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RESUMEN

El presente trabajo tuvo por objetivo determinar los
genotipos de cepas de Mycobacterium tuberculosis de
los departamentos de Cochabamba, La Paz y Santa Cruz,
aplicando la técnica [S6110-PCR, previamente adecuada
y validada por la técnica IS6110-RFLP. Se trabajé con 72
aislamientos, los resultados mostraron nueve perfiles de
bandas diferentes, permitiendo agrupar a Mycobacterium
tuberculosis, en 9 genotipos, encontrando variabilidad
de acuerdo al area geografica. En el departamento de
Cochabamba predomina el genotipo I, seguido del III y
VII; en Santa Cruz el I y en La Paz los genotipos I1I y II.
La técnica estandarizada IS6110-RFLP permiti6 validar la
IS6110-PCR, existiendo correlacion entre ambas técnicas;
demostrando ademads la presencia de varias copias de
IS6110, generalmente en un nimero mayor a 6 y menor
a 10.
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ABSTRACT

This work aims to determine the Mycobacterium
tuberculosis genotypes in Cochabamba, La Paz, and Santa
Cruz by applying the IS6110-PCR technique, previously
standardized and later validated by the IS6110-RFLP
technique.

Seventy two samples of the bacteria under study were
tested and the results revealed nine profiles of different
bands. Thus, Mycobacterium tuberculosis could be
grouped in nine genotypes that show variability according
to the geographical area. Genotype I, followed by III and
VII, predominates in the area of Cochabamba; genotype I

in Santa Cruz; and genotypes III and II in La Paz.

The IS6110-RFLP standardized technique allowed the
validation of the IS6110-PCR, revealing a correlation
between both techniques. Moreover, The IS6110-RFLP
standardized technique also showed the presence of several
copies of IS6110 in a number greater than six and lesser
than ten.
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INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad de los pulmones,
contagiosa, cronicay severa, que presenta un cuadro clinico
inmunolégico complejo; ataca a un alto porcentaje de la
poblacién y es causada por Mycobacterium tuberculosis,
conocido como Bacilo de Koch.

A pesar de que hace muchos afios se conocen drogas,
tratamientos eficaces y procedimientos para su control,
actualmente nos encontramos ante un recrudecimiento de
la enfermedad en el &mbito mundial, constituyéndose en la
infeccion que mas muertes provoca en el mundo®2.
Bolivia es un pais que se caracteriza porque todavia tiene
una alta incidencia de la tuberculosis pulmonar y cada
aflo se reportan casos nuevos notificados. En el afio 2001
se notificaron 10.044, de los cuales el 85% correspondio
a tuberculosis pulmonar y el 15% a tuberculosis
extrapulmonar, sin embargo, también existen casos que no
son reportados, especialmente en las poblaciones rurales®.
En nuestro pais se han desarrollado varios trabajos
microbioldgicos con este bacilo, pero trabajos a nivel
molecular fueron pocos; por lo que es necesario realizar
estudios para conocer las caracteristicas genéticas y
tipificar las cepas de M. tuberculosis que provienen de
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Cochabamba y de otros departamentos, con el propdsito de
identificar genotipos circulantes y buscar correlacion con
zonas geograficas; estos ensayos permitiran realizar estudios
epidemiologicos a nivel molecular y, posteriormente,
emprender nuevos retos en la solucion del problema.

Para los estudios de genotipificacion en M. tuberculosis
el marcador molecular mas utilizado es la secuencia de
insercion IS6110, que se caracteriza porque se presenta
en nimero variable de copias y en diferentes regiones del
cromosoma. Enbaseaeste marcadorlatécnicaestandarizada
es la que se basa en los fragmentos de restriccion de
longitud polimoérfica, después de una extraccion de ADN
y digestion con la enzima Pvu II; conocida como IS6110-
RFLP*.

Debido a algunos inconvenientes que presenta la técnica
IS6110-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 alternativos para la
tipificacion de M. tuberculosis, asi como para los estudios
epidemiologicos™®”8. Entre estos se encuentra la técnica
IS6110-PCR, utilizada para la tipificacion de esta bacteria,
que se basa en el polimorfismo de las regiones continuas
aIS6110.

Por lo tanto el propésito de esta investigacion fue el
de determinar el polimorfismo genético en cepas de
M.tuberculosis, provenientes de los departamentos de
Cochabamba, La Paz y Santa Cruz, utilizando como
marcador molecular la secuencia de insercion IS6110.

MATERIAL Y METODOS

Se trabajo con 72 aislamientos de Mycobacterium
tuberculosis, obtenidos de esputos de pacientes con
tuberculosis pulmonar, en la Escuela Técnica de Salud de
Cochabamba y el Instituto Nacional de Laboratorios en
Salud (INLASA) y derivados al Laboratorio de Biologia
Molecular de la Facultad de Bioquimica y Farmacia de la
Universidad Mayor de San Simon.

Para la genotipificacion de este microorganismo, se
utilizaron dos técnicas de tipificacion molecular: La
IS6110-PCR? y la IS6110-RFLP*, que fue utilizada para
validar la primera. Las técnicas fueron:

Técnica IS6110-PCR. Se adecud en nuestras condiciones
de laboratorio, los métodos descritos por Otal 8; Yates * y
Neimark ',

Extraccion del ADN:

Del cultivo de M. tuberculosis, se tomd una colonia grande
o0 cuatro pequeiias, se colocaron en el buffer Tris-HCI 10
mM y EDTA 1 mM, se las hicieron hervir por un tiempo
30 minutos, se agregd cloroformo y se centrifugo a 12.000
rpm, separando la fase acuosa que contenia el ADN.

PCR para la tipificacion de 1S 6110:

Se utilizaron los cebadores CAR 2 A (5’-GAC-TCA-CCG-

GGG-TTC-A-3") y CAR 2 B (5’-GAC-ATG-CCG-GGG-
CGG-TTC-A-3’), descritos por Otal®. Los mismos que
fueron sintetizados por EUROGENTEC. Las condiciones
de la reaccion en cadena de la polimerasa fueron:1 ciclo a
94 °C por 2 minutos, 40 ciclos de 94 °C por 10 segundos,
62 °C por 20 segundos, 72 °C por 1 minuto y 1 ciclo a
72 °C por 7 minutos. Los productos de la amplificacion
fueron separados en gel de agarosa al 1,4% y visualizados
con bromuro de etidio de 0,5ug/ml, en un transiluminador
de luz UV.

Técnica 1S6110 RFLP. Para esta técnica de tipificacion
se procedid de acuerdo al método descrito por Van Emden,
et al *, y las técnicas generales segtin los procedimientos
descritos por Sambrook, et al .

Extraccion de ADN:

Se tomo6 aproximadamente 3 asas de cultivo bacteriologico,
que fueron transferidas al buffer Tris-HCI 10mM y EDTA
ImM, la mezcla fue calentada, por 20 minutos, se adiciond
lisozima de 10 mg/ml y se incubo por 1 hora a 37 °C. Se
colocé SDS al 10% y proteinasa K de 10 mg/ml, luego
NaCl y N-cetil-N-N-N-trimetil amonio CTAB, (4,1 g de
NaCly 10 g de CTAB), se incubd por 10 minutos a 65°C.
Se adiciondé un volumen igual de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1) y se llevé a un vortex. La mezcla se
centrifugd a 12.000 rpm. La precipitacion del ADN se
realizd con isopropanol.

E1 ADN bacteriano se cuantifico por espectrofotometria de
luz ultravioleta a una longitud de onda de 260 nm.
Digestion del ADN con la enzima Pvu I1. Para la digestion
se utilizé 2 pg del ADN cromosomico de la bacteria y se
incubo con 5 unidades de enzima Pvu II de 10 U/ul, en
un volumen final de 10 pl. Los productos de la digestion
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al
1%.

Transferencia del ADN a membrana de nitrocelulosa.
Para la transferencia de los fragmentos de restriccion, el
gel de agarosa se realizd una desnaturalizacion alcalina,
luego una neutralizacion y la transferencia, utilizando
membrana de nitrocelulosa SIGMA de 0,45 um de poro y
una solucién de transferencia.

Preparacion de la sonda IS6110. Para la preparacion
de la sonda se siguid el procedimiento descrito por
Van Embden, et al*, se utilizd el ADN de una cepa de
referencia de M. tuberculosis H37Rv y los cebadores:
INS 1 e INS 2, que corresponden respectivamente a las
regiones 631-650 y 856 a 875 de la secuencia de Insercion
IS6110, para la amplificacion se utilizo el kit — “PCR DIG
PROBE SYNTESIS KIT” de Roche. Las condiciones de
amplificacion fueron: 1 ciclo a 94°C por 3 min; 25 ciclos:
94°C por 30 segundos, 57°C por 30 segundos, 72°C por 1
minuto, 1 ciclo a 72°C por 7 minutos. Se obtuvo una sonda
de 245 pb, marcada con digoxigenina.

Hibridacién con la sonda IS6110. La hibridacion con la
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sonda IS6110, se realizo por 12 horas a una temperatura
de 55°C en una solucion de hibridacion. Para la deteccion
de la sonda, la membrana se incubd con TBS 0,5% leche
en polvo, luego se cubrid con una solucion de antiDIG-
fosfatasa alcalina en TBS-0,5% leche y se incubd durante
2 horas, a temperatura ambiente. Para la revelacion se
utilizé como sustrato Nitroazul de tetrazolium y 4-cloro-5-
bromo-Indoilfosfato (BCIP).

Analisis estadistico. Para el analisis estadistico de los
resultados de IS6110-PCR, se utilizoé el programa SAS
para realizar una inferencia estadistica, determinando el

1018 pb

506 pb
396 pb

220 pb

7

intervalo de confianza a 95% de seguridad y estimar la
frecuencia relativa de los genotipos a nivel poblacional.
Para la asociacion entre genotipos y departamentos, se
realizd un analisis de Chi-cuadrado, en el programa SPSS.

RESULTADOS

Tipificacion por la técnica 1S6110-PCR. Los productos
de la PCR, mostraron diferentes tamafos y numero de
bandas, observando la variabilidad genética entre las
diferentes cepas provenientes de los departamentos de
Cochabamba, La Paz 'y Santa Cruz. Figura 1.

8 9 10 11 12 13 14 15

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 151617 18 19 20

Figura 1. Perfil de bandas, producto de amplificacion de muestras de ADN de Mycobacterium tuberculosis.

El detalle de las muestras es:

Superior 1, 2, cepas de  Cochabamba; 3, Santa Cruz, 4-7,
9-15 cepas de La Paz, 8, Marcador de tamafio. Inferior; 1-
9; 11-20 cepas de Cochabamba, 10, Marcador de tamaiio.
Para verificar la reproducibilidad de la técnica se amplifico
las mismas muestras obteniendo el mismo numero de
bandas.

Como resultado de esta tipificacion por PCR, se observaron
9 perfiles diferentes denominados I, II, III, IV, V, VI, VII,
VI y IX, que se diferenciaron por el numero y tamafio de
bandas. La distribucion porcentual de los genotipos en las
muestras analizadas se encuentra en Figura 2.
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Figura 2. Distribucion de los genotipos de Mycobacterium tuberculosis en Cochabamba, La Paz y Santa Cruz.

En base a los resultados de la técnica IS6110-PCR, se
realizé un analisis estadistico para determinar, la frecuencia
relativa de los genotipos y realizar una estimacion
poblacional de los mismos

El analisis estadistico, indica la existencia de un genotipo
predominante que es el I, con porcentaje de 50%, siguiendo
en importancia el genotipo III con 30,6%, luego el II
con 6,9%, el VII con 4,2%, el grupo VIII con 2,8%. Los
grupos IV, V, VI y IX, se presentaron en una sola muestra
representando solo el 1,4%.

Respecto a la estimacion poblacional, con un intervalo de
confianza del promedio a un 95%, se puede concluir que
el genotipo I, tiene un intervalo comprendido entre 38,5 y
61,5%, el 111, entre 19,9 y 41,2% y el 11, entre 1,1 y 12,8%;
el resto de los genotipos se encuentran en intervalos de
confianza muy bajos.

Para determinar la distribucion de genotipos de la bacteria
en los tres departamentos se consideré las muestras
provenientes de estos lugares. La distribucion porcentual
de los genotipos se expresa en la Figura 3.

Tipificacion de Mycobacterium tuberculosis por
departamento
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Figura 3. Distribucion de genotipos de Mycobacterium tuberculosis por departamento.
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En la Figura 3, de distribucion de los genotipos por
departamento, se puede observar, que en los departamentos
de Cochabamba y Santa Cruz, predomina el grupo I, que
parece ser el genotipo responsable del mayor nimero
de casos en dichos departamentos, pero se encuentra
ausente en La Paz; el genotipo II, se presenta en los
tres departamentos, sin embargo en un porcentaje muy
bajo en Cochabamba; el genotipo III, es predominante
en La Paz, con un porcentaje del 50%, pero también se
encuentra presente en Cochabamba y Santa Cruz en menor
proporcion; el resto de los genotipos se presentan con

frecuencias relativas muy bajas. El analisis estadistico de
“chi-cuadrado de pearson” y “Likelihood ratio”, con 95%
de confianza, dio como resultado un p-value de 0,05 y
0,041 respectivamente, permitiendo concluir, que existe
relacion entre los genotipos predominantes que circulany
el area geografica.

Resultados de IS6110-RFLP. Una vez adecuada la
técnica, se procedio a trabajar con 25 muestras tomadas
al azar. Los resultados de la hibridacion se expresan en la
Figura 4.
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Figura 4. Perfil de fragmentos de restriccion de longitud polimérfica de IS6110 de Mycobacterium tuberculosis,
reconocidos por hibridaciéon con la sonda IS6110, marcada con digoxigenina.

El detalle de muestras es: 1, La Paz; 2-6, Cochabamba.
Observando los resultados de la hibridacion de los
fragmentos de longitud polimorfica de  IS6110 de
Mycobacterium tuberculosis, con la sonda I1S6110, se
observo la presencia de varias copias de la secuencia de
insercion IS6110, en un nimero igual o mayor a 6, pero
menor a 10. Es importante destacar que aquellas muestras
que presentaron el mismo genotipo por la técnica IS6110-
PCR, presentaron el mismo perfil de fragmentos de
restriccion de longitud polimorfica de IS6110.

DISCUSION

El nimero de genotipos encontrados en nuestro estudio por
la técnica IS6110 -PCR, muestra claramente el predominio

de un genotipo en relacion a los otros. Esta situacion puede
explicarse porque en Bolivia existe una alta prevalencia
de la enfermedad y en estudios previos se ha observado
que los paises donde la prevalencia es alta, el grado de
parentesco entre las cepas de Mycobacterium tuberculosis
es mayor a causa de la transmision activa y reciente en una
comunidad como indican Sechi, et al.'* y Van Soolingen,
etal®.

En relacion a los perfiles encontrados en los tres
departamentos en estudio, se puede observar que son
similares en el tamafio y nimero de bandas encontrados
en otros trabajos realizados con la misma técnica'.

Como se ve en la Figura 2, los genotipos I y, III, son los
responsables del mayor numero de casos, situacion que
ha sido reportada para otros paises como Tanzania, donde
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indican que en algunas regiones solo 2 ¢ 3 genotipos son
responsables del mayor nimero de casos enuna determinada
region (Bauer, ef al."®). Asi también Zeng, et al.'® con la
misma técnica, determinaron 8 grupos polimorficos de
Mycobacterium tuberculosis en la China, de los cuales tres
son predominantes en esa region.

Respecto a la distribuciéon y predominio del genotipo I en
Cochabambay Santa Cruz, podriadeberse alaaltamovilidad
de las personas entre el valle y el oriente; sin embargo el
grupo III, que es predominante en el departamento de
La Paz, también se encuentra en Cochabamba y Santa
Cruz y el grupo II en La Paz y Santa Cruz, esta situacion
muestra la diseminacion de algunos grupos entre los tres
departamentos, debido al frecuente traslado de personas
infectadas de una region a otra.

Estos resultados nos permiten concluir que existe relacion
entre los genotipos predominantes que circulan y la region
geografica, como explican Reniero!” y varios autores'*!%.
Asi mismo la diseminacion de genotipos de un lugar a
otro, debido a la frecuente emigracion de pacientes fue
establecida por Borgdorff, et al °.

En relacion a la técnica PCR-RFLP, observando los
patrones de bandas de hibridacion, se puede concluir que
todas las cepas analizadas por ésta técnica, tienen varias
copias de la secuencia de insercion IS6110, que se observan
como fragmentos de longitud polimdrfica con tamafios
mayores a 0,9 Kb como indica Van Emden, et al. *; que los
productos obtenidos no deberan ser menores a este tamafio
debido a que la enzima Pvull, corta la IS6110 produciendo
fragmentos de 0,45 a la izquierda de la secuenciay 0,9 a la
derecha y la sonda IS6110 hibrida con la region derecha
de la IS, el nimero de copias de IS6110, varia entre 6 y
9, aspecto muy importante puesto que se han reportado
cepas que tiene de 2 hasta 20 copias; la mayoria de las
cepas tienen esta secuencia y el nimero puede variar
significativamente de acuerdo a la region, incluso algunos
paises como en la India, encontraron cepas que no poseen
esta secuencia de insercion.

El ntimero de bandas encontradas es bastante frecuente y
ha sido reportado en estudios realizados en otros paises,
es asi que Hwang® en Taiwan encuentra que la mayoria de
las cepas circulantes en ese pais, tiene un niimero de 6-16
copias, en Italia Sechi, ez al.'*indica que los Mycobacterium
tuberculosis de esa region presentan un nimero mayor a 6
copias. A nivel de Iberoamérica, Diaz, et al.*' encuentra en
Cuba que las cepas tienen de 6-20 copias, y en Colombia
Gomez-Marin, et al.*?, observéd que la mayoria de las cepas
de la region del valle tienen un promedio de 10£3 copias,
existiendo correlacion con la zona geografica.

Respecto a la validacion de la técnica IS6110-PCR
por la técnica IS6110-RFLP, se encontrd6 muy buena
relacion entre ambas técnicas, puesto que los grupos que

presentaron perfiles diferentes y grupos diferentes por la
IS6110, también por la técnica IS6110-PCR, aquellos que
se encontraban por RFLP en el mismo grupo, también se
agruparon en un solo genotipo por PCR.
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