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I RESUMEN

La tuberculosis extrapulmonar puede afectar a diversos 6rganos y tejidos que no sean los pulmones, en Bolivia no se
conocen los diversos genotipos que se encuentran en este tipo de tuberculosis.

El propdsito de este estudio fue determinar los genotipos de Mycobacterium tuberculosis que se presentan con mayor
frecuencia y su asociacidon con diversas formas de tuberculosis extrapulmonar. Se analizaron 31 aislamientos proce-
dentes de la Escuela Técnica de Salud, por el método 1S6110 PCR, que se basa en el polimorfismo adyacente a la se-
cuencia de insercion 1S6110, utilizando la reaccidn en cadena de la polimerasa. Se observé que el mayor niumero de
aislamientos provenian de muestras de orina y se determind una alta variabilidad genética, con 14 genotipos dife-
rentes, pero con 3 predominantes, También se encontrd que en la tuberculosis de vias urinarias, se presentaron con
mayor frecuencia dos genotipos. Los genotipos que sobresalieron en la tuberculosis extrapulmonar fueron diferentes
a los que se encontraban predominando en aislamientos de tuberculosis pulmonar, si bien se observd la presencia de
algunos perfiles ya descritos previamente en Mycobacterium tuberculosis pulmonar.
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I ABSTRACT

Extrapulmonary tuberculosis can affect several organs and tissues other than the lungs. The genotypes found in this
type of tuberculosis, but the genotypes found in this type of tuberculosis are not known in Bolivia.

The purpose of this paper is to identify the genotypes of Mycobacterium tuberculosis that are most often found and
their association with various forms of extrapulmonary tuberculosis. 31 isolates from the Technical School in Health
were analyzed applying the IS6110 PCR method which is based on polymorphism adjacent to the insertion sequence
IS6110 and making use of the polimerase chain reaction.

It was noticed that the greater number of isolates comes from urine samples and a high genetic variability was de-
termined with 16 different genotypes, 3 of them being prevalent. It was also observed that in urinary tuberculosis,
two genotypes are more common. The prevalent genotypes found in extrapulmonary tuberculosis are different from
the isolates found in pulmonary tuberculosis. However some genotype profiles already described for pulmonary Myco-
bacterium tuberculosis were also observed.
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INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad principalmente pul-
monar, causada por Mycobacterium tuberculosis, sin em-
bargo este microorganismo también puede atacar a otros
organos o tejidos que no sean los pulmones produciendo
la tuberculosis extrapulmonar!: Entre las formas mas fre-
cuentes de tuberculosis extrapulmonar se encuentra la
tuberculosis genitourinaria, la tuberculosis meningea,
osea, miliar, cardiovascular, oftamica y pleural.

La tuberculosis genitourinaria produce infeccién renal y
luego infeccidn urinaria; que es probablemente una de
las mas frecuentes. La tuberculosis meningea, se produce
cuando el microorganismo se asienta en la meninge y
puede producir migrogranulomas, los sintomas pueden
ser, dolor de cabeza y convulsiones. La dsea, también se
presenta con bastante frecuencia y puede afectar a las
vertebras y producir abscesos o afectar las articulacio-
nes, causando la artritis tuberculosa, la tuberculosis mi-
liar se debe a la diseminacién sanguinea afectando a
distintos 6rganos. La cardiovascular afecta al corazén pe-
ricarpio o vasos sanguineos. La oftalmica afecta princi-
palmente al iris, cuerpos filiares y coroides, la pleural
afecta a la pleura con serias consecuencias?.

La tuberculosis extrapulmonar es menos frecuente que la
pulmonar y en otros paises constituye entre 15 a 20% de
los casos de tuberculosis4. En Bolivia en los afios 2002
a 2004, se reportaron un 13% a 15% de casos de tu-
berculosis extrapulmonar.

El Mycobacterium tuberculosis, pertenece a la familia
Mycobacteriaceae, dentro el orden de los Actinomyceta-
les, tiene un cromosoma rico en Cy G.57

En nuestro pais si bien se tienen algunos datos de los ge-
notipos circulantes de Mycobacterium tuberculosis pul-
monaré, no se conoce si los genotipos que producen la
tuberculosis pulmonar son los mismos o diferentes a los
que producen la tuberculosis extrapulmonar y si existe
algun genotipo que predomina en la infecciones produci-
das en los diferentes érganos o tejidos.

Para realizar los estudios de genotipificacion, se toma re-
giones del genoma que son utilizadas como marcadores
genéticos. Cada técnica produce un perfil genético que
es especifico para la cepa examinada, y estos perfiles son
referidos como huellas digitales. La técnica mas utilizada
para realizar estudios a nivel de epidemiologia molecular
de Mycobacterium tuberculosis, es la técnica estandari-

zada por Van Emden, (IS6110 - RFLP)?, pero debido a al-
gunos inconvenientes que presenta la técnica 1S6110-
RFLP, como ser, el requerimiento de un cultivo masivo de
la bacteria, dificil de lograr, el tiempo y costo, se han ido
desarrollando otros métodos, entre estos se encuentra la
técnica 1S6110-PCR, propuesta por Otal® y utilizada ya
en estudios anteriores en nuestro pais®. Esta Ultima téc-
nica se basa en el polimorfismo adyacente a las secuen-
cia de insercion 1S6110, usada como marcador molecular
de esta bacteria.

El presente estudio tiene por objetivo, identificar los ge-
notipos de Mycobacterium tuberculosis que produce la tu-
berculosis extrapulmonar, que se presentan con mayor
frecuencia en Cochabamba y determinar si los genotipos
gue se encuentra en este tipo de tuberculosis son los
mismos o diferentes a los que se encuentran en tubercu-
losis pulmonar y al mismo tiempo, ver si existe algin ge-
notipo predominante. Este estudio pretende aportar datos
de gran importancia para nuestra region y para que sean
utilizados en bien de la salud poblacional.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron 31 aislamientos de Mycobacterium tuber-
culosis extrapulmonar, aislados e identificados en la ES-
CUELA TECNICA DE SALUD DE COCHABAMBA, a partir de
orinas, secreciones purulentas, heridas y Liquido Céfalo
raquideo (LCR), posteriormente derivadas al Laboratorio
de Biologia Molecular de la Facultad de Bioquimica y Far-
macia de la UMSS, el 2006 y 2007

Para La genotipificacién de este microorganismo, se uti-
lizo la técnica molecular, 1IS6110-PCR ya utilizada y va-
lidada en un trabajo anterior por el método
1S6110-RFLPS8.

Para este trabajo se extrajo el ADN bacteriano, se realizd
una amplificacion por PCR y luego la visualizacién de las
diferentes bandas, de acuerdo a los procedimientos pre-
viamente descritos.!!/!?

EXTRACCION DEL ADN

Del cultivo de Mycobacterium tuberculosis, se tomd
pocas colonias, se coloco en un buffer de Tris-HCI, 10 mM,
EDTA 1 mM, se las hicieron hervir por un tiempo 30 mi-
nutos, se agrego cloroformo y se centrifugo a 12.000
rpm, tomando el sobrenadante donde se encontraba el
ADN.
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PCR PARA LA TIPIFICACION IS 6110

Se utilizaron los cebadores CAR 2 Ay CAR 2 B, con la si-
guiente secuencia; CAR 2 A (5-GAC-TCA-CCG-GGG-TTC-
A-3"); CAR 2 B (5-GAC-ATG-CCG-GGG-CGG-TTC-A-3"),
dirigidos a los extremos de la I1S6110. Los mismos que
fueron sintetizados por SIGMA. Las condiciones de la re-
accion en cadena de la polimerasa fueron: 1 ciclo a 94 °C
por 2 minutos (desnaturalizacién inicial); 40 ciclos de 94
°C por 10 seg, 62 °C por 20 seg, 72 °C por 1 minuto.
Y 1 ciclo a 72 °C por 7 minutos (extension final).

-Los productos fueron analizados por electroforesis en
agarosa al 1,4%, con bromuro de etidio en una concen-
tracion de 0,5 ug/ml y visualizados en un transilumina-
dor de luz U.V.

RESULTADOS

Se analiz6 un total de 31 muestras, procedentes de dife-
rentes 6rganos y tejidos. El detalle de las muestras se en-

cuentra en la figura 1.
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Figura 1. Distribucion de aislamientos de Mycobacterium tuberculosis
extrapulmonar. Or ( Orina), Sup ( Supuraciones), Asc ( Liquido Ascitico)
LCR ( Liquido Cefalo raquideo)

Como se observa en esta tabla de las 31 muestras anali-
zadas, 23 aislamientos corresponden a orinas, represen-
tando un 74,19% del total, Supuraciones 2 (6,45%),
Liquido ascitico 2 (6,45), Liquido cefalo raquideo 4
(12,90%). Los analisis moleculares, realizados por la téc-
nica IS6110-PCR, muestran una amplia variabilidad ge-
nética. (Figuras 2 y 3), donde se observan productos de
amplificacién de diferente nimero de pares de bases.
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Figura 2. M (marcador),(C-), 1-17 orinas. 1(53 ),2 (635) 3(721,) 4 (294,)
5(417) 6 (94,); 7(1049) 8(328), 9(653); 10(615); 11 (537); 12 (551 );13 (833);
14(730) ; 15 (934); 16 (974);17 (956); 18, (253) Sec. Purulenta).
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Figura 3. M (marcador), C (Control negativo) 1,3,4,5,6,7 orina ; 1(966),
2(928 LCR), 3(1086), 4(1186), 5(1271), 6(234), 7(230), 8(153 secre-
cién), 9(370 Lig. Ascitico), 10(648 Liq. Ascitico), 11(204 pulmonar),
12(199 pulmonar), 13(153 Secrecion), 14(632 LCR), 15(448 LCR), 16(889
LCR), 17(889 LCR), 18(C+ H37 Rv).

En base al analisis de las figuras 2 y 3 se encontré un total
de 14 perfiles, de los cuales 5 genotipos fueron descritos
en tuberculosis pulmonar como son el II, VIII, IV, VII y
III 8, y los nuevos perfiles encontrados en estas muestras
fueron en total 9 y corresponden a los genotipos X, XI,
XII, XIII, XIV, XV, XVI, XVI y XVIII, mostrando una am-
plia variabilidad genética. El porcentaje de estos se en-
cuentra en la tabla 1.

Tabla 1. Genotipos encontrados en diferentes muestras de
Mycobacterium tuberculosis extrapulmonar

Genotipos N. de Porcentaje %
Aislamientos
11 9 29,03
VIII 6 17,35
v 3 9,67
VII 1 3,22
X 1 3,22
XI 2 6,45
XII 1 3,22
XIII 1 3,22
111 2 6,45
XIV 1 3,22
XV 1 3,22
XVI 1 3,22
XVII 1 2,22
XVIII 1 3,22

Esta tabla muestra la variabilidad genética, sin embargo
existen grupos claramente dominantes que corresponden
a los genotipos II con 2 bandas de 500y 200 pb ; VIII
con bandas de 200, 300 y 500 pb y el genotipo IV con
550 y 300 pb.

También se realizd un analisis de la distribucién de ge-
notipos en las diferentes formas clinicas, encontrando
mayor variabilidad en orinas. (Figura 4)
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De un total de 31 muestras 23 fueron orinas lo que nos
permitié analizar los genotipos circulantes en esta forma
clinica como se observa en la figura 5.
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Figura 4. Distribucidon de genotipos en diferentes muestras clinicas.

En esta figura podemos apreciar que si bien hay un total
de 11 genotipos, el IT y el VIII, se encuentran predomi-
nando en la tuberculosis urinaria con un porcentaje de

26,08 cada uno.
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Figura 5. Grafico de distribucién de genotipos en orinas

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En relacién al porcentaje de la tuberculosis de diferentes

organos y tejidos se pudo observar que los aislamientos
procedentes de orinas son mayoritarios, representando
un total de 74,19% .Este es un dato que llama la atencion
porque si bien en algunos trabajos indican que la tuber-
culosis urinaria es la mas frecuente!3, en un estudio an-
terior se encontré que el mayor porcentaje de
aislamientos provenian de muestras de orina'4; en otras
investigaciones realizadas en Cuba?, reportan un porcen-
taje mas alto de aislamientos provenientes de liquido
pleural, seguido de tuberculosis ganglionar; asi también
en otro estudio en Maryland, encuentran una mayor pre-
valencia de tuberculosis cérvico linfatica y la tuberculosis
genito urinaria solo en un porcentaje de un 4,9%?*. Esta
diversidad de resultados indican que el tipo de tuberculo-

sis 0 los drganos mas afectados varian en los diferentes

paises y regiones.

Respecto a los genotipos encontrados observamos una
alta variabilidad puesto que en total se encontré 14 ge-
notipos diferentes en las 31 muestras analizadas, ademas
se ve que no existe una estrecha relacion entre los geno-
tipos que fueron observados en tuberculosis pulmonar y
tuberculosis extrapulmonar, si bien se presentaron ge-
notipos ya descritos previamente en tuberculosis pulmo-
nar, la frecuencia de los mismos es muy diferente,
ademads aparecen otros que no fueron observados en ais-
lamientos de tuberculosis pulmonar8. Es asi que en Myco-
bacterium tuberculosis pulmonar predominaban los
genotipos I y IIl y se encontraban en porcentajes muy
bajos el II, VIII y IV8, que son los que se observaron con
mayor frecuencia en la tuberculosis extrapulmonar.

En el trabajo de Torgersen'4, encontraron una amplia va-
riabilidad genética en aislamientos de Mycobacterium tu-
berculosis extrapulmonar y perfiles diferentes que en la
tuberculosis pulmonar. La alta variabilidad genética de
esta bacteria fue descrita en el estudio realizado por Nicol
et al'®> en Sud Africa, donde observaron 11 familias de
genotipos en Mycobacterium tuberculosis extrapulmonar.
En otro estudio realizado en San Francisco'®, encontraron
gue epidemioldgicamente los genotipos de M. tuberculo-
sis en su mayoria difieren de los de tuberculosis pulmo-
nar, resultado que observamos cuando comparamos los
perfiles de tuberculosis pulmonar y extrapulmonar en la
ciudad de Cochabamba.

En relacién a la presencia mayoritaria de 2 genotipos,
ocurre normalmente cuando en los paises se observa, que
cuando hay una alta prevalencia de la enfermedad puede
existir un mayor grado de parentesco en las cepas circu-
lantes a causa de una transmision activa y reciente!”.
Cuando analizamos la relacidén entre el genotipo y la ma-
nifestacion clinica de la tuberculosis extrapulmonar, se
observa el predominio de dos genotipos en los aislamien-
tos provenientes de muestras de orina; si bien existen re-
portes previos que indican que podria existir una relacion
por ejemplo entre determinados genotipos y su afinidad
por tejidos cerebroespinales'®, este resultado es discuti-
ble y variable, puesto que en otros estudio en Madagas-
car'®, se analizé la relacién entre los genotipos y las
manifestaciones clinicas, para ver si determinados geno-
tipos tienen preferencia para determinados érganos, no
encontraron asociacion entre diferentes érganos o tejidos
y genotipo en especial.
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Este trabajo nos permitid llegar a las siguientes conclu-

siones:
-El mayor nimero de aislamientos Mycobacterium tu-
berculosis extrapulmonar procedian de orinas en un
porcentaje de 74,19%.
- Se encontr6 amplia variabilidad genética con un total
de 14 genotipos diferentes, los genotipos que se pre-
sentaron con mayor frecuencia en las muestras anali-
zadas fueron el II con 29,03%, el VIII con 17.35% y
el IV con 9,67%.
- De los genotipos encontrados 9 fueron diferentes y
5 similares a los descritos en Mycobacterium tubercu-
losis de origen pulmonar, de estos, se observé en
mayor porcentaje aquellos que fueron minoritarios en
tuberculosis pulmonar como los genotipos II, VIII y IV.
-En las muestras de orina se observo 11 genotipos, de
los cuales se encontraban en mayor porcentaje el Il y
el VIII en un 26,08% cada uno.

Los resultados nos permitieron conocer la variabilidad ge-

nética de Mycobacterium tuberculosis de origen extra-

pulmonar.
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