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INTRODUCCIÓN

La tuberculosis (TB) es responsable de 3 millones de
muertes al año y de la presentación de aproximadamente
8 millones de nuevos casos; se calcula que un tercio de la
población mundial se encuentra infectado con esta
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enfermedad1,2. La situación es aún más dramática en países
en vías de desarrollo, en los cuales ocurren 95 a 98% de
los casos y las muertes por esta enfermedad3. En el Perú,
luego de la implementación de la terapia corta directamente
suministrada (DOTS/TAES), los niveles de incidencia han
disminuido de manera importante; aunque todavía se
encuentre entre las más alta en América. En el año 2000
se diagnosticaron un total de 39 918 pacientes con TB en
todas sus formas, 58% de los cuales fueron reportados
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RESUMEN

Objetivo: evaluar la frecuencia y el agrupamiento de los perfiles genéticos (RFLP-IS6110) y los niveles de resistencia a
drogas en aislamientos de M. tuberculosis de pacientes hospitalizados con tuberculosis pulmonar frotis positivo (TBP-FP)
en un hospital general de la provincia del Callao, Lima, Perú. Materiales y métodos: se incluyeron pacientes con TBP-FP
hospitalizados en el Hospital Nacional Daniel A. Carrión entre agosto de 2000 y febrero de 2001. Se realizó la prueba de
sensibilidad a las cuatro drogas de primera linea (INH, RIF, SM, EMB) por el método de las proporciones y la genotipificación
mediante el método estándar de RFLP-IS6110. Se recolectó la información de los pacientes de los registros de laboratorio
e historias clínicas. Resultados: en 74 aislamientos, el número de bandas en los perfiles genéticos variaron entre 2 y 16,
4 perfiles (5,5%) mostraron menos de 5 bandas. En total 50 perfiles genéticos fueron obtenidos de 70 pacientes. 34
aislamientos (48,6 %) se agruparon en 14 “clusters” y 36 tuvieron ocurrencia única. La resistencia a drogas en pacientes
nunca y antes tratados fue 45,2% y 71,1%, respectivamente. La multidrogorresistencia fue 16,1% y 36,8%, respectivamente.
10 de los 14 “clusters” incluyeron por lo menos un aislamiento resistente y un cluster agrupó 6 aislamientos resistentes.
Conclusiones: No se encontró evidencia de algún genotipo predominante en la población estudiada. Sin embargo, se
observaron «clusters» agrupando pacientes con TB sensible y resistente. Nuestros resultados sugieren que existen genotipos
asociados a resistencia lo cual indicaría transmisión activa de cepas resistentes en la provincia del Callao. Es necesario
llevar a cabo un estudio poblacional para confirmar nuestros resultados.

Palabras clave: Tuberculosis; M. tuberculosis; Resistencia a las drogas; Códigos genéticos; Polimorfismo de longitud del
fragmento de restricción; Callao; Perú (Fuente: BIREME)

ABSTRACT

Objective:To assess the frequency and clustering of DNA fingerprinting (RFLP-IS6110), and to determine levels of drug-
resistance among M. tuberculosis isolates from smear-positive pulmonary tuberculosis patients (SP-PTB) from a general
hospital in Callao. Materials and methods: Patients with SP-PTB hospitalized in the Hospital Nacional Daniel A Carrión
from August 2000 to February 2001were included in the study. Drug-susceptibilty testing to the four first-line drugs (INH,
RIF, SM, EMB) was performed using the proportion method, and DNA fingerprinting analysis was performed using the
standard IS6110-RFLP technique. Patient information was collected from clinical  and laboratory records. Results: From
74 isolates, the number of IS6110-bands varied from 2 to 16, 4 isolates (5,5%) showed less than 5 bands. Overall, 50 DNA
fingerprinting profiles were observed in 70 patients. 34 isolates (48,6 %) were grouped in 14 clusters and 36 isolates were
isolated ocurrences. Drug resistance in never treated and previoulsy treated patients was 45,2% and 71,1%, respectively.
Multidrug-resistance was 16,1% and 36,8%, respectively. 10 out of 14 clusters had at least one drug-resistant isolate. One
cluster involved 6 drug-resistant isolates. Conclusion: No evidence of clonal spread of a particular strain was observed.
However, we found clusters grouping drug-resistant and drug-susceptible patients. Our results suggests that there are
genotypes associated with drug resistance, which could indicates ongoing transmission of drug-resistant M. tuberculosis
strains in Callao.  A population-based study is necessary to confirm our results.

Key words: Tuberculosis; M. Tuberculosis; Drug resistanse; Genetic code; polymorphism, restriction fragment length;
Callao; Perú (Source: BIREME)
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sólo en Lima y Callao4. Además, de acuerdo con el último
estudio nacional de vigilancia, los niveles de resistencia a
drogas antituberculosas se han incrementado. En este
contexto, es de vital importancia la búsqueda de nuevas
herramientas experimentales para delinear mejor las
estrategias de intervención y prevenir la transmisión de la
tuberculosis en la comunidad.

El desarrollo de nuevos métodos moleculares para
caracterizar genéticamente aislamientos de
Mycobacterium tuberculosis  ha contribuido
enormemente en entender mejor la dinámica de
transmisión y la patogénesis de la TB en el mundo5,6,8,9,20.
El Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restricción (RFLP, por sus iniciales en inglés) de la
secuencia de inserción IS6110 ha sido hasta la fecha el
método más aceptado7. El RFLP es capaz de discriminar
entre cepas relacionadas y no relacionadas clonalmente;
y así, proporciona perfiles genéticos idénticos en cepas
que provienen de pacientes relacionados
epidemiológicamante, y proporciona perfiles genéticos
diferentes en cepas provenientes de pacientes sin
relación de contagio5,6. Estudios de epidemiología
molecular, empleando procedimientos moleculares como
el RFLP combinado con métodos epidemiológicos
convencionales, han logrado identificar fuentes de
infección y nuevos focos de transmisión no detectados
por los métodos clásicos de estudio de contactos,
estudiar la magnitud de la transmisión reciente e
identificar factores de riesgo asociados a la transmisión
activa 5,6, 8-10,19,20.

El primer paso para implementar un estudio poblacional
de epidemiología molecular y, posteriormente, un sistema
de vigilancia de la transmisión mediante RFLP en los
llamados “bolsones de TB”, es caracterizar los aislamientos,
identificar patrones predominantes y evaluar la diversidad
clonal de las cepas que ocasionan enfermedad tuberculosa
en una determinada área geográfica. En ese sentido, el
objetivo del presente estudio fue de evaluar preliminarmente
la frecuencia y el agrupamiento de los perfiles genéticos
basados en el marcador genético IS6110 (RFLP-IS6110), y
determinar los niveles y patrones de resistencia a drogas en
una población de pacientes hospitalizados en un hospital
referencial del Callao durante un periodo de seis meses entre
el año 2000 y el año 2001.

MATERIALES Y MÉTODOS

POBLACIÓN DE PACIENTES Y AISLAMIENTOS
CLÍNICOS.

Entre agosto de 2000 y febrero de 2001 se obtuvieron
muestras clínicas de todos los pacientes con TB pulmonar
con baciloscopía positiva (TBP-FP). Los pacientes fueron
“nunca” y “antes tratados” que fueron hospitalizados (al
menos un día de hospitalización) en los servicios de
neumología y medicina interna del Hospital Nacional Daniel
A. Carrión. Los pacientes nunca tratados fueron
hospitalizados por algún otro motivo. Las muestras de
esputo se transportaron de manera adecuada al
Laboratorio Nacional de Referencia de Micobacterias
(LNRM)11. Se utilizó una ficha estandarizada para la
recolección de la información demográfica (edad, sexo,

procedencia) y la información clínico-epidemiológica (fecha
de diagnóstico, antecedentes de tratamiento, infección VIH,
historia previa de TB), las cuales fueron obtenidas a partir
de los registros del laboratorio y mediante revisión de
historias clínicas.

CULTIVO Y PRUEBA DE SENSIBILIDAD A DROGAS
ANTITUBERCULOSAS.

Las muestras de esputo se procesaron de acuerdo con
el método de Ogawa para el aislamiento de
micobacterias11. La prueba de susceptibilidad a drogas de
primera línea: rifampicina (RIF), isoniacida (INH),
estreptomicina (SM), y etambutol (EMB) fueron
desarrolladas por el método de las proporciones de
acuerdo con Canetti, Rist y Grosset11. Para ello, se
emplearon las siguientes concentraciones críticas de las
drogas antes mencionadas: RIF: 40,0; INH: 0,2; SM: 4,0 y
EMB: 2,0 mg/mL. Se definió resistencia a drogas (TB-R)
como resistencia por lo menos a una de las cuatro drogas
estudiadas y multidrogorresistencia (TB-MDR) como
resistencia por lo menos a RIF e INH.

CARACTERIZACIÓN GENÉTICA POR RFLP-IS6110

Para caracterizar las cepas de M. tuberculosis, fue
empleado el método estándar de RFLP-IS6110 reportado
por van Embden (1993)7,12. Para ello, el ADN se extrajo
mediante la técnica basada en CTAB/NaCl (SIGMA) y
cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). Luego, 4,5 mg de ADN
genómico fue cortado con la enzima de restricción PvuII
(New England Biolabs), y los fragmentos de restricción
fueron separados mediante electroforesis en 0,8% agarosa
(SIGMA) durante toda la noche a 25 V. Posteriormente, el
ADN fue transferido a una membrana de nylon (Hybond+,
Amersham Pharmacia, Biotech) por el método de
capilaridad y la membrana fue hibridizado con una sonda
de 245 pb de una región de la secuencia de inserción
IS6110. El marcaje y detección se realizaron usando el Kit
ECL (Amersham Pharmacia, Biotech) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Una cepa de referencia (M.
tuberculosis 14323) se incluyó en cada corrida como
control externo de normalización7,12.

ANÁLISIS DE LOS PERFILES GENÉTICOS

Los perfiles genéticos RFLP-IS6110 generados en
base al número y posición de IS6110 en el genoma de M.
tuberculosis fueron analizados con la ayuda del programa
GelCompare II versión 4,0 (Window 98, Applied Maths,
Kortrijk, Bélgica). Los tamaños de los fragmentos que
contienen la secuencia de inserción fueron normalizados
empleando el patrón conocido de la cepa de referencia
M. tuberculosis 14323. Para estudiar la diversidad clonal
de los aislamientos se generó un dendrograma de
similitud basado en el algoritmo UPGMA y el coeficiente
de Dice. Para el análisis de agrupamiento se incluyeron
únicamente los perfiles RFLP-IS6110 que presentaron al
menos 5 bandas13. Se definieron “clusters” de perfiles
genéticos relacionados si dos o más aislamientos tuvieron
más de 4 bandas y compartieron idénticos perfiles RFLP-
IS6110 o ellos difirieron únicamente en la adición o
ausencia de una única banda13. Todos los patrones fueron
inspeccionados visualmente para detectar posibles
errores.

Perfiles Genéticos y Resistencia a drogas en aislamientos de M. tuberculosis
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RESULTADOS

De los 90 pacientes reclutados para el presente estudio,
9 fueron excluidos por presentar cultivo negativo. Los 81
restantes fueron elegibles para la prueba de sensibilidad y
el análisis de RFLP-IS6110. Sin embargo, 12 fueron
excluidos para este análisis porque en 7 se obtuvo ADN
genómico degradado y en 4 el perfil genético mostró
menos de 5 copias de IS6110 (población final = 70). Los 4
perfiles genéticos con menos de 5 bandas IS6110 fueron
incluidos en el dendrograma, pero fueron posteriormente
excluidos del análisis de agrupamiento. Por otro lado,
únicamente en 69 de 81 (85,2%) pacientes se realizó la
prueba de sensibilidad  porque en 7 pacientes se
obtuvieron menos de 10 colonias (criterio de exclusión para
prueba de sensibilidad)11 y 5 de los cultivos se
contaminaron (población final = 69).

Todos los paciente provinieron de los distritos de Callao,
La Perla, Bellavista, y Ventanilla (7 pacientes fueron
posteriormente transferidos fuera del Callao). Las
muestras clínicas procesadas fueron: esputo en su
mayoría (77), y aspirado bronquial (4). La edad de los
pacientes varió entre 13 y 88 (34,7 ± 15,2). 51,8% de
los pacientes tuvieron entre 20 y 33 años. La mayoría
de los pacientes fueron del sexo masculino (masculino
/ femenino = 1,18:1). 40 pacientes (49,4%) recibieron
tratamiento antituberculoso por más de 3 semanas, 9
pacientes (11,1 %) tuvieron un diagnóstico positivo para
VIH, 27 (33,3%) fueron VIH negativo y en 45 (55,6%)
pacientes no se encontró registros de prueba para
diagnóstico de infección por VIH. Se encontró evidencia
de historia previa de TB en 36 pacientes (44,4 %).

El número de copias de IS6110 en 70 aislamientos (70
pacientes) varió entre 5 y 16, 35% de los aislamientos
tuvieron entre 7 a 9 copias, y 55% entre 7 a 12 copias de
IS6110 (Figura N°1).

Baldeviano C. y col.

Figura Nº 1. Distribución de frecuencias del número de copias
de la secuencia de inserción IS6110 de 74 pacientes
aislamientos de pacientes hospitalizados con tuberculosis
pulmonar frotis positivo, HNDAC, agosto 2000/feb-2001.

La moda fue de 8. No se observó ningún aislamiento sin la
secuencia de inserción IS6110; sin embargo, 4 aislamientos
(5,4%) tuvieron menos de 5 segmentos de inserción IS6110
y fueron incluidos en la elaboración del dendrograma; pero
no fueron considerados en el análisis de agrupamiento.
En total 50 perfiles genéticos RFLP-IS6110 diferentes
fueron obtenidos de 70 aislamientos. 34 (48,6 %) perfiles
genéticos se agruparon en 14 “clusters”, y 36 perfiles
RFLP-IS6110 tuvieron ocurrencia única (Figura Nº 2).

Los tres “clusters” más grandes estuvieron conformados
por uno que agrupó 6 pacientes (cluster I), y dos que
agruparon 3 pacientes (cluster II y III). Los 11 “clusters”
restantes agruparon únicamente a dos pacientes (cluster
IV, V, ..., XIV). El cluster I estuvo caracterizado por un perfil
de 9 bandas (similitud = 92,7%), 4 fueron nunca tratados y
dos antes tratados, dos de los pacientes eran positivo para
VIH. El cluster II agrupó pacientes con aislamientos que
presentaron un perfil genético de 6 y 7 bandas (similitud =

Figura Nº 2. Dendrograma de similitud y “clusters” de patrones
RFLP-IS6110 de 74 aislamientos de pacientes hospitalizados
con TB pulmonar frotis positivo, HNDAC, Ago-2000/Feb-2001.

Figura Nº 3. Resistencia a drogas en 14 “clusters” de
aislamientos de pacientes con TB pulmonar frotis positivo,
HNDAC, Ago-2000/Feb-2001
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Tabla Nº 1.  Resistencia a drogas antituberculosas en 69 de 81 (85,2%) pacientes hospitalizados con TB pulmonar frotis
positivo nunca y antes tratados. Hospital Nacional Daniel A. Carrión, agosto 2000 - febrero 2001

92,3%) e incluyeron 2 pacientes nunca tratados. El cluster
III estuvo caracterizado por perfiles de 6 y 7 bandas
(similitud = 90,8%) y los tres pacientes que lo conformaron
fueron nunca tratados. 84,3 % (59/70) de los pacientes
estudiados mostraron aislamientos cuyo perfil genético
RFLP-IS6110 presentó mayor o igual a 75% de similitud
(Figura N°2, 3 y Tabla Nº 1).

Por otro lado, en cifras globales, la resistencia a drogas
(TB-R) y la multidrogorresistencia global (TB-MDR) en
pacientes hospitalizados para el periodo estudiado fue 59,4
% y 27,5 %, respectivamente. La resistencia por lo menos

a H fue 43,5 % y por lo menos a R fue 31,9%. La TB-R y la
TB-MDR fueron mayores en pacientes antes tratados con
respecto a los pacientes nunca tratados (71,1% frente a
45,2%, p = 0,026; y 36,8% frente a 16,1%, p = 0,049,
respectivamente). Asimismo, la resistencia por lo menos a
R y por lo menos a H fueron mayores en pacientes antes
tratados respecto de los pacientes que nunca recibieron
tratamiento (45,5 % frente a 19,4 %, p = 0,021; y 63,6 %
frente a 25 %, p = 0,001). El 10,1% de la población en
estudio tuvo resistencia a las cuatro drogas (H, R, S y E) y
ello fue observado únicamente en pacientes antes tratados
(Tabla Nº 1).

En 10 de 14 “clusters” (cluster I-V, VII, IX, XI, XIII y
XIV) se observó la ocurrencia de por lo menos un paciente
TB-R y en un cluster grande (cluster I) se observó 6
pacientes TB-R, 5 de los cuales fueron TB-MDR.

DISCUSIÓN

En el Perú, luego de más de 10 años del estable-
cimiento de la estrategia de tratamiento acortado
directamente supervisado (DOTS/TAES) recomendado
por la Organización Mundial de la Salud, la tasa de
notificación de casos y la incidencia de tuberculosis está
disminuyendo en los últimos años14. Sin embargo, como
en muchos países del mundo, la emergencia de la
resistencia a drogas, y en particular de la
multidrogorresistencia (MDR) es una grave amenaza para
el control de la TB. El último estudio nacional de vigilancia
mostró un incremento en la resistencia global primaria y
la multidrogorresistencia primaria15.

En el presente estudio se identificaron un total de 34
pacientes que se agruparon en 14 «clusters», haciendo
un total de 48,6% de agrupamiento. El porcentaje de
agrupamiento de los patrones genéticos en una
determinada población de pacientes ha sido empleado

de forma grosera para estimar el grado de transmisión activa
en esa población8,9. Esto se basa en que pacientes con
reciente enfermedad relacionada epidemiológicamente
presentan  cepas de un mismo origen clonal y, por ende,
proporcionan un patrón genético de RFLP idéntico o muy
similar; mientras que pacientes con TB procedentes de una
reactivación endógena de una infección pasada son
independientes, por lo tanto, presentan patrones genéticos
de RFLP distintos entre sí6.

Varios autores emplean la definición de agrupamiento como
aquellos aislamientos que se relacionan por presentar
patrones genéticos idénticos; es decir, con un 100% de
similitud. Sin embargo, se ha reportado que pacientes con
relación epidemiológica comprobada podrían presentar
pequeñas diferencias en sus perfiles genéticos, como por
ejemplo la ausencia o presencia de una banda adicional16-18.
Por ello, nosotros empleamos como definición de
agrupamiento patrones idénticos (100% de similitud) o
patrones muy similares (una banda adicional o una banda
ausente a lo mucho). Si bien el objetivo del presente trabajo
no fue estimar transmisión activa en la población en estudio,
de acuerdo con la definición de agrupamiento que usamos
en el presente estudio, nosotros encontramos que cerca
de la mitad (48,6%) de los pacientes se agruparon en

Perfiles Genéticos y Resistencia a drogas en aislamientos de M. tuberculosis
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«clusters» de patrones genéticos relacionados, sugiriendo
transmisión reciente. Este valor es superior a estudios
similares en países desarrollados con baja y moderada
prevalencia de TB8, 9, 19, 20. Creemos, sin embargo,  que  este
valor no refleja una estimación real del grado de
agrupamiento en el Callao debido a dos razones
principales: Primero, el corto periodo de muestreo (6
meses) fue probablemente insuficiente para captar el
desarrollo de enfermedad TB en pacientes infectados con
una cepa de alguno de los clusters21. Segundo, la fracción
muestral, que se define como la proporción de casos
estudiados con relación al total de casos reportado para
una determinada región y lapso de tiempo, fue muy
reducida. Recientes reportes demuestran que una reducida
fracción muestral subestima enormemente el
agrupamiento22, 23.

Aunque la fracción muestral del presente estudio fue
reducida, no se encontró la presencia de alguna cepa
predominante o altamente diseminada en la población
estudiada; como se ha observado en varios países del
mundo, en donde existe la predominancia de determinados
genotipos asociados a una mayor transmisibilidad o a altos
niveles de resistencia a drogas. Por ejemplo, las cepas
“beijing” en gran parte del Asia24,25; las cepas de la familia
“W” y “W1” en Estados Unidos26; o la cepa “M” en
Argentina27.

En el presente estudio se determinaron también los
niveles y patrones de resistencia a medicamentos
antituberculosos. Se observó elevados niveles de
resistencia global (59,4 %), resistencia en pacientes
nunca tratados (45,2 %) y antes tratados (71,1%), así
como altos niveles de TB-MDR global (27,5%) y TB-
MDR en pacientes nunca tratados (16,1 %) y en antes
tratados (36,8%). Sin embargo, no se debe asumir que
estos valores de resistencia sean extrapolables a la
población del Callao, debido a que la población
estudiada corresponde a pacientes hospitalizados y
ellos fueron reclutados de un hospital de nivel terciario,
los cuales probablemente tienen un mayor riesgo de
presentar drogoresistencia28. Existe poca literatura
sobre niveles de resistencia a drogas en pacientes
hospitalizados. Fandinho28 investigó 265 pacientes
hospitalizados en dos hospitales terciarios en Río de
Janeiro (incidencia TB = 160 casos/100 000 hab; y 17,2
% de resistencia en población general) y encontraron
que 16,6 % fueron resistentes por lo menos a una droga
y el 10% fueron TB-MDR. Asimismo, Baptista29

encontró 42,6% y 13% de resistencia y TB-MDR,
respectivamente en un hospital general de Sao Paulo
( incidencia = 55 casos/100 000 hab y 42% de
resistencia en el población general); mientras que,
Harrow(1998) halló 30% y 15% de resistencia y TB-
MDR en un hospital de Guatemala30.

Los niveles de resistencia encontrados en el presente
estudio concuerdan con los hallazgos de Willingham31

quien llevó a cabo un estudio en un hospital de Lima y
encontró que 58% (23/40) fueron resistentes por lo
menos a una droga y 20% (8/40) fueron TB-MDR. Los
alarmantes niveles de resistencia y
multidrogorresistencia observados en hospitales de
Lima y Callao son preocupantes dadas las precarias
condiciones de bioseguridad y la carencia de

apropiadas políticas de manejo intrahospitalaria en los
hospitales del país. Willingham investigó el riesgo
potencial de transmisión intrahospitalaria y encontró
que 75% de los pacientes con TB MDR no había tenido
sospecha de TB al ingreso de hospitalización31.

En conclusión, el método de RFLP-IS6110 fue útil para
caracterizar la diversidad clonal de las cepas y logró
definir grupos de perfiles genéticos asociados a cepas
resistentes y sensibles Por otro lado, se encontraron
altos niveles de resistencia y multidrogorresistencia en
pacientes TBP-FP hospitalizados, lo cual es alarmante
dado las precarias condiciones de bioseguridad en los
hospitales de Lima y Callao. Aunque no se encontró la
presencia de alguna cepa predominante, se observaron
«clusters» agrupando pacientes con TB MDR, lo cual
podría sugerir transmisión activa de TB resistente y
mult idrogorresistente. Son necesarios estudios
adicionales en la población para determinar la magnitud
de la transmisión activa y su impacto en la emergencia
de la resistencia a drogas.
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