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ABSTRACTABSTRACT

Tuberculosis is considered by World Health Organization
as one of the public health problems that need to be solved
with more urgency. With the arrival of new methods, mainly
those using molecular techniques, research areas have
been opened, which have established new concepts about
infection-transmission dynamic. This article describes
factors must be considered in the interpretation of findings
of type-techniques of Mycobacterium tubercolosis.
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RESUMENRESUMEN

La tuberculosis es considerada por la Organización Mun-
dial de la Salud como uno de los problemas de salud más
urgentes por resolver. Con la llegada de nuevos métodos
de tipificación, sobre todo los que utilizan técnicas
moleculares, se han abierto áreas de investigación que
han establecido nuevos conceptos con respecto a la
dinámica de la transmisión de la infección. En el presente
artículo se describen los factores que deben considerarse
en la interpretación de los hallazgos con las técnicas de
tipificación de Mycobacterium tuberculosis.

Palabras clave: tuberculosis, marcadores moleculares,
Mycobacterium tuberculosis.

La tuberculosis es considerada por la Organización
Mundial de la Salud como uno de los problemas de
salud pública más urgentes por resolver. Ha sido una de
las enfermedades no controladas desde el punto de
vista de la salud pública debido a las dificultades y
costos que conllevan su diagnóstico y tratamiento. Por
ello, con el advenimiento de nuevos métodos, en espe-
cial los que utilizan técnicas moleculares, se han abierto
áreas de investigación que han establecido conceptos
nuevos con respecto a la dinámica de la transmisión de
la infección. Estos descubrimientos han despertado un
gran interés en la comunidad científica por adquirir la
tecnología creciente, con el afán de lograr identificar
líneas de transmisión de la tuberculosis. Sin embargo,
el entusiasmo por lo nuevo debe ir acompañado por un
seguimiento profundo del pensamiento científico para

que la interpretación de los resultados sea veraz y
permita auxiliar en el control de esta enfermedad.

El objetivo de esta revisión es describir los factores
que deben considerarse en la interpretación de los
hallazgos de las técnicas de tipificación de Mycobacte-
rium tuberculosis.

ANTECEDENTES HISTÓRICOS

A finales de la década de 1980, Zainuddin y Dale, al
buscar plásmidos en aislamientos clínicos de M. tuber-
culosis, encontraron un elemento dentro del genoma
con características similares a las de un transposón, en
número variable y que generaba patrones de DNA
polimórfico.1 Poco después diferentes investigadores
en Estados Unidos y en Europa identificaron estos
elementos como secuencias de inserción, y que por su
diversidad dentro del genoma tenían un poder de dis-
criminación suficiente para establecer parentesco en-
tre los aislados.2-4 A partir de este momento, se generó
una explosión de información relativa a la aplicación de
estas técnicas para el reconocimiento de líneas de
transmisión. Así, surgió la epidemiología molecular,
una disciplina que combina la epidemiología conven-
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cional con la biología molecular, y que permite identi-
ficar nichos de transmisión que a largo plazo pudieran
modificar los programas de control de la enfermedad,
entre otros objetivos.

En poco tiempo, el uso de la tipificación molecular
se generalizó, lo que hacía suponer que se podía esta-
blecer una red mundial con objeto de identificar áreas
comunes, factores de riesgo y establecer conceptos
precisos acerca de la estructura poblacional de la tu-
berculosis en el mundo. Así, en 1993, van Emben y un
grupo internacional de expertos sugirieron la técnica
de polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restricción (PLFR) con base en la secuencia de inser-
ción 6110 como estándar.5 El objetivo era que todos los
interesados se apegaran a una metodología única para
poder realizar comparaciones entre los diferentes la-
boratorios. Los estudios de estructura de la población
micobacteriana no se hicieron esperar, en especial los
trabajos del grupo holandés que demostraron hallaz-
gos interesantes sobre la estructura poblacional.6-8 En
estos estudios se encontró relación entre el polimorfis-
mo y el origen geográfico de los individuos: ejemplo de
ello fueron los diferentes polimorfismos obtenidos en
Holanda, Túnez y Etiopía. En dicho estudio los aisla-
mientos con polimorfismos similares entre tales países
pertenecían a enfermos que habían viajado a Túnez y
Etiopía y habían sido detectados en Holanda. Por otra
parte, se sugería la posibilidad de que algunos aisla-
mientos con patrones polimórficos compartidos pudie-
ran ser más virulentos que otros por ser más frecuen-
tes.

Por otra parte, la epidemiología molecular de la
tuberculosis ha permitido reconocer la fuente de con-
tagio de diversos grupos de población como núcleos
familiares, vecindades, asilos, cárceles y hospitales;
asimismo, se ha utilizado para confirmar o descartar
contaminación cruzada dentro del laboratorio sirvien-
do como modelo para el control de calidad.9-11 Sin lugar
a dudas, el hallazgo más importante está relacionado
con la dinámica de la transmisión de poblaciones abier-
tas.12-15 En estos estudios se observó que los episodios
de transmisión reciente con progresión rápida a enfer-
medad eran más frecuentes de lo que previamente se
consideraba y se detectaron diversos factores de riesgo
inculpados en estos fenómenos. Además, se documen-
tó el efecto que una sola cepa puede originar en una
población susceptible. Otros estudios revelaron la uti-
lidad de la técnica para establecer reinfecciones exóge-
nas en brotes epidémicos asociados con enfermos por-
tadores de HIV.16 Los resultados de estas investigacio-

nes fueron incontrovertibles, puesto que estaban apo-
yados en un contexto epidemiológico sólido, aunado a
una interpretación de los resultados moleculares o
huellas digitales muy estricto (aislamientos idénticos
= mismo número y localización de las bandas).

Lo anterior ejemplifica los dos tipos de interpreta-
ción de los estudios de tipificación molecular de forma
clara y definida, uno para establecer la diversidad de la
estructura poblacional de M. tuberculosis y el segundo
para establecer líneas de transmisión.

BASE TEÓRICA Y ORÍGENES DEL CONFLICTO

Debemos recordar en forma somera las bases teóricas
que dan principio a la interpretación de los resultados
de la tipificación. En primer lugar, la diversidad detec-
tada por el análisis de los PLFR entre las cepas está
condicionada por dos grandes elementos:
a) El número y posición de los elementos genéticos (el

marcador molecular utilizado) dentro del genoma.
La IS6110 se encuentra en una cantidad entre 1 y 20
copias dentro del genoma micobacteriano, aunque
existen algunos aislamientos que no contienen este
elemento de inserción.17 La distribución de estos
elementos no parece ser al azar; sin embargo, aún no
se determinan los factores que promueven o gene-
ran la diversidad en las posiciones ocupadas por
ellos. Lo cierto es que la mayor parte de las cepas
estudiadas poseen alrededor de 8 a 10 elementos
(Small PM, Ponce de León A, datos no publicados).

b) La distribución de los sitios de restricción para la
endonucleasa que se utiliza para digerir o “cortar” el
DNA en el ensayo (PvuII, en el caso de la técnica
estandarizada). PvuII digiere eficazmente el genoma,
generando fragmentos de tamaño variable en los
cuales se contiene el elemento de inserción. Por otra
parte, el sitio de restricción de esta enzima está
presente dentro de la secuencia de inserción IS6110,
razón por la cual siempre generará polimorfismo al
digerirse el DNA. La secuencia de reconocimiento
de la enzima PvuII (sobre la cual se realiza la diges-
tión) es corta (6 pares de bases) y sujeta a mutaciones
que cambian por completo la posición de la copia de
la secuencia de inserción. Así, se han descrito fenó-
menos mutagénicos dirigidos por y para esta enzima
que parecen correlacionar con el origen geográfico
de la cepa.18

Ahora bien, una vez que sabemos el origen de la
diversidad, esto no nos habla de la repercusión teórica
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y práctica que ésta conlleva. Esta repercusión depende
de definiciones preconcebidas basadas en el conoci-
miento a priori de la capacidad de discernimiento de la
prueba. Así, se han definido tres conceptos:
a) En una población donde la prevalencia de tubercu-

losis es baja, los aislamientos clínicos que presentan
un patrón de polimorfismo único (no compartido
con ningún otro aislamiento dentro de la comuni-
dad en estudio), representan un episodio de
reactivación de una infección latente adquirida en el
pasado lejano.

b) En esta misma población, los aislamientos clínicos
que presentan un patrón de polimorfismo compar-
tido con cuando menos un aislamiento clínico más,
tienen un origen común y por lo tanto,

c) Los aislamientos con una fuente común son produc-
to de una infección reciente con progresión rápida
de la enfermedad y están involucrados en cadenas
de transmisión de la infección.

Estos conceptos son válidos en la medida en que se
seleccione un grupo de estudio que comprenda la ma-
yoría, si no es que la totalidad de los casos de tubercu-
losis de la región. Además, se requiere estudiar duran-
te tiempo suficiente para permitir que se desarrolle la
mayor parte de los episodios de transmisión secunda-
rios a infección reciente (ventana epidemiológica).

Es aquí donde empieza a surgir el conflicto. Con-
forme se expandió el uso de la técnica internacional-
mente aceptada, se comenzó a observar que aislamien-
tos clínicos idénticos no tenían ninguna conexión epi-
demiológica convincente. De hecho, en el mejor de los
casos, la técnica era capaz de demostrar una minoría de
estos lazos y realmente podía detectar aquellos insos-
pechados mediante las técnicas de investigación epide-
miológicas convencionales.9 Esto, desde luego, es y
seguirá siendo controversial y demuestra que cuando
se utiliza un método en forma empírica, retrospectiva y
sin la selección adecuada de las preguntas por estudiar,
la mayor parte de las ocasiones no se podrán obtener
conclusiones válidas.19-23

Por otra parte, se han detectado cada vez más
aislamientos clínicos que poseen un número limitado
de copias de la secuencia de inserción (menos de cinco
copias), lo que hace fácil encontrar polimorfismos com-
partidos sin líneas epidemiológicas convincentes. Sin
embargo, se ha argumentado que el número reducido
no proporciona suficiente información como para con-
siderar parentesco entre los aislamientos, por lo que
diversos grupos de investigadores propusieron que se

debían buscar nuevos marcadores moleculares, consi-
derando que el origen clonal de los aislamientos no
podía ser rebatido si dos marcadores moleculares inde-
pendientes eran idénticos por ambos métodos.19,20Así,
Ross en Australia identificó un elemento de DNA
repetitivo y polimórfico que logró introducir a un
plásmido que fue denominado pTBN12, el cual contie-
ne una serie de secuencias repetitivas ricas en guanidina
y citosina, sin función y dispersos en el genoma
micobacteriano.24 Esta secuencia se estudió a fondo
demostrándose que en realidad correspondía a secuen-
cias repetitivas de DNA (PGRS) producidas por erro-
res en la transcripción del mismo, localizadas en 26 loci
y altamente polimórficas.25

Se han introducido otros marcadores con el fin de
poder discriminar aún más los aislamientos, espe-
cialmente aquellos con un número limitado de
IS6110, logrando obtener resultados diversos, sin
una comparación abierta entre los diferentes marca-
dores, y en general produciendo más desconcierto
que respuestas.21,26-28 Sin embargo, todos estos estu-
dios consistentemente demostraban que los conglo-
merados formados por el agrupamiento de los aisla-
mientos con la IS6110 eran ratificados por los demás
marcadores, a excepción de los aislamientos con un
número limitado de la secuencia de inserción (gene-
ralmente los aislamientos con tan sólo dos copias del
elemento de inserción). Una explicación fue pro-
puesta por van Soolingen en 1993, quien identificó
que existían distintos “relojes moleculares” entre los
elementos utilizados al comparar una serie de 63
cepas con las diversas secuencias de inserción.29 En
este estudio, se observó que la IS6110 es más rápida
que la IS1081, PGRS y que las secuencias de repeti-
ción directa (DR), por lo que esta velocidad “de cam-
bio” le confiere mayor poder de discriminación, es
decir, la habilidad para distinguir y agrupar aislados
emparentados entre sí de los no relacionados. En otro
estudio con base poblacional se observó, además, que
es menos estable, lo que significa que su utilización
para la detección de brotes es por demás adecuada por
la velocidad con la que estos casos se presentan.30

De esta manera se sugiere que IS6110 es capaz de
detectar el origen común de las cepas que han evolu-
cionado más recientemente, por lo que su utilidad para
descubrir líneas de transmisión pudiera ser incluso
superior que las formas convencionales para el estudio
de brotes, sobre todo para aislamientos con un número
mayor de copias de IS6110.22 Por otra parte, también se
logró demostrar el bajo poder de discriminación que
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pTBN12 o PGRS tiene para aislamientos con un nú-
mero de copias de IS6110, quedando restringido su uso
para discriminar aislamientos con un número limitado
de copias de IS6110.29-31

CONCLUSIONES

En esta breve reseña hemos intentado describir algunas
de las razones que han generado discrepancias entre los
diversos investigadores, así como los hallazgos de fon-
do que han conllevado a las mismas. Lo que parece
bastante claro es que el uso e interpretación de estos
marcadores dependen fundamentalmente del sitio y las
preguntas sobre las que gira la aplicación de la técnica.
La secuencia de inserción no es útil para definir todos
los episodios de transmisión ni podría ser útil para la
comparación de aislamientos clínicos de regiones di-
versas ni en tiempos distintos. En estas circunstancias
otros marcadores menos rápidos (PGRS, DR) podrían
ser incluso superiores. Sin embargo, para el escrutinio
de episodios relacionados con brotes, la secuencia de
inserción 6110 no es sólo una herramienta adecuada,
sino podría ser incluso superior a los métodos conven-
cionales de estudio de brotes.
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