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Estudio preliminar de la susceptibilidad antimicrobiana y variabilidad genética de
Mycobacterium tuberculosis en un área del Caribe colombiano

JORGE MIRANDA, BACTERIOL.¹, RODRIGO RÍOS, BACTERIOL .1, ANDREA CLAVIJO, B IOL .2,
CARLOS CHACÓN, MICROBIOL .2, SALIM  MATTAR, PH.D.3

RESUMEN

Objetivo: Analizar la susceptibilidad antimicrobiana y la variabilidad genética de algunas cepas de Mycobacterium
tuberculosis aisladas en la ciudad de Montería.

Métodos: Se incluyeron pacientes con diagnóstico clínico de tuberculosis y se tomaron datos sociodemográficos y
epidemiológicos. Las muestras de esputos se cultivaron en el medio de Lowenstein-Jensen. Se llevaron a cabo las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana por el método de las proporciones múltiples y rifoligotyping de segunda generación. La varia-
bilidad genética se estudió a través del RFLP.

Resultados: Mycobacterium tuberculosis se aisló en 67 personas con tuberculosis pulmonar. La baciloscopia fue positiva
en 59 (88%) y la edad estuvo entre 14 y 83 años (media 41.5 años). La resistencia fue 29.2% (14/48), y la multirresistencia 6.7% (3/
48). La técnica rifoligotyping descubrió 4 cepas con mutación en el gen rpoB, región hot spot codón 531. El número de copias
de IS6110 varió entre 3 y 13 y 12 (48%) cepas presentaron entre 8 y 9 copias. El RFLP permitió establecer dos grupos A y B. El grupo
A estuvo conformado por 20 (80%) cepas, con un único cluster formado por los pacientes 17, 45, 54. El grupo B, conformado por
5 (20%) cepas, con un único cluster formado por los pacientes 31 y 32.

Conclusiones: Se demostró que en Montería, existe una alta tasa de resistencia a los fármacos anti-tuberculosos y una gran
variabilidad genética de las cepas de M. tuberculosis. Se sugiere establecer medidas de vigilancia en epidemiología y salud pública
para el control de esta enfermedad.
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Preliminary survey of antimicrobial susceptibility and genetic variability of Mycobacterium tuberculosis isolates from
Colombian Caribbean

SUMMARY

Objective: The aim of this preliminary study was to investigate the drug susceptibility and genetic variability of Myco-
bacterium tuberculosis isolated from patients of Montería.

Methods: Patients with tuberculosis were included in the study. Socio-demographics and epidemiologic information was
collected from each patient. Sputum samples were cultured on Lowenstein-Jensen medium. Antibiotic susceptibility testing was
performed using the proportion method and rifoligotyping. The study of genetic variability was performed by RFLP.

Results: 67 strains of M. tuberculosis isolated from patients with pulmonary tuberculosis were included; fifty-nine patients
(88%) were smear positive, the patients ranged from 14 to 83 of age, mean 41.5 years. The initial resistance and multidrug-resistance
was 29.2% (14/48) and 6.7% (3/48) respectively. The rifoligotyping detected 4 strains (4, 17, 21 and 45) with the mutation in the rpoB
gen, hot spot region codon 531. The number of IS6110-bands varied from 3 to 13, 12 (48%) isolates had among 8 and 9 copies. RFLP
revealed genetic diversity of isolates in 2 groups: group A and B. Group A included 20 (80%) strains and only one cluster constituted
by the patients 17, 45, 54. Group B, had 5 (20%) strains with only one cluster conformed by two patients 31 and 32.

Conclusions: The study demonstrated high levels of drug resistance and variability of strains of M. tuberculosis in Montería.
Our results suggest establishing urgent measures of surveillance in epidemiology and public health for the control of the disease.
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Cada año cerca de 9 millones de personas se enferman
de tuberculosis (TB) y mueren al menos 2 millones1. El
resurgimiento de la tuberculosis a nivel mundial se debe
sobre todo al creciente número de personas infectadas
con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y al
aumento en la frecuencia de cepas multirresistentes
(MDR)2. En la actualidad la tuberculosis se concentra en
subgrupos desprotegidos, tales como las poblaciones ur-
banas de menores recursos, los alcohólicos, los desplaza-
dos por el conflicto interno armado, usuarios de drogas
intravenosas, las personas sin domicilio fijo y los internos
de las penitenciarias. En la población de edad avanzada la
enfermedad por lo general se debe a la reactivación de una
infección adquirida en el pasado, mientras que en los niños
de corta edad, adultos jóvenes y pacientes con el VIH la
TB refleja una transmisión activa en la comunidad3.

En Colombia en el año 2002 la TB presentó una
incidencia de 26 por 100,000 habitantes (11,376 casos); en
el año 2003 se observó una leve disminución de 25.1 por
100,000 habitantes (11,217 casos)4. Para el año 2005 la
tasa de incidencia de tuberculosis disminuyó en 22 casos
por 100,000 habitantes (10,272 casos) observándose así
una aparente disminución de los casos de TB a través de
los años5. En el departamento de Córdoba, la incidencia de
tuberculosis en los últimos años ha tenido un promedio de
34 casos por 100,000 habitantes. En la ciudad de Montería
los casos de TB en los años 2000, 2001 y 2002 mantuvieron
una incidencia promedio de 115 casos anuales, mientras
que en 2003 y 2004 los casos aumentaron en 160 y 143
respectivamente (Comunicación, Secretaría de Salud
Departamental de Córdoba, 2006).

Con respecto a la situación de la susceptibilidad
antimicrobiana, en Colombia existen informes de resisten-
cia global de 14.1% y multirresistencia de 1.8% del año
19925; en un segundo estudio la resistencia global fue de
15.6% y la multirresistencia 1.5% años 1999-20005,6. La
resistencia de M. tuberculosis a los fármacos es atribuida
a mutaciones genéticas que alteran los sitios de acción del
antibiótico; esta resistencia es cromosómica, definitiva e
irreversible 7. Para descubrir las mutaciones se han desa-
rrollado técnicas moleculares que permiten determinar
con precisión mutaciones puntuales, inserciones o dele-
ciones en los genes blanco de los antibióticos en M.
tuberculosis, como por ejemplo la región de 81 pb loca-

lizada en el gen rpoB que codifica para subunidad ß de la
ARN polimerasa. Esta región es conocida como región
determinante de resistencia a rifampicina (RDRR) o
región hot spot8. Las técnicas moleculares son más rápi-
das para la identificación de cepas resistentes de M.
tuberculosis y en la actualidad se prefieren a la técnica de
proporciones múltiples que se tarda más de un mes para
obtener resultados9.

De otra parte, el entendimiento de la dinámica de la
transmisión y la patogénesis de la tuberculosis ha avanza-
do con el desarrollo de métodos moleculares de tipifi-
cación10. El método más usado para la tipificación de M.
tuberculosis es el RFLP (fragmentos de restricción de
longitud polimórfica) que se basa en la variabilidad del
número de copias y ubicación de la secuencia de inserción
IS6110 en el genoma bacteriano11. Esta variabilidad
permite diferenciar o establecer un patrón de similaridad
entre diferentes cepas de M. tuberculosis. También se
usa para estudiar la diseminación de la TB en brotes y
epidemias, analizar la transmisión, dinámica de la enfer-
medad y determinar los factores de riesgo de transmisión
en una comunidad12-18. De igual modo juega un papel
importante en la diferenciación entre reinfección exógena
y reactivación endógena13,14,19, y también se puede utilizar
en el laboratorio para identificar contaminación cruza-
da12,13,20,21.

En Montería no existen estudios en los últimos 50 años
sobre la resistencia de TBC a las drogas antituberculosas
de primera línea, ni cuál es la tasa de MDR. Tampoco se
conocen estudios que muestren el polimorfismo genético
de las cepas de M. tuberculosis y la existencia de clones
comunes o diferentes que circulan en la ciudad. El objetivo
de este trabajo preliminar es analizar la susceptibilidad
antimicrobiana y la variabilidad genética de algunas cepas
de M. tuberculosis aisladas en la ciudad de Montería.

MATERIALES Y MÉTODOS

Tipo de estudio. Estudio de tipo descriptivo prospectivo
y realizado entre julio de 2003 y julio de 2005.

Área geográfica. Se localizó en la ciudad de Monte-
ría, capital del departamento de Córdoba con una pobla-
ción aproximada de 348,168 habitantes, situada a lo largo
del río Sinú, con una temperatura promedio anual de 30ºC
y una humedad de 90% (Figura 1).

De acuerdo con el plan de ordenamiento municipal y
catastral, se establecieron 5 zonas geográficas: la zona 1
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comprendió barrios del sur de la ciudad (estratos 1 y 2),
zona 2 centro de la ciudad (estratos 1, 2 y 3), zona 3 barrios
de la margen izquierda del río Sinú (estratos 1 y 2), zona
4 área norte (estratos 4 y 5) y zona 5 otros barrios del área
norte (estratos 1 y 2; Figura 1).

Población de estudio. La prevalencia anual de casos
de TB en Montería es de 140 casos (Comunicación,
Secretaría de Salud Departamental de Córdoba, 2006). Se
calculó que se podrían obtener 20 (14%) pacientes anua-
les de esta prevalencia lo que daría un número de 60 cepas
estudiadas en tres años. Sin embargo, por problemas
presupuestales se estudiaron sólo 48 (11% anual) para
susceptibilidad y 35 (25%) para RFLP. Con estos datos se
asumió que la población escogida representaría un por-
centaje importante de la prevalencia de las infecciones por
TB en la ciudad.

A los pacientes se les tomaron datos sociodemográficos
y epidemiológicos, como edad, género, procedencia, esta-
do serológico para VIH, fecha de diagnóstico, tratamiento
previo y contactos con enfermos tuberculosos. Los datos
fueron suministrados por el personal de salud del Progra-
ma de Tuberculosis del municipio de Montería. No se
obtuvo información acerca del uso de drogas, consumo de

alcohol o antecedentes de fumador; 60 (90%) eran casos
nuevos y 7 (10%) de ellos habían sido previamente
tratados con medicamentos antituberculosos.

Criterios de inclusión y exclusión. Se incluyeron
personas con diagnóstico clínico y radiológico y a quienes
se les aisló M. tuberculosis en el cultivo. Como criterio de
exclusión se tomaron a personas sin baciloscopia positiva,
sin radiografía de tórax sugestiva de TB y con más de 2
meses de tratamiento con medicamentos antituberculosos.

Especímenes. Los especímenes fueron esputos y se
procesaron en el Instituto de Investigaciones Biológicas
del Trópico de la Universidad de Córdoba. Las muestras
fueron digeridas y decontaminadas por el método Ticket y
Ticqson22. La tinción de los esputos se llevó a cabo con la
coloración de Kinyoun. El cultivo se realizó en el medio
Lowenstein Jensen y se incubaron a 37ºC durante seis
semanas.

Prueba de susceptibilidad a medicamentos anti-
tuberculosos. El método utilizado para la determinación
de la resistencia a isoniacida (INH), rifampicina (RIF),
etambutol (EMB), estreptomicina (SM) y tioacetazona
(TIO) fue el de las proporciones múltiples de Canetti, Rist
y Grosset23. Las concentraciones fueron las siguientes:
INH: 0.2 µg/ml, RIF: 40 µg/ml, EMB 2 µg/ml, STR 4 µg/ml,
TIO 2 µg/ml. Las pruebas de susceptibilidad antimicro-
bianas se realizaron en el Laboratorio de Salud Pública
Departamental del Atlántico. Por problemas presupues-
tales no se hizo la prueba de susceptibilidad a todos los
aislados. Los resultados de resistencia se expresaron en
porcentaje para cada medicamento y se dividieron en dos
grupos según los criterios actuales de clasificación: resis-
tencia en casos nuevos y casos previamente tratados24.

Un microorganismo se consideró como resistente cuan-
do mostró por lo menos resistencia a un medicamento de
los cuatro estudiados; la multirresistencia fue definida
como resistencia a INH y RIF con o sin resistencia a otros
fármacos2. De los 67 gérmenes aislados sólo se incluyeron
48 para ser analizados por el método de las proporciones
múltiples. Estos aislados se escogieron al azar a través de
una tabla de números aleatorios impares, con excepción
del paciente recluido en la prisión que se incluyó en el
trabajo.

Análisis por rifoligotyping. Para determinar la resis-
tencia a nivel genotípico se utilizó rifoligotyping de
segunda generación25. Cada región del gen rpoB fue
amplificada con los primers rpo-d (5’ CGC CGC GAT
CAA GGA GT 3’) y Biorpo-r (5´ACG TCG CGG ACC

Figura 1. Geo-referencia de los casos de tuberculosis
en la ciudad de Montería. A: Pacientes del grupo A, A
MDR: Pacientes del grupo A multi-resistentes. B:
Pacientes del grupo B, B MDR: Pacientes del grupo B
multi-resistentes. C: Indica los cluster.
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TCC A 3’), e hibridados contra 13 sondas específicas
correspondientes a 6 que identificaban los genotipos
rifampicino-susceptibles y 7 de las secuencias mutantes
más comunes en la región hot spot del gen rpoB. Como
control de amplificación, se incluyeron en el rifoligo-
typing controles positivos para las mutaciones 516(GTC),
516(TAC), 526(TAC), 526(GAC), 529(CAA), 531(TGG)
y 531(TTG), un ADN de la cepa H37Rv como control
silvestre y ADN de M. smegmatis y M. bovis pertene-
cientes al complejo y por tanto con hibridación positiva
como control de especificidad. Los productos hibridados
se visualizaron con AP-SA-CDP® Star system (KPL inc,
Maryland, USA).

Análisis de los perfiles genéticos. A partir de un
cultivo de M. tuberculosis en caldo 7H9 se extrajo el
ADN siguiendo el protocolo descrito por Cardoso et al.26

La lisis se llevó a cabo con lisozima, proteinasa K y SDS
1% (P/V). El ADN se extrajo con CTAB 10% (cetyltri-
methylammoniumbromide). El análisis de southern blot
se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito por Sambrok
et al.27 El ADN se digirió con la enzima de restricción
Pvull y los fragmentos se separaron en gel de agarosa al
0.8% teñido con bromuro de etidio. El ADN fue transfe-
rido a una membrana de nylon Millipore® por capilaridad
y se utilizó una sonda de 245 pb (pGEM245 INS) que
hibrida con uno de los brazos de IS6110. El descubrimien-
to se llevó a cabo con el estuche de quimioluminiscencia de
fosfatasa alcalina de KPL (Maryland, USA) siguiendo las
indicaciones del fabricante. Como control externo se
incluyó una cepa de referencia de M. tuberculosis H37Rv.
Para estudiar la diversidad clonal de los aislamientos se
generó un dendrograma de similitud basado en el algoritmo
UPGMA (Nei 1972)28 y el coeficiente de Dice. Se definió
como cluster si dos o más aislamientos presentaba idén-
tico patrón RFLP-IS6110. De las 67 cepas aisladas, sólo
se analizaron 35 por RFLP, las cuales se escogieron
aleatoriamente utilizando una tabla de números impares.
Por problemas presupuestales no se tipificaron los 67
aislamientos.

La amplificación por PCR de la secuencia de inserción
IS6110, se llevó a cabo de acuerdo con Liébana et al.29

Se utilizaron los iniciadores IS41 (5’ (IS41, 5’ CCT GCG
AGC GTA GGC GTC GG 3’) e IS43 (5’ TCA GCC GCG
TCC ACG CCG CCA 3’). Se tomaron 0.05 unidades de
Taq Polimerasa (TucanTaq CorpoGen), 10pmoles de
cada iniciador, 1.5 mM de MgCl2, 0.2 mM de deoxinu-
cleotidos y 50 ng de ADN en un volumen final de 25µl. La

PCR se llevó a cabo en un termociclador MJ Reasearch
PT100, usando un ciclo de 94ºC por 4 minutos, 30 ciclos de
denaturación a 94ºC por un minuto, anillaje a 68ºC por un
minuto, extensión a 72ºC por 75 segundos, y una extensión
final a 72ºC por 4 minutos.

Aspectos éticos. Se siguieron las normas técnicas,
científicas y administrativas para la investigación en salud
del Ministerio de Salud de Colombia, Resolución N°
008430 de octubre 4 de 1993. A lo largo del estudio
siempre se protegió la privacidad e intimidad del paciente,
con con un número interno de identificación. Los resulta-
dos de los análisis se incluyeron en una base de datos para
usarlos de forma anónima mediante la asignación de un
número. A todos los sujetos ingresados se les explicó
verbalmente el tipo de estudio y se obtuvo su consenti-
miento oral y escrito. La investigación fue aprobaba por el
Comité de Ética del Instituto de Investigaciones Biológi-
cas del Trópico de la Universidad de Córdoba, Montería

Procesamiento y análisis de datos. Los datos se
recolectaron mediante el uso de un formulario estandari-
zado, se integraron a una base de datos y se procesaron y
analizaron utilizando los recursos y análisis de datos del
programa de Excel® 2000.

RESULTADOS

Características clínicas y sociodemográficas. La
edad de los pacientes estuvo entre el rango de 14 a 83 años,
con una media de 41.5 años. La distribución por edad fue
la siguiente: 14 (21%) pacientes entre 14 y 24 años; 28
(42%) entre 25 y 45 años; 18 (27%) entre 46 y 64 años; y
7 (10%) pacientes mayores de 65 años. De los 67 pacien-
tes, 38 (56%) eran de sexo masculino. Todos fueron
diagnosticados con tuberculosis pulmonar; la baciloscopia
fue positiva para 59 (88%) pacientes; los 8 restantes
fueron diagnosticados por radiología sugestiva de TB y por
cultivo. Se encontró evidencia de historia previa de TB en
7 de ellos y 2 tuvieron diagnóstico positivo para VIH; 45
(67%) de los pacientes había sido vacunado con la BCG
(cicatriz BCG) y 22 (33%) no eran vacunados. Los
individuos sin baciloscopia se diagnosticaron por criterios
clínicos y radiológicos sugestivos de TBC.

La distribución de los pacientes en las 5 zonas de la
ciudad fue así: 34 (51%) estuvieron ubicados en la zona 1;
12 (18%) en la zona 2; 7 (10%) en la zona 3; 13 (20%) en
la zona 5; un paciente no tenía hogar y no se presentó
ningún caso en la zona 4.
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Susceptibilidad antimicrobiana. De las 48 cepas de
M. tuberculosis analizadas, 41 (85.5%) pertenecían a
pacientes nuevos y 7 (14.5%) a casos previamente trata-
dos. La resistencia global fue 29.2% (14/48) y la multi-
resistencia 6.7% (3/48).

La resistencia frente a cada uno de los medicamentos
en pacientes nuevos fue: 7 (17%) cepas resistentes a INH,
seguida de 4 (9.7%) resistentes a SM y 3 (7.3%) a EMB.
Ninguna cepa en los pacientes nuevos presentó resisten-
cia a RIF y ninguno tuvo cepas MDR. Otras asociaciones
no MDR en pacientes nuevos fueron INH+SM en 2; otras
combinaciones de resistencia se muestran en el Cuadro 1.

En las personas previamente tratadas se encontró
resistencia en 4 (57%) cepas y 3 (43%) sensibles. Ningu-
na cepa presentó resistencia a un solo fármaco; se obser-
varon 3 cepas MDR, una de ellas resistente a INH+RMP+
EMB+SM que se aisló de una persona recluida en un
centro carcelario. Otras asociaciones no MDR encontra-
das fueron INH+SM y INH+EMB (Cuadro 1). Ninguna
cepa presentó resistencia a tioacetazona.

Rifoligotyping. Se encontraron mutaciones en el gen
rpoB en las cepas 4, 17, 21 y 45, todas estas en la región
hot spot codón 531, con sustitución TCG (Ser) por TTG
(Leu) (Figura 2). La cepa 45 mostró discrepancia en los
resultados, pues fue sensible por el método de las propor-
ciones múltiples y resistente por rifoligotyping; las cepas

4, 17, 21 que presentaron mutación en el gen rpoB eran
MDR.

Análisis de los perfiles genéticos. El número de
copias de IS6110 en todas las cepas varió entre 3 y 13; 12
(48%) cepas presentaron entre 8 y 9 copias; 5 (20%)
tuvieron 6 copias; 5 (20%) presentaron entre 10 y 13
copias; 2 (8%) cepas presentaron 7 copias; y sólo una
cepa presentó 3 (4%) copias. Diez de las 35 cepas anali-
zadas no presentaron ningún perfil genético y no poseían
la secuencia de inserción IS6110 porque se comprobó su
ausencia.

A través del coeficiente de similaridad de 70%, se
establecieron los grupos A y B. El grupo A estuvo confor-
mado por 20 (80%) (Figura 3), con un único cluster
formado por los pacientes 17, 45, 54; los pacientes 17 y 45
residían en una misma zona y en el análisis molecular de
la resistencia presentaron mutación en el gen rpoB. Sin
embargo, sus patrones de susceptibilidad con respecto a
otros medicamentos fueron diferentes (Cuadro 2).

Las cepas 40, 90, 91 y 93 del grupo A estuvieron
relacionadas genéticamente con 94% de similaridad; estas
personas residían en diferentes zonas de la ciudad. Tres de
estos, 90, 91 y 93, se diagnosticaron entre junio y julio del
año 2005, mientras que el paciente 40 se diagnosticó en
abril de 2004.

Los pacientes 25 y 26 tuvieron 95% de similaridad;

Cuadro 1
Prevalencia de resistencia a fármacos antituberculosos en Montería

                                                   Casos nuevos               Casos previamente tratados                     Combinada
                                                               Total (n)         %                       Total (n)         %                                   Total (n)        %

Total cepas estudiadas
Resistentes
Sensibles

Resistencia a un medicamento
INH
EMB
SM

MDR
INH+RIF+EMB
INH+RIF+EMB+SM

Otros patrones
INH+SM
INH+EMB
EMB+SM

Tioacetazona*

41 100.0
10 24.4
31 75.6

6 14.6
4 9.7
1 2.4
1 2.4

0 0.0
0 0.0
0 0.0

4 9.7
2 4.8
1 2.4
1 2.4

0 0.0

7 100.0
4 57.1
3 42.9

0 0.0
0 0.0
0 0.0
0 0.0

3 42.9
2 28.5
1 14.3

1 14.2
1 14.2

0 0.0
0 0.0
0 0.0

48 100.0
14 29.2
34 70.8

6 12.5
4 8.3
1 2.1
1 2.1

3 6.2
1 2.1
1 2.1

5 10.5
3 6.2
1 2.1
1 2.1
0 0.0

INH: Isoniacida; RIF: Rifampicina; EMB: Etambutol; SM: Estreptomicina     * Todas las cepas fueron sensibles
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     1        2       3        4        5       6       7        8        9       10      11     12      13

Cepas con la mutación
Ser531Leu

Cepas controles con mutaciones

  

Control mutación Ser531Leu

 

Figura 2. Resultados de rifoligotyping de cepas de Mycobacterium tuberculosis resistentes a rifampicina
aisladas en Montería. 1 a 4 aislados clínicos con mutación Ser531Leu. 1: cepa Nº4. 2: cepa Nº17. 3: cepa Nº21.
4: cepa Nº45. 5: cepa de referencia H37Rv. 6: cepa de referencia M. bovis. Cepas de 7 a 13 controles de
mutación. 7: control de mutación 531 TCG®TGG (Ser®Trp). 8: control mutación codón 516 GAC®TAC (Asp®Tyr).
9: control de mutación codón 526 CAC®TAC (His®Tyr), 10: control 516 GACGTC (Asp®Val). 11: control 529
CGA®CAA (Arg®Gly). 12: control de mutación 531 TCG®TGG (Ser®Trp). 13: control mutación 531 TCG®TTG
(Ser®Leu).

Cuadro 2
Características clínico-epidemiológicas de los pacientes de los cluster grupos A y B

Grupo

A

A

A

B

B

Nº Cepa

17

45

54

31

32

N° Copias
 IS6110

8

8

8

6

6

Resistencia a
medicamentos

INH, RIF, EMB

RIF

_

INH, STR

INH, STR

BK

Neg

Pos

Pos

Pos

Pos

Sexo

M

F

M

M

F

Edad (años)

36

22

52

40

49

Área de residencia*

Zona 2

Zona 2

Zona 3

Zona 2

Zona 1

INH: Isoniacida; RIF: Rifampicina; EMB: Etambutol; STR: Estreptomicina. Pos: Positivo; Neg: Negativo; M: Masculino; F: Femenino;
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residían en zonas diferentes de la ciudad y se diagnostica-
ron entre julio y noviembre de 2003. Los pacientes 21 y 23,
al igual que los dos pacientes anteriores, tuvieron un
porcentaje de similaridad de 95%. Al revisar la historia
clínica se encontró que el paciente 21 tenía historia previa
de TB y se encontraba recluido en una institución peni-
tenciaria de la cuidad y presentó resistencia a 4 de los
fármacos de la terapia antituberculosa y se encontró
mutación en el gen rpoB; mientras que el paciente 23 sólo
tuvo resistencia a INH y no presentó mutación en el gen
rpoB. Ambos pacientes fueron diagnosticados entre julio
y septiembre de 2003.

El grupo B, estuvo conformado por 5 (20%) cepas, con
un único cluster formado por dos pacientes (31 y 32). Al
revisar la historia clínica se encontró que el paciente 31
tenía historia previa de TB; ambos presentaron resistencia
a isoniazida y estreptomicina pero no presentaban relación
epidemiológica alguna (Cuadro 2). Los otros 3 pacientes
(4 TB reincidente, 59 y 60 con porcentaje de similaridad de
81%), tampoco estuvieron relacionados epidemioló-
gicamente.

En total 22 perfiles genéticos RFLP-IS6110 se obtu-
vieron de los 25 aislamientos. Cinco (20%) perfiles
genéticos se agruparon en dos clusters y 20 perfiles

 

A

 

B

  70                 80                90                 100

Figura 3. Dendrograma de similitud y «clusters» de patrones RFLP-IS6110 en cepas de Mycobacterium
tuberculosis aisladas en la ciudad de Montería. * Cepas H37Rv
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RFLP-IS6110 tuvieron ocurrencia única. La Figura 1
muestra el mapa de la ciudad de Montería, con la estrati-
ficación de las diferentes zonas incluidas en el estudio y la
geo-referencia de los pacientes en los clusters A y B y las
cepas MDR.

DISCUSIÓN

La tuberculosis constituye unos de los principales
problemas de salud pública en el departamento de Córdo-
ba con una incidencia de 25.5 por 100,000 habitantes en el
año 2005 y Montería, con un promedio anual de 129 casos
por 100,000 habitantes durante los últimos 5 años (2000-
2005) han sido considerados como territorios de riesgo
medio para TB.

De otro lado, muy a pesar de que los departamentos
poseen recursos extras del Plan de Atención Básica, en
Colombia el nuevo Sistema de Seguridad Social ha permi-
tido el aumento de la TB, porque se descentralizaron los
programas verticales de control que en un principio se
manejaban desde el nivel central del Estado. Como conse-
cuencia, se redujo la captación de sintomáticos respirato-
rios, estudios de contactos y la adherencia de pacientes
con TB a los esquemas de medicación; también se redujo
la inversión de los recursos para prevención en las entida-
des estatales, municipales y departamentales, las EPS y
las ARS, afectando así los procesos de control de enfer-
medades tan importantes como la TB30.

En el presente estudio todos los pacientes se ubicaron
en los estratos 1 y 2 y 90% de ellos estuvo en el grupo de
edad con mayor productividad económica (entre 15 y 54
años) lo que confirma que la tuberculosis afecta sobre todo
a las poblaciones más desprotegidas y que en los países en
vías de desarrollo, más de 75% de los casos diagnostica-
dos con TB se encuentra en el rango de edad de mayor
productividad económica31.

La multirresistencia es un fenómeno global; existen
regiones en el mundo con una alta incidencia de cepas
MDR como las encontradas en Estonia (14.1%), la provin-
cia de Henan en la China (10.8%), Letonia (9%), y las
provincias rusas de Ivanovo (9%)32. La multirresistencia
encontrada en este artículo fue 6.7% similar a la informa-
da en Buenaventura 6% por Moreira et al.32 Estas cifras
de multirresistencia son altas comparadas con las del
promedio nacional 1.5% y con el promedio global de 1%6.
Sin embargo, la MDR obtenida del último estudio nacional
de resistencia fue 9.6%, similar a las de regiones con alta

incidencia de cepas MDR en el mundo. Es importante
recalcar que la MDR encontrada en este estudio (6.7%)
correspondió a pacientes previamente tratados, que pre-
sentan las más altas tasas de MDR en Colombia 5.

La resistencia global del presente estudio (29.2%)
también es elevada si se compara con el último estudio
nacional de vigilancia de la resistencia de M. tuberculosis
en donde informan cifras de resistencia global de 20.7%5.
Ninguna cepa aislada de pacientes no tratados presentó
MDR. En Colombia la MDR en personas no tratadas se
ha mantenido en niveles estables al comparar los estudios
realizados entre 1999 y 2000 con los efectuados en los
años 2004 y 2005 por el Intituto Nacional de Salud5.

La alta frecuencia de resistencia es un indicador
importante del insuficiente control en los programas anti-
tuberculosos de una determinada región. Las personas
infectados con VIH y con cepas de M. tuberculosis
resistentes a múltiples medicamentos son difíciles de curar
y el tratamiento alternativo es más tóxico y costoso33.

El caso del enfermo con TB que se encontraba recluido
en el centro penitenciario, merece especial atención,
porque las cárceles conforman un sistema cerrado que
acoge a una población que por sus características sociales,
condiciones de hacinamiento, hábitos tóxicos y elevada
incidencia de infección por VIH, son reconocidas como un
lugar de alto riesgo para la transmisión de la TB34. En este
caso el recluso convivía con otras personas que posible-
mente pudieron infectarse con esta cepa MDR. Los
programas de prevención y control de la TB en las
cárceles deben ser rápidos en la localización de los
pacientes con la enfermedad, en estudios de contactos y
en el tratamiento estrictamente supervisado. Al paciente
recluido en el centro penitenciario y sus contactos no se le
realizó seguimiento.

La resistencia a RIF en M. tuberculosis está a
menudo asociada con resistencia a isoniacida y a otros
fármacos antituberculosos. Esto ha sugerido que la deter-
minación de la resistencia a RIF juega un papel clave en
la vigilancia de la TB MDR35,36. En el presente estudio se
encontraron 4 cepas que tenían mutación en el gen rpoB;
de éstas, sólo 3 (75%) cepas presentaron resistencia a
isoniazida (cepas MDR). Las 4 cepas tenían la misma
mutación en la región hot spot codón 531, mutación tipo
sustitución de TCG (ser) por TTG (Leu). Se ha informado
un elevado porcentaje de cepas de M. tuberculosis resis-
tentes a RIF que explican su resistencia por mutaciones
puntuales, pero también por inserciones o deleciones
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dentro de la región determinante de resistencia a RIF
ubicada entre los codones 511 a 533 del gen  rpoB 37.
Como se observó previamente, los hallazgos de este
artículo muestran que todos los aislados resistentes a
rifampicina tenían la misma mutación la cual es común en
Colombia y en otros países6,36-41.

El resultado discrepante en la cepa 45 por rifoligo-
typing y el método de las proporciones múltiples, pudo
deberse a la alta sensibilidad de la PCR capaz de amplifi-
car un segmento de la población resistente y no revelada
por el método de las proporciones. Porras et al.6 y Cohen
et al.42 informaron hallazgos similares en Colombia.

Comparado con el método de las proporciones múlti-
ples y en general con los métodos fenotípicos de descubri-
miento de multirresistencia, que requieren aproximada-
mente entre 28 y 42 días para arrojar un resultado, la
rapidez en la detección de MDR es la principal ventaja de
los métodos moleculares36.

De otro lado, las técnicas de biología molecular aplica-
das al estudio de la TB han permitido comprender la
dinámica de la transmisión, la patogenicidad y los factores
de riesgo asociados con la enfermedad. En este estudio se
usó la aplicación de la técnica molecular RFLP para
determinar variabilidad genética de las cepas de M.
tuberculosis y la existencia de clones comunes o diferen-
tes que circulan en la ciudad.

Sólo se tipificaron 35 de las 67 cepas, donde 10 no
presentaron patrón RFLP, así que sólo se analizaron 25.
Con respecto a las diez cepas que no presentaron ningún
perfil genético, probablemente estas no poseían la secuen-
cia de inserción IS6110 porque se comprobó la ausencia
de la IS6110 por PCR. En ese sentido, varios autores han
informado el aislamiento de cepas de M. tuberculosis sin
la secuencia de inserción IS611013,16,43. Se han obtenido
cepas con pocas copias o ausencia de IS6110 pero que
presentan un mejor polimorfismo cuando son tipificadas
con técnicas como spoligotyping (direct repeat locus)
asociado con VNTR (variable number tandem repeat)
o MIRU (mycobacterial interspersed repetitive units).
Estos métodos nuevos de tipificación demuestran ser
útiles en la epidemiología molecular de M. tuberculosis y
se consideran como alternativos al tradicional RFLP-
IS611044.

En los 25 aislamientos que sí presentaron patrón de
RFLP, el mayor porcentaje de copias encontradas estuvo
entre 8 y 9 copias de IS6110 (48%); este hallazgo
concuerda con otros estudios realizados en Colombia por

Gómez et al.43, quien informó 9 copias de IS6110 como el
perfil más común en cepas aisladas en diferentes parte del
país. En el presente estudio, sólo una cepa presentó 3 (4%)
copias; este porcentaje bajo de cepas con pocas copias de
IS6110 es similar al obtenido en Cuba por Díaz et al.45 y
Baldiviano et al.46 en Perú, quienes informaron respecti-
vamente entre 4.1% y 5.4% de cepas con bajo número de
copias de IS6110. Las cepas con bajo número de copias
encontradas en la región de las Américas difieren de las
encontradas en Vietnam, Isla de Guadalupe y Tanzania
donde es más frecuente encontrar pocas copias de
IS611043. Esto soporta la hipótesis de que ciertos genotipos
específicos de M. tuberculosis están asociados con
regiones geográficas específicas45.

En este estudio preliminar las cepas que no presentaron
patrón RFLP, no se analizaron por otro método de tipificación
como spoligotyping; este último podría facilitar en un
futuro un mejor entendimiento de la dinámica poblacional
de M. tuberculosis en Montería.

El porcentaje de clusters en una determinada población
de pacientes se usa para indicar el grado de transmisión
reciente de la TB. Si bien no fue uno de los objetivos del
estudio establecer la transmisión activa por el porcentaje
de agrupamiento, los autores encontraron que 20% de los
enfermos estaban agrupados, indicando transmisión re-
ciente en la comunidad. Sin embargo, se debe tener en
cuenta, como una limitación de este estudio que el número
de pacientes analizados por RFLP es bajo y no refleja el
valor real del grado de agrupamiento de las cepas de M.
tuberculosis en la ciudad. Otros informes demuestran
que una reducida muestra subestima enormemente el
agrupamiento47,48.

Aunque un cluster de aislamientos bacterianos puede
poseer perfiles idénticos con 100% de similitud, se han
obtenido pacientes con relación epidemiológica estrecha y
comprobada que pueden presentar diferencias en sus
perfiles genéticos, como por ejemplo ausencia o presencia
de una o varias bandas adicionales46,49.

La investigación epidemiológica realizada durante el
período de recolección de muestras, no mostró relación
directa entre los pacientes. Después de obtener los resul-
tados del RFLP, se investigó con detalle a las personas que
estuvieron en un mismo cluster. Los datos demostraron
que los individuos no tenían relación directa con otros del
mismo cluster. Además, estos tampoco mostraron rela-
ción con la zona geográfica donde residían. Es posible que
estos pacientes con idéntico perfil genético adquirieran la
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infección de un caso previo que no fue incluido en el
estudio y que estuviera relacionado epidemiológicamente
con los pacientes de un cluster50. Otros estudios han
revelado que individuos no relacionados epidemioló-
gicamente pueden presentar el mismo patrón de RFLP,
debido a que las cepas pueden ser transmitidas durante un
leve contacto entre las personas sin aparente relación
epidemiológica51,52.

En conclusión, los hallazgos previos de este estudio,
muestran 22 perfiles diferentes indicando una alta varia-
bilidad genética de las cepas de M. tuberculosis estudia-
das. El análisis por RFLP mostró algunas cepas con
idéntico perfil genético y diferente patrón de susceptibili-
dad antimicrobiana, lo que sugiere que la resistencia pudo
ser adquirida por un mal manejo terapéutico.

Este estudio preliminar permitió demostrar que en la
ciudad de Montería, existe una tasa alta de resistencia a los
fármacos anti-tuberculosos que sugieren establecer medi-
das urgentes de vigilancia epidemiológica y salud pública
para el control de esta enfermedad.
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