderado poder resolutivo del 

Spoligotyping (Cronin et al., 2001; Doroudchi et al.; 2000, Kremer et al, 1999; Wobeser et 

al., 2000). 
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La mayoría de los agrupamientos establecidos por Spoligotyping (16 de 23) fueron 

subdividos por el RFLP-IS6110. Por el contrario, ninguno de los agrupamientos definidos 

por el RFLP-IS6110 fue subdividido sobre la base de los resultados del Spoligotyping. 

 

Empleando la técnica de Spoligotyping solamente en el análisis de la transmisión de 

persona a persona esta puede ser irrealizable ya que muchas cepas con idéntico patrón de 

Spoligotyping tuvieron varios patrones de RFLP con bajo grado de similitud.  

 

Nuestros resultados confirman las conclusiones tempranas de Goyal et al. (1997), de que el 

Spoligotyping puede ser usado como un método rápido para excluir relaciones 

epidemiológicas.  En caso de que se encuentren patrones diferentes las cepas ensayadas 

deberán tener también diferentes patrones de RFLP haciendo la tipificación adicional 

innecesaria. Por el contrario, si se observan idénticos Spoligotipos, entonces se hará 

necesario realizar la subtipificación por medio del RFLP- IS6110.  

 

A pesar de tener un menor poder de discriminación que el RFLP- IS6110, la técnica de 

Spoligotyping posee numerosas ventajas como son: rapidez, sencillez, fácil interpretación y 

expresión de sus resultados (Chan et al., 2001; Kamerbeek et al., 1997; Kremer et al., 1999; 

Sola et al., 2001). 

 

Otro de los atributos de esta metodología es que puede ser empleada en la detección y 

tipificación directa a partir de muestras clínicas, en casos donde se necesite una 

identificación molecular rápida de una determinada cepa (Kamerbeek et al., 1997). 
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5. CONCLUSIONES 

 

1- El elevado número de copias de IS6110 de las cepas aisladas en Cuba posibilitó la 

diferenciación, con la técnica de RFLP-IS6110, de la inmensa mayoría de los 

aislamientos estudiados sin el empleo de marcadores genéticos adicionales. 

 

2- Se reforzó la hipótesis planteada por otros autores sobre la asociación, con mayor 

frecuencia, de ciertos genotipos en determinadas regiones geográficas. 

 

3- El alto porcentaje de agrupamiento encontrado pudiera sugerir que el fenómeno de 

transmisión reciente influyó en la reemergencia de la tuberculosis en Cuba. 

 

4- Se encontró evidencia molecular,  por primera vez en Cuba, de transmisión de 

resistencia primaria a drogas antibacilares. 

 

5- El empleo del RFLP-IS6110 en el análisis de dos brotes nosocomiales ocurridos en 

instituciones de salud auxilió a los estudios de epidemiología convencional a 

proponer posibles vías de transmisión de la tuberculosis en estos lugares. 

 

6- La técnica de Spoligotyping no debe ser empleada en estudios genético-poblacionales 

que requieran de un elevado poder de discriminación de las cepas de M. tuberculosis. 
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6. RECOMENDACIONES 

 

1. Realizar estudios genético-poblacionales para conocer la magnitud de la transmisión 

reciente de la tuberculosis en Cuba en el periodo actual y determinar los factores de 

riesgo asociados a esta. 

 

2. Ensayar nuevas técnicas moleculares de caracterización de M. tuberculosis (como la 

tipificación con MIRU/VNTR) y evaluar su factibilidad en laboratorios con recursos 

limitados. 
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ANEXO 1 – Protocolos de trabajo 



 

 

TIPIFICACION  DE  M. TUBERCULOSIS POR  RFLP-IS6110 
(Adaptado del Protocolo de Van Soolingen et  al., RFLP typing of Mycobacteria. 2002) 

 
I-   Método de purificación de ADN de micobacterias. 

 

1- Inocular  la cepa  de interés  en  un  tubo  de  medio  Löwestein  Jensen utilizando un 
gabinete biológico de seguridad clase II GELAIRE BSB4A (Flow Laboratories, Inglaterra).  

 

2- Incubar los tubos a 37°C hasta crecimiento óptimo en una incubadora Memmert (Alemania).  
 

3- Transferir 1-2 asadas de masa bacteriana a un tubo limpio con 400 µl de solución TE. 
 

4- Calentar los tubos a 80°C por 30 min en un Recirculador Termostatado Multitemp II 
(Pharmacia, Suecia). Dejar enfriar a temperatura ambiente. 

 

5- Añadir 50 µl de Lisozima (10 mg/ml). Agitar en Vórtex Spinmix TM (Gallenkamp, 
Inglaterra) e incubar al menos 1 h  a 37°C en un baño termostatado Gallenkamp (Inglaterra).  

 

6- Adicionar 70 µl de SDS (10%) y 5 µl de Proteinasa  K. Vórtex e incubar 10 min a 65°C. 
 

7- Añadir 100 µl de NaCl 5M sin quitar las muestras de 65°C. Mezclar bien. 
 

8- Adicionar  100 µl  de la solución  CTAB/NaCl (incubada a 65°C). Vórtex  hasta que el  
líquido se ponga blanco "lechoso". Incubar 10 min a 65°C. 

 

9- Añadir  igual volumen de  cloroformo/alcohol isoamílico  (650 µl). VORTEX  por  20  seg.  
Centrifugar a 12000 rpm x 5 min a temperatura ambiente. 

 

10- Transferir cuidadosamente la fase acuosa (fase superior) a un tubo limpio.  
 

11- Precipitar el ADN con 0.6 volúmenes de Isopropanol (420  µl). Incubar 30 min a -20°C. 
 

12- Centrifugue a 12000 rpm x 15 min a temperatura ambiente en una microcentrífuga Sigma 
201 M. (Sigma, Alemania). 

 

13- Desechar el sobrenadante y adicionar 700 µl de Etanol al 70%.  
 

14- Centrifugue a 12000 rpm x 5 min a temperatura ambiente. 
 

15- Desechar  el  sobrenadante  y secar  el  precipitado (20 min en gabinete GELAIRE BSB4A).  
 

16- Resuspender  el  precipitado en 20 µl o más de solución TE (en dependencia del tamaño del 
precipitado). Guardar a 4°C hasta su uso. 

 

II- Determinación de la concentración del ADN purificado por espectrofotometría. 
 
1- Encender el espectrofotómetro 8625 (Philips, Inglaterra) y colocar la longitud de onda del 

equipo a 260 nm. 
 

2- Diluir las muestras 1/100 en H2O bidestilada (2 µl de ADN en 200 µl de solución). 
 

 



 

 

 
3- Ajustar el cero del equipo con el blanco (H2O bid.) y medir la absorbancia de todas las 

muestras. 
 

4- Utilizar la siguiente fórmula para  calcular la  concentración de ADN: 
 

Absorbancia de la muestra  X  dilución X 50 = Concentración de ADN (µg/ml) 
 

5- Emplear la siguiente fórmula para calcular la cantidad de  ADN necesaria para la digestión: 
 

                             4500/Concentración de ADN (µg/ml) = µl ADN 
 
III-  Digestión de ADN cromosomal con la enzima Pvu II. 

 

1- Digerir 4,5 µg de ADN de cada  muestra (según volumen calculado) con  10 unidades de la 
enzima Pvu II en un volumen final de 20 µl.  

       X µl   H2O bidest. 
         2 µl   Buffer 10X 
         1 µl   Pvu II (10 U/µl) 
        Y µl   ADN (4,5 µg) 
        ------ 
       20 µl 

   
    Mezclar bien y dar un golpe de centrífuga. 
 

2- Incubar 1 hora a 37°C. 
 

3- Añadir 5 µl de azul ADN a cada muestra digerida. 
 

III- Separación de los fragmentos de ADN por electroforesis. 
 
A-  Estimación de la concentración de las muestras digeridas. 
 

1- Pesar 0.4 g de agarosa para ADN/ARN y añadirle 50 ml de  buffer TBE. Calentar el buffer 
con la agarosa hasta su total disolución. Dejar refrescar unos minutos  y adicionarle 50 µl de 
bromuro de etidio (1000X). 

 

2- Preparar  el  molde  del gel (7 x 10 cm)  con  su  peine (12 pocillos). Verter  30  ml de la 
agarosa  disuelta (aproximadamente) en el molde del gel y dejar solidificar bien. 

 

3- Quitar el peine y colocar el gel en la minicámara de electroforesis submarina HE33 (Hoefer 
Scientific Instruments, EE.UU.) con buffer TBE con bromuro de etidio en su interior.  

 

4- Aplicar 5 µl de cada muestra dentro de un pocillo diferente del gel.  
 

5- Tapar la minicámara de electroforesis submarina, conectarla a  la fuente de poder EPS 400 
(Pharmacia, Suecia) y hacer una corrida electroforética de 20 min a 100 V. 

 

6- Localizar el gel en el transiluminador UV N90 MW 312 nm (Konrad Benda, Alemania), 
comparar  la  concentración de ADN  digerido de  cada  muestra y estimar el volumen 
necesario para la electroforesis final. (alrededor de 2 µg en cada línea). 

 



 

 

B-  Electroforesis del gel para la Transferencia (o Southern blotting). 
 

1- Pesar 1.6 g de agarosa para ADN/ARN y añadirle 200 ml de  buffer TBE. Calentar el buffer 
con agarosa hasta su total disolución.Dejar refrescar unos minutos  y adicionarle 200 µl de 
bromuro de etidio (1000X). 

 

2- Preparar  el  molde  del gel (14,5 x 20 cm)  con  su  peine (16 pocillos). Vertir  los 200 ml de 
la agarosa  disuelta en  el molde del gel y dejar solidificar bien. 

 

3- Cuando el gel esté bien  sólido, quitar el peine y  colocarlo en la cámara de electroforesis  
submarina MaxTM HE 99 (Hoefer Scientific Instruments), que  debe tener en su interior 
buffer TBE con bromuro de etidio al 0.5 µg/ml. 

 

4- Aplicar 5 µl del marcador de peso molecular (Lambda-HindIII / PhiX174-HaeIII) en el 
primer pocillo del gel. 

 

5- Depositar en el segundo y último pocillo el  volumen calculado previamente de la cepa de 
referencia (2 µg de ADN aproximadamente). 

 

6- Aplicar ahora las cantidades determinadas para cada muestra, dentro de un pocillo diferente 
del gel.   

 

7- Tapar la minicámara de electroforesis submarina, conectarla a  la fuente de poder EPS 400 
(Pharmacia) y hacer una corrida electroforética a 30 V toda la noche. 

 

7- Localizar (al siguiente día) el gel en el transiluminador UV N90 MW 312 nm (Konrad 
Benda) y chequear la migración electroforética de las muestras. 

 
8- Detenga la electroforesis cuando la banda de 2 Kb del marcador de peso molecular arribe a 

7.0 cm (± 0.4 cm). 
 

9- Tome una fotografía del gel sobre el transiluminador UV. 
 

IV-  Transferencia de los fragmentos de ADN de gel a membrana. 
  

A- Tratamiento del gel para la transferencia.  
 

1- Exponga el gel sobre  luz UV por 5 min.  
 

2- Depositar el gel en una bandeja con 500 ml de HCl 0.25 M por 10 min. 
 

3- Desechar la solución y lavar con H2O bidestilada por 10 seg. 
 

4- Colocar el gel en una bandeja con 500 ml de NaOH 0.4 M por 20 min. 
 

5- Desechar la solución y lavar con H2O bidestilada por 10 seg. 
 

6- Tratar el gel de nuevo con otros 500 ml de NaOH 0.4 M por 20 min. 
 

 
 
 



 

 

B-  Transferencia por el método de vacío (Blotting alcalino). 
 

1-  Cortar 4 papeles de filtro Whatman  3MM (o equivalente)  del tamaño del gel, un pedazo 
de  membrana Hybond-N+ (Amersham, Inglaterra) del  tamaño del  gel (exactamente).  

 

2- Humedecer los papeles de filtro y la membrana en la  solución de transfe rencia. 
 

3- Colocar en el  equipo de vacío Christ-Alpha 1-4 (Blanc-Labo S.A, Suiza) un  papel de filtro 
humedecido y encima de este la membrana también humedecida. 

 

4- Localizar arriba de la membrana el gel haciendo coincidir  la esquina  cortada  en cada caso. 
Poner encima los 3 papeles restantes.  

 

5- Poner la cubierta el equipo de vacío, conectar  el equipo y  cerciorarse de que  hace  buen  
vacío. Realizar la transferencia por 1h.  

 

6- Separar la membrana de los papeles de filtro y el gel. Poner a secarla a  37°C por 30 min. 
 

7- Colocar la membrana en luz ultravioleta durante 5 min por cada cara. 
 

8- Esta membrana puede ser utilizada inmediatamente o se  puede sellar en bolsa de nylon y  
guardar a 4°C hasta su uso. 
 

V-Preparación de la sonda para hibridación. 
 
A- Obtención de la sonda por la técnica de PCR. 
 

1-  Preparación de la mezcla de reacción (para cada muestra): 
     Buffer Taq polimerasa 10X                 5 µl 
     Mezcla de dNTP (cada dNTP a 2.5 mM)      4 µl 
     Primer INS-1 (50 ng/µl)                   5 µl 
     Primer INS-2 (50 ng/µl)                   5 µl 
 

9- Adicionar 0.25 µl de Taq polimerasa (1.25 U) por reacción  a la mezcla de PCR. Vortex con 
Spinmix TM (Gallenkamp) y mantener en hielo. 

 

10- Transferir alicuotas de 20 µl de la mezcla de reacción a tubos limpios y adicionar 30 µl de la 
solución de ADN-muestra (1 ng de ADN) a la mezcla.  

 

11- Mezclar y dar un golpe de centrífuga en equipo Sigma 201 M (Sigma). Mantener las 
muestras en hielo hasta su uso. 
 

12- Encender el equipo MiniCyclerTM PTC 150 (MJ Research Inc., EE.UU.) e instalar el 
siguiente programa:   3  min  94°C 

1  min  94°C    } 
1  min  65°C    }  25 ciclos  
2  min  72°C    } 
4  min  72°C 
 

13- Analizar el resultado de la amplificación por  electroforesis en geles de agarosa  al  1.2 % en 
TBE (ver sección III - Electroforesis) o guardar las muestras a -20°C. 



 

 

B-  Purificación  de  la sonda por  Cromatografía  de  Filtración  Molecular   (según   el  
protocolo Wizard PCR Preps DNA Purification System, PROMEGA, EE.UU.). 

  

1-  Transferir la fase acuosa (inferior) a tubo limpio.  
 

2-  Adicionar 100 µl de  buffer de  purificación directa. Dar vórtex breve. 
 

3-  Adicionar 1 ml de la resina y dar vórtex breves (3 X 1min).  
 

4- Preparar una columna Wizard para cada muestra a  purificar. Tomar una jeringuilla de 5ml y 
quitarle el embolo. Colocar este en la minicolumna. 

 

5- Añadir  la mezcla  resina/ADN en la base de  la  jeringuilla. Insertar el embolo y empujar 
suavemente la resina/ADN dentro de la columna. 

 

6- Lavar la columna con 2 ml de Isopropanol al 80%. 
 

7- Colocar la minicolumna en un tubo de 1.5 ml y centrifugar 20 seg a 12 000 rpm (Sigma 201 
M, Sigma). 

 

8- Transfiera la columna a tubo limpio y aplique 50 µl de H2O o buffer TE 1X.  
 

9- Espere un min y centrifugue de nuevo la columna. Tome la solución eluída (ADN) y 
consérvela a 4°C (por poco tiempo) o a -20°C. 

 

VI- Hibridación y detección de los fragmentos de ADN (Sistema no radiactivo ECL, 
Amersham). 

 
A- Marcaje no radiactivo de la sonda. 
  

1- Diluir la sonda a 10 ng/µl con H2O bidestilada. 
 

2- Calentar 100 ng (10 µl) de sonda a 95-100°C por 5 min. Enfriar  inmediatamente  el ADN  
en hielo. Dar un golpe de centrífuga. 

 

3- Añadir igual volumen (10 µl) de reactivo de marcaje y mezclar suave pipeteando 
sucesivamente. 

 

4- Adicionar igual volumen de glutaraldehído (10 µl). Idem 5. Dar un golpe de centrífuga. 
 

5- Incubar por 10 min a 37°C en un baño Gallenkamp. 
 

6- Si no se va a usar la sonda inmediatamente se puede guardar a -20°C por varios meses. 
 

B- Hibridación de los fragmentos de ADN. 
 

1- Preparar el  buffer de hibridación según el  tamaño de la membrana (De 0.125 a 0.25ml/ 
cm2). 

 

2- Tomar una cantidad adecuada de buffer de hibridación y adicionar NaCl a una 
concentración final de 0.5 M. 

 

3- Añadir el agente bloqueante, poco a poco, hasta una concentración de 5%. 



 

 

 

4- Mezclar rápida y abundantemente (con agitador magnético) hasta obtener una suspensión 
fina. 

 

5- Calentar a 42°C de 30-60 min agitando ocasionalmente. 
 

6- Poner la  membrana  en  la solución  de prehibridación (precalentada) e incubar de 15-60 
min, agitando suavemente. 

 

7- Sacar  la  membrana  de  la  solución para añadir  la  sonda. Mezclar  bien  y poner el filtro 
nuevamente en  contacto  con la solución. 

 

8- Incubar a 42°C toda la noche a 6 rpm en un horno de hibridación RPN 2510 (Amersham). 
 

C-  Lavado de la membrana. 
 

1- Desechar el bufffer de hibridación. 
 

2- Añadir  el buffer de lavado  primario  (precalentado)  en  un  volumen de 2-5 ml/cm2 de 
membrana. Incubar 20 min a 42°C con agitación suave. 

 

3- Descartar la solución anterior y repetir el lavado con buffer fresco. 
 

4- Desechar la solución de lavado primario. 
 

5- Adicionar buffer de lavado secundario e incubar a temperatura ambiente por 5 min con 
agitación suave. 

 

6- Descartar dicha solución y repetir el paso anterior. 
  
D-  Detección de la señal (en cuarto oscuro). 
 

1- Mezclar en igual proporción los  Reactivos 1 y 2 para  obtener suficiente volumen de 
solución (0.125 ml/cm2). 

 

2- Apagar la luz blanca y enceder la infrarroja. Preparar los filmes ECL (Amersham) a utilizar. 
 

3- Sacar la membrana  del buffer de lavado secundario y  ponerla  en una bandeja limpia con la 
cara de los fragmentos de ADN  hacia arriba. 

 

4- Añadir  la  mezcla de Reactivos  1 y 2  y  agitar  suavemente durante un minuto a 
temperatura ambiente. 

 

5- Eliminar la mezcla anterior y envolver la membrana en película plástica adherente, evitando 
las  burbujas de aire.  

 

6- Poner la membrana en un cassette de Autorradiografía ECL (Amersham). 
 

7- Tomar un filme fotosensible y colocarlo sobre la cara de la membrana que tiene el ADN. 
 

8- Cerrar el cassette y esperar un minuto. 
 

9- Revelar el filme con líquidos reveladores de fotografía. 



 

 

VII- Preparación de soluciones.     
 

 1. Solución TE (Tris 10 mmol/l, EDTA 1 mmol/1). 
 Pesar 1.2 g de Tris-base y 372 mg de EDTA Disolver  en  800  ml de agua destilada, ajustar   
el  pH  a  8 y completar el volumen a un litro con agua destilada. Esterilizar en autoclave  a  
121°C durante 15 minutos Almacenar a 4°C. 

 

 2. Solución de lisozima. 
Pesar 10 mg de lisozima (Sigma, EE.UU.) y disolver en 1 ml de agua destilada. Almacenar a    
-20°C. 

 

3. SDS 10 % (Duodecilsulfato de sodio o Laurilsulfato de sodio). 
Pesar 11.11 g de SDS al 90% (Riedel-de Haën, Alemania) y disolver en 100 ml de agua 
destilada. Almacenar a temperatura ambiente. 

 

 4. Solución de proteinasa K. 
Pesar 10 mg de proteinasa K (Sigma, EE.UU.) y disolver en 1 ml de agua destilada. 
Almacenar   a -20°C. 

 

5.  NaCl  5 mol/l. 
Pesar 29.2 g de NaCl y disolver en 100 ml de agua destilada. Esterilizar en autoclave por   15 
min. Almacenar a temperatura ambiente. 

 

6. Solución de CTAB/NaCl. 
Pesar 4.1g  de  NaCl y 10g de  CTAB  (Bromuro  de  N-hexadecil  N,N,N-trimetil amonio) 
(Sigma) y disolver en 80ml de agua destilada (calentando a 65°C). Ajustar a 100  ml con 
agua destilada y almacenar a temperatura ambiente. 

 

7.  Etanol al 70%. 
Mezclar 70 ml de etanol absoluto con 30 ml de agua bidestilada. Almacenar a 4°C. 

 

 8. Buffer de muestra o Azul ADN (5X). 
Pesar 0.3 g de Tris-base, 0.1 g EDTA y 25 mg de bromofenol azul. Disolver  en 3 ml de agua 
destilada. Añadir 5 ml de glicerol. Ajustar el pH a 8 en  un pHmetro y llevar a 10 ml con 
agua destilada. Esterilizar en autoclave por 15 min. 

 

 9. Buffer TBE (Tris-borato-EDTA). 
Pesar 10.8 g de Tris-base (Sigma), 5.5 g de Acido Bórico y  0.74 g de  EDTA. Disolver en 
800 ml de agua destilada, ajustar el pH a 8 y  llevar el volumen a 1000 ml  con  agua  
destilada. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 min. 

 

10. Bromuro de Etidio (EtBr) 10 mg/ml. 
 Disolver 0.1 g de EtBr (Sigma) en 10 ml de agua destilada. Almacenar  a 4°C.  

 

11. HCl (0.25 mol/l) (Solución de depurinación). 
Tomar 21.4 ml  de HCl (37 %) y adicionarle  978.6 ml  de  agua  destilada. Guardar  a  
temperatura ambiente. 

 

 12. NaOH (0.4mol/l). 
Pesar  16  g de NaOH y disolver en  800  ml  de  agua destilada, luego completar hasta 1l. 

 

 



 

 

13. Solución desnaturalizadora. 
Disolver 87.66 g de NaCl y 20 g de NaOH en  800  ml  de  agua destilada, luego   
completar hasta 1l. 

 

14. Solución neutralizadora. 
Disolver 87.66 g de NaCl  y  60.55 g de Tris base en  800  ml  de  agua destilada. Ajustar el 
pH a 7.5 con HCl y luego completar hasta 1l. 

 

15. SSC 20X. 
 Pesar 17.53 g de NaCl y 88.2 g de citrato de sodio. Disolver  en  80 ml de agua destilada.  
Ajustar a pH 7.0  con  NaOH  5M  y llevar a 100  ml.  Esterilizar en autoclave por 15 min.  

 

16. Solución de desoxinucleótidos trifosfatados (dNTP) a 0.2 mM.  
Tomar 10 µl de cada dNTP (soluciones de dATP, dCTP, dGTP, dTTP a  100  mM, Sigma) 
y añadir 360 µl de agua destilada. Guardar  en  alicuotas  a -20°C. 

 

17. Solución de lavado primario. 
Mezclar 360 g de urea con 4 g de SDS y 25 ml de SSC 20X. Completar a 1l con agua 
destilada. Filtrar por membrana de 0.2 µm.    

 



 

 

VIII- Otros materiales utilizados. 
 

 ENZIMAS DE RESTRICCION Y MODIFICACION 
 

1-   Pvu II (Boehringer Mannheim, Alemania) 
Condiciones de incubación: Tris/HCl 10 mmol/l, NaCl 50 mmol/l, MgCl2 10 mmol/l 
Ditioeritrol 1 mmol/l, pH 8.0, 37°C. 

 

2-  Taq Polimerasa (Boehringer Mannheim) 
Condiciones de incubación: Tris HCl 100 mmol/l, MgCl2 15 mmol/l, KCl 500 mmol/l, 
Gelatina 1 mg/ml. pH 8.3, 72°C. 

 
 
OLIGONUCLEOTIDOS  (PRIMERS)  PARA  SINTETIZAR  LA SONDA IS6110. 
 

1-   Primer INS-1 : 5' CGT GAG GGC ATC GAG GTG GC 3' 
 

2-   Primer INS-2 : 5' GCG TAG GCG TCG GTG ACA AA 3' 
 
 
MARCADORES DE PESO MOLECULAR 
 

 Fago Lambda digerido con la enzima Hind III + Plásmido pBR 322 digerido 
 con la enzima Alu II. (Tamaño de los fragmentos en kilobases). 
             

23.130 
9.416 
6.557 
4.361 
2.322 
2.027 
0.910 
0.659 
0.656 
0.564 
0.521 
0.403 
0.281 
0.257 
0.226 
0.136 
0.124 
0.100 
0.063 
0.057 
0.049 
0.019 
0.015 
0.011 
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TIPIFICACION  DE  M. TUBERCULOSIS POR  SPOLIGOTYPING 
(Adaptado del Protocolo de Kremer et al. Spoligotyping. 2002) 

 

I-   Preparación de la membrana con los oligonucleótidos espaciadores. 
 

1. Diluir los oligonucleótidos espaciadores a las concentraciones óptimas (Tabla 1) en 150 µl 
de NaHCO3 500mM, pH 8.4.  

 

2. Poner la membrana Biodyne C (Pall Biosupport, EE.UU.) por 10 min en 10 ml de 1-etil-3(3 
dimetiaminopropil) carbodiimida (EDAC) (Sigma, EE.UU.) al 16% (p/v) en agua destilada. 

 

3. Colocar la membrana en un recipiente plástico con agua destilada, agitar por 2 min y luego 
colocarla sobre una almohadilla descartable en el miniblotter MN45 (Immunetics, EE.UU.).  

 

4. Cargar los pozos del miniblotter con 150 µl de cada oligonucleótido (menos 1ro y último).  
 

5. En el primero y último pozo cargar con tinta diluida 1:100 en tampón SSPE 2x para delimitar 
los bordes del área de uso. 

 

6. Luego de llenar todas las líneas incubar 2 minutos a temperatura ambiente. 
 

7. Retirar las soluciones de oligonucleótidos por aspiración en el mismo orden en que fueron 
adicionadas en los pozos. 

 

8. Retirar la membrana del miniblotter e incubarla en 250 ml de NaOH 100 mM en un 
recipiente plástico con agitación  durante 10 minutos (máximo) para inactivar la membrana. 

 

9. Enjuagar la membrana con agua destilada. 
 

10. Lavar la membrana en un recipiente plástico con agitación suave en 250 ml de SSPE 2x, 
SDS 1% durante 5 minutos a 60°C. 

 

11. Lavar la membrana en un recipiente plástico (agitación suave) en 100 ml de EDTA 20 mM 
pH 8 por 15 minutos a temperatura ambiente. 

 

12. Conservar la membrana a 4°C hasta su uso (sellada). 
 

II- Amplificación in vitro del ADN de los espaciadores mediante PCR 
 
1. Diluir la muestra de ADN a la concentración requerida. Incluir siempre ADN cromosómico 

de M. tuberculosis y M. bovis BCG como controles positivos y agua como control negativo. 
 

2. Preparar la mezcla de reacción:  
x µl ADN templado (10 ng) 
4 µl cebador DRa (20pmol) (5’-GGT  TTT GGG TCT  GAC GAC-3’, biotinilado en 5’) 
4 µl cebador DRb (20pmol)  (5’-CCG AGA GGG GAC GGA AAC-3’) 
4 µl mezcla dNTPs (2.5 mM c/u, concentración final 0.2 mM c/u)  
5 µl Solución tampón Super Tth 10x 
0.1 µl Super Tth polimerasa (5 U/µl) (SphaeroQ, EE.UU.) 
33-x µl agua destilada (para un volumen final de 50 µl) 



 

 

3. Colocar los tubos en un aparato de PCR y someterlos a los siguientes ciclos: 

   

III- Hibridación con los productos de PCR y detección. 
 

1. Agregar 20 µl del producto de PCR a 150 µl de SSPE 2x, 0.1% SDS. 
 

2. Desnaturalizar el producto diluido (10 minutos a 99°C) y enfriar en hielo inmediatamente.  
 

3.  Lavar la membrana 5 minutos a 60°C en 250 ml de SSPE 2x, SDS 0.1%. 
 

4. Colocar la membrana y una almohadilla en el miniblotter de  modo tal que los canales 
queden ubicados en forma perpendicular a las líneas de tinta y ajustar los tornillos a mano. 

 

5. Eliminar por aspiración el exceso de líquido de los canales. 
 

6. Llenar los canales con el producto de PCR diluido (¡evitar burbujas de aire!) e hibridar por 
60 min a 60°C horizontalmente y sin agitación. 

 

7. Eliminar por aspiración el líquido de los canales y retirar la membrana del miniblotter. 
 

8. Lavar la membrana dos veces con 250 ml de SSPE 2x, SDS 0.5% por 10 min a  60°C. 
 

9. Poner la membrana en frasco de hibridación y dejar enfriar. 
 

10. Agregar 2.5 µl de conjugado estreptavidina-peroxidasa (500 U/ml, Boehringer, Alemania) a 
10 ml de SSPE 2x, SDS 0.5% e incubar la membrana por 45-60 minutos a 42°C. 

 

11. Lavar la membrana dos veces con 250 ml de SSPE 2x, SDS 0.5% durante 10 min a 42°C. 
 

12. Lavar la membrana (dos veces) con 250 ml de SSPE 2x por 5 minutos a temp. ambiente. 
 

13. Incubar la membrana (detección quimioluminiscente) por 1 minuto con 20 ml de líquido de 
detección ECL (Amersham, Inglaterra).  

 
14. Envolver la membrana en película plástica adherente y exponer a película fotosensible 

durante 20 minutos. 
 

15. Revelar el filme con líquidos reveladores de fotografía. 
 
IV- Reutilización de la membrana  
 

1. Lavar la membrana dos veces en SDS 1% a 80°C por 30 min.  
 

2. Lavar la membrana en EDTA 20mM pH 8 durante 15 min a temperatura ambiente. 
 

3. Conservar la membrana a 4°C sellada en una bolsa plástica hasta su utilización. 

       3 min           96°C 
    1 min           96°C 
    1 min           55°C 
    0.5 min           72°C 
    5 min           72°C 

20 ciclos 



 

 

SOLUCIONES 
  

1. NaHCO3  500 mM pH 8.4 
Pesar 10.5 g de NaHCO3   y disolver en 250 ml agua destilada. 

 

2. EDAC (1-etil-3(3 dimetiaminopropil) carbodiimida) al 16% (p/v) 
Pesar 1.6 g de EDAC y disolver en 10 ml agua destilada. 

 

3. NaOH 100mM 
Pesar 0.8 g de NaOH y disolver en 200 ml agua destilada. 

 

4. EDTA 0.5 M, pH 8.0 
Pesar 186.12 g de EDTA y disolver en 1litro de agua destilada 

 

5. EDTA 20 mM, pH 8.0 
Tomar 10 ml de EDTA 0.5 M  y completar a 250ml con agua destilada. 

 

6. SSPE 20x 
Pesar 35.6g de Na2HPO4*2 H2O, 210.24 g de NaCl y 7.4 g de EDTA. Ajustar el pH a  7.4. 
Completar a 1 litro con agua destilada y autoclavar a 121oC por 15 min. 

 

7. SSPE 2x 
Tomar 100 ml de SSPE 20x y completar a 1 litro con agua destilada. 

 

8. SDS 10% 
Pesar 10 g de SDS y disolver en 100 ml agua destilada. 

 

9. SSPE 2x, SDS 0.1% 
Agregar 100 ml de SSSPE 20x y 10 ml de SDS 10% a 890 ml de agua destilada. 

 

10. SSPE 2x, SDS 0.5% 
Agregar 100 ml de SSSPE 20x y 50 ml de SDS 10% a 850 ml de agua destilada. 



 

 

Tabla 1. Concentración de los oligonucleótidos espaciadores. 
 

No. Nombre  Conc. (pmol/150uL) No. Nombre  Conc. (pmol/150uL) 
1 SP-F310A 12.5 23 SP-F510A 50.0 
2 SP-F320A 30.0 24 SP-F520A 50.0 
3 SP-F330A 12.5 25 SP-F530A 25.0 
4 SP-F340A 12.5 26 SP-F540A 12.5 
5 SP-F350A 12.5 27 SP-F550A 25.0 
6 SP-F360A 12.5 28 SP-F560A 12.5 
7 SP-F370A 25.0 29 SP-F570A 12.5 
8 SP-F380A 50.0 30 SP-F580A 12.5 
9 SP-F390A 12.5 31 SP-F590A 12.5 
10 SP-F400A 15.0 32 SP-F600A 25.0 
11 SP-F410A 30.0 33 SP-F610A 100 
12 SP-F420A 60.0 34 SP-F620A 25.0 
13 SP-F430A 12.5 35 SP-F630A 12.5 
14 SP-F440A 30.0 36 SP-F640A 12.5 
15 SP-F450A 30.0 37 SP-F650A 12.5 
16 SP-F455A 12.5 38 SP-F660A 25.0 
17 SP-F457A 100 39 SP-F670A 25.0 
18 SP-F460A 12.5 40 SP-F680A 12.5 
19 SP-F470A 12.5 41 SP-F690A 12.5 
20 SP-F480A 12.5 42 SP-F700A 25.0 
21 SP-F490A 25.0 43 SP-F710A 50.0 
22 SP-F500A 12.5    
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ANEXO 2 – Datos complementarios 



 

 

 
Tabla I- Datos Globales de la Tuberculosis. 1990-1995. 

 

Región 
Número de casos 

(% de todos los casos) 

Tasa por 100 000 

habitantes 

En 1990: 

Mediterráneo Oriental 

Las Américas 

Europa + otros 

China 

África 

Asia 

Pacífico Occidental 

 

594,000 [7] 

534,000 [7] 

392,000 [5] 

2,127,000 [27] 

1,160,000 [15] 

2,470,000 [31] 

420,000 [5] 

 

155 

120 

31 

191 

220 

194 

191 

Todas las regiones en 

1990. 
8,002,000 [100] 152 

Todas las regiones, en 

1995. 
8,900,000  

Cambios en el número 

de casos nuevos 1990-

95. 

878 000 [10] 

Total global de nuevos casos de TB de todos los casos de TB en 1995 (%). 

878 000 / 8,9 millones = 9,87 % 

 

Fuente: OMS, 1996. 

 



 

 

Tabla II- Número total de casos nuevos de tuberculosis, incidencia (casos por 100 000 
habitantes), total de casos y % con baciloscopía positiva cases en Cuba. 1962–2002. 
 

Año Total de casos Incidencia Baciloscopía Positiva (%)* 
1962 2818 38.8 2516 89.3 
1963 2768 36.2 2472 89.3 
1964 3909 52.6 3491 89.3 
1965 4958 65.0 4427 89.3 
1966 2846 36.5 2541 89.2 
1967 2950 37.2 2634 89.2 
1968 3310 41.0 2956 89.3 
1969 3607 43.9 3221 89.2 
1970 2606 31.2 2327 89.2 
1971 1543 17.8 1378 89.3 
1972 1272 14.5 1136 89.3 
1973 1396 15.7 1247 89.3 
1974 1418 15.6 1266 89.2 
1975 1326 14.3 1184 89.2 
1976 1270 13.4 1134 89.2 
1977 1257 13.1 1123 89.4 
1978 1261 13.0 1154 91.5 
1979 1133 11.6 1044 92.1 
1980 1133 11.6 1004 88.6 
1981 833 8.5 743 89.2 
1982 815 8.3 711 87.2 
1983 762 7.7 685 89.9 
1984 705 7.1 638 90.5 
1985 680 6.8 603 88.9 
1986 656 6.4 561 85.5 
1987 630 6.2 550 87.3 
1988 628 5.9 551 87.7 
1989 581 5.5 514 88.5 
1990 546 5.1 491 89.9 
1991 514 4.8 466 90.6 
1992 633 5.8 591 93.3 
1993 789 7.2 718 91.0 
1994 1617 14.7 914 56.5 
1995 1553 14.1 834 53.7 
1996 1486 13.5 835 56.2 
1997 1346 12.2 765 56.8 
1998 1237 11.1 742 60.0 
1999 1111 10.0 720 64.8 
2000 1119 10.0 717 64.0 
2001 901 8.7 627 63.9 
2002 853 7.5 544 63.7 

 

        *Porcentaje de casos con baciloscopía positiva con relación al total de casos. 
 

         Fuente: Tomado de Marrero et al., 2000 y de la Dirección Nacional de Epidemiología.





 

 

Tabla III- Comparación de las principales técnicas moleculares de caracterización de M. tuberculosis. 
 

Metodología Método Secuencia 
Blanco 

Laboratorio de 
Origen 

Reproducibilidad 
(%) 

Especificidad 
(%) 

Poder de 
Discriminación 

(%) 

RFLP-IS6110 IS6110 Inst Nacional Salud 
Pública, Holanda. 100 100 93 

RFLP-IS1081 IS1081 Inst Nacional Salud 
Pública, Holanda. 100 90 13 

RFLP-PGRS PGRS Fairfield Hospital, 
Australia 100 20 78 

RFLP-DR DR Inst Nacional Salud 
Pública, Holanda. 

100 90 53 

Tipificación 
por técnicas 
basadas en 

RFLP 

RFLP-(GTG)5 -(GTG)5 Univ. Stellenbosch, 
Sudáfrica 94 0 33 

PCR de Ligador 
Mezclado 

IS6110 Univ. Heidelberg, 
Alemania 

100 70 90 

VNTR typing VNTR Durham VA Med. 
Center, EEUU 97 ND 62 

MIRU/VNTR 
typing 

MIRU/VNTR Instituto Pasteur 
Lille, Francia 

100 100 87 

Spoligotyping DR Inst Nacional Salud 
Pública, Holanda. 94 100 68 

PCR-Cebadores 
Arbitrarios 

__ Univ. Mahidol, 
Thailandia 

71 0 79 

PCR-Doble 
Elemento 
Repetivo 

IS6110 
PGRS 

Cornell Univ. Med. 
College, EEUU 58 60 70 

Ampliprinting 
IS6110 

IS6110 
MPTR CDC, EEUU 39 50 __ 

Tipificación 
por técnicas 
basadas en 

PCR 

PCR inverso de 
IS6110 

IS6110 Univ. Zaragoza, 
España 

6 10 __ 

 
       Fuente: Tomado parcialmente de Kremer et al., 1999 y Supply et al., 2001. 



 

 

Tabla IV- Datos por provincias de los casos de tuberculosis con baciloscopía positiva 

(BK+) y las cepas recibidas de pacientes BK+ en el IPK (y las analizadas por RFLP-

IS6110). Período: julio 1994-junio 1995. 

 
   

Provincia* 
Total de  

Casos BK+ 
Total de Cepas 

Recibidas (BK+) 

Total de Cepas 
Analizadas por 
RFLP-IS6110 

Cepas 
Agrupadas 

Cepas No 
Agrupadas  

PR 42 37 12 4 8 

LH 32 29 11 7 4 

MT 34 21 5 1 4 

VC 73 59 23 18 5 

CF 35 23 11 5 6 

SS 18 14 4 0 4 

CA 22 11 3 3 0 

CM 64 43 19 10 9 

LT 31 21 9 4 5 

HL 72 51 12 8 4 

GR 55 37 8 4 4 

SC 60 53 21 6 15 

GT 29 23 13 2 11 

IJ 11 11 9 4 5 

TOTAL 578 433 160 76 84 
 
 
* No están incluídos en este estudio los casos de Ciudad de La Habana.
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Figura I- Esquema de tiempo de los pacientes seropositivos al VIH (y trabajadores de salud) de diferentes 
sanatorios del país que contrajeron tuberculosis en el periodo 1993-1994. 
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 Figura II- Esquema de tiempo de los casos de tuberculosis del Hospital Psiquiátrico de la Habana (HPH). 
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