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Con objeto de estudiar los polimorfismos del elemento de insercién 6110 (IS6110) en
cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas de pacientes colombianos y la resistencia a medi-
camentos antituberculosos en el departamento del Quindio, Colombia, se efectud un estudio prospec-
tivo con una muestra consecutiva de 59 pacientes con tuberculosis pulmonar sintomdtica, confirmada
por baciloscopia, con y sin historia de tratamiento. Los pacientes, que participaban en el Programa
de Control de la Tuberculosis del Instituto Seccional de Salud del Quindio en Armenia, Colombia,
fueron todos aquellos que consultaron a centros de salud y hospitales locales en zonas urbanas y ru-
rales del Quindio de marzo a julio de 1993.

Se hicieron exdmenes de esputo con cultivos y pruebas de sensibilidad a medicamentos.
Posteriormente se analizaron los polimorfismos del tamario de los fragmentos de restriccién (RFLP)
del IS6110, segtin los protocolos de van Soolingen, et al. (1992). Para clasificar los casos se usé la
historia de tratamiento, aplicando los criterios de la OMS (1991).

Se encontraron 44 cultivos positivos a M. tuberculosis y uno positivo a M. africa-
num. Se observe resistencia inicial a los medicamentos en 4 de 42 cultivos, 0 9,5% (1C95%: 0,6 a
18): 4,8% mostraron resistencia a la isoniacida (INH) y 4,8% a isoniacida y estreptomicina (INH-
SM). Se observd resistencia adquirida en dos de tres cultivos, 0 66% (a isoniacida, rifampicing y
estreptomicing [INH-RM-SM] y a isoniacida, etambutol, rifampicina y estreptomicing [INH-EMB-
RM-5M)). En 27 cepas sometidas a andlisis de RFLE el niimero de copias del 156110 varié de 6 a 17

Los coeficientes de similitud revelaron cinco grupos distintos.
En resumen, el andlisis de los RFLP del 156110 sirve para identificar distintas cepas
de micobacterias y tiene amplia utilidad en estudios epidemioldgicos y en la toma de decisiones sobre

los programas de control de ln tuberculosis.

Los complejos problemas que plantea
la actual situacién de la tuberculosis (1-7)
exigen el disefio de nuevas estrategias y mé-
todos de control. El anédlisis de los polimorfis-
mos del tamario de los fragmentos de restric-
cion (RFLP) que muestra el elemento de
insercién 6110 (I56110), componente exclu-
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sivo de las micobacterias que producen la tu-
berculosis, constituye una herramienta nueva
y promisoria para el estudio epidemiolégico
de la enfermedad (8). El IS6110 es una se-
cuencia dentro del ADN capaz de transpo-
nerse a numerosos sitios sobre el cromo-
soma. Aunque se desconoce la funcién exacta
de los elementos de insercién, estos llevan
secuencias que codifican la produccién de
proteinas esenciales para recombinaciones
genéticas. Tales elementos estidn presentes en
nimeros y posiciones diferentes, produ-
ciendo patrones polimoérficos particulares
que varian de una cepa a otra (“huellas”) y
que se pueden observar mediante el andlisis
de RFLP (9).
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Hasta el momento este nuevo método
se ha usado principalmente para determinar
las fuentes de infeccién en brotes de tuber-
culosis nosocomial con resistencia a los me-
dicamentos (10-12). Las recientes medidas
tomadas en los Estados Unidos de América
para controlar estos brotes pequefios se han
basado en los resultados obtenidos por el
método. También es posible, mediante el ais-
lamiento de cepas procedentes de una misma
zona geografica, realizar estudios de contac-
tos para descubrir el origen de infecciones no
detectadas por los métodos tradicionales (13).

El presente trabajo tuvo como objetivo
describir la naturaleza polimérfica del 156110
de cepas de M. tuberculosis aisladas de pacien-
tes con tuberculosis pulmonar en el depar-
tamento del Quindio, Colombia, y su rela-
cién con cepas procedentes de pacientes
africanos y europeos. También se buscé de-
terminar las posibilidades de aplicar el anali-
sis de RFLP para hacer estudios epidemiold-
gicos y evaluar la resistencia actual a los
medicamentos antituberculosos en la zona.

MATERIALES Y METODOS

Se tomé una muestra consecutiva de 59
pacientes con tuberculosis pulmonar con y sin
historia de tratamiento antituberculoso pre-
vio. Los pacientes fueron todos aquellos con
sintomas respiratorios y baciloscopia posi-
tiva que de marzo a julio de 1993 acudieron a
centros de salud y hospitales urbanos y ru-
rales y que fueron referidos al programa de
control dela tuberculosis del Instituto Seccio-
nal de Salud del Departamento del Quindio.
Estos pacientes —como 80% de la poblacion
total del departamento del Quindio— esta-
ban cubiertos por los servicios de salud pt-
blica y no estaban protegidos por la seguri-
dad social o privada. El programa de control
de la tuberculosis estd descentralizado y
cuenta con un esquema terapéutico uni-
forme, supervisado (observacién directa) y
corto (de 6 meses), para los casos nuevos pul-
monares y extrapulmonares, segtin el es-
quema propuesto por el programa de control
de la tuberculosis del Ministerio de Salud de
la Reptiblica de Colombia.

Los pacientes fueron clasificados de
acuerdo a su historia de tratamiento, si-
guiendo los criterios de la OMS (14):

a)  Casonuevo: El paciente ha recibido tra-
tamiento antituberculoso un mes o
menos.

b)  Casoderecaida: El paciente ha sido cu-
rado en el pasado y presenta una nueva
tuberculosis activa.

¢)  Caso cronico: El paciente sigue te-
niendo resultados positivos a la baci-
loscopia, aun después de repetirse el
tratamiento.

Los siguientes medicamentos se usa-
ron para las pruebas de sensibilidad: isonia-
cida (INH), estreptomicina (SM), pirazina-
mida (PZ), etambutol (ETB), rifampicina (RM)
y acido paraaminosalicilico (PAS).

Las muestras de esputo se transporta-
ron al laboratorio en medio de cloruro de ce-
tilpiridinium (15). La descontaminacién del
esputo, proceso necesario para evitar el cre-
cimiento de otras bacterias, se realiz6 segiin
el método de Petroff (16). Los cultivos se hi-
cieron en dos tubos con medio de Lowens-
tein Jensen y dos con medio de Ogawa para
el cultivo de todo tipo de micobacterias, y en
un tubo con medio de Stonebrink para la
bisqueda de M. bovis. Se usaron varios me-
dios de cultivo para aumentarla oportunidad
de aislamiento. Los tubos se dejaron en in-
cubacién a 37°Cy se leyeron cada 15 dias. Los
cultivos se consideraron negativos después de
10 semanas sin ninggin crecimiento micobac-
teriano. La identificacién de micobacterias se
hizo por el método de Jenkins, et al. (17). Para
determinar la sensibilidad a los medicamen-
tos se usé el método de proporcién con
medio de Lowenstein-Jensen descrito por
Cannetti et al. (18). El tipo de resistencia se
clasificé de acuerdo a los antecedentes de
quimioterapia:

a)  Resistencia inicial: La cepa es resis-
tente pero el paciente niega haber reci-
bido un medicamento antituberculoso
en el pasado.

b)  Resistencia adquirida: Las cepas aisla-
das provienen de pacientes con trata-
miento antituberculoso previo.



Para el analisis de RFLP se logr6 culti-
var 27 cepas colombianas en la cantidad ne-
cesaria para poderlas procesar. Un total de 33
cepas de M. tuberculosis y una de M. africa-
num que se aislaron de pacientes tuberculo-
sos en Ruanda (r = 20), Burundi (n = 4),
Guinea (n = 4) y Bélgica (n = 6), asi como
una cepa de M. bovis, fueron examinadas junto
con las cepas colombianas. Se utilizaron los
protocolos del Instituto Nacional de Salud
Piblica de Bilthoven, Holanda, que se acep-
tan en el 4mbito internacional para efectos
de estandarizacion y comparabilidad de
resultados (19).

De cada cultivo positivo a M. tuberculo-
sis se sacaron bacterias con un asa, se trans-
firieron a un tubo de microcentrifuga con 500
jl de solucién tampén TE (100 mM Tris HCI
pH 8, 10 mM EDTA) y se destruyeron por ca-
lor. La lisis bacteriana se realiz6 afiadiendo a
cada tubo 50 pl de lisozima (10 mg/mi), 70 pl
de sodio-dodecil-sulfato (SDS) al 10% y 6 pl
de proteinasa K (10 mg/mi). Para separaralas
proteinas de los 4cidos nucleicos se afiadie-
ron a cada tubo 100 ul de NaCl 5M y después
80 pl de cetil NNN-trismetil de bromuro de
amonio (CTAB)/NaCl. La extraccién protei-
nica se realizé con volimenes iguales (700 pl)
de cloroformo e isomil alcohol y la solucién fue
precipitada con 500 ul de isopropanolol 0,6 vol.
La enzima de restriccién Pyu I (Boehringer
Manheim, Alemania), que reconoce la se-
cuencia palindrémica CAG/CTG, se utilizo
para digerir el ADN. Los fragmentos obteni-
dos fueron separados segtin su longitud por
electroforesis lenta (0,8 V/cm). La transferen-
cia desde los geles de agarosa a la membrana
de nitrocelulosa se realiz6 por el método del
vacio (Milliblot-V) y la deteccién de fragmen-
tos con el IS6110 se hizo con un sonda espe-
cifica preparada por amplificacién de dcidos
nucleicos mediante la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa. Esta sonda detecta
en el IS la secuencia de los pares de bases 631
a 650y 865 a 875 que corresponden a los seg-
mentos ubicados a la derecha del sitio de corte
de Pou II.

Se realiz6 una prehibridacién durante
15 minutos a 42°C en tampén de hibridacion
(NaCl 0,5M). La hibridacion se llevd a cabo

toda la noche a 42°C con una concentracion
de sonda de 10 ng/ml en el tampén de hibri-
dacién y un incubador de hibridacién girato-
rio (Robbius Scientific). Se realizaron dos
lavados: uno con 50 ml de tampdn primario
(25 ml de una soluciéon salina citratada
—NaC(l 3M vy citrato de Na 0,3M— mis
360 g de urea y 4 g de SDS més agua destilada
hasta un volumen de 1L) por 20 minutos a
42 °C, y otro con 200 ml de tampén secun-
dario (la misma solucion salina citratada usada
como tampdén primario, sin urea ni SDS, pero
diluida a la mitad: es decir, voltiimenes de NaCl
3M y citrato de Na 0,3M en una proporcion
de 1:2) 5 minutos dos veces a temperatura
ambiental. La deteccién de secuencias sobre
la membrana se realizd por quimioluminis-
cencia (Amersham, Reino Unido) y la emi-
sion de luz fue registrada por autorradiogra-
fia (Hyperfilm; Amersham, Reino Unido).

Los polimorfismos genéticos obteni-
dos fueron analizados para construir dendro-
gramas basados en los coeficientes de simili-
tud (SAB), que se obtienen mediante la
férmula modificada de Godfrey—Fausset y
Stoker (20). Esta formula, en que se compa-
ran dos cepas A y B en cuanto al nimero de
bandas reveladas por el andlisis de RFLF, es
la siguiente:

[Bandas compartidas
enire A y B]

[Bandas A] + [Bandas B} —
[Bandas compartidas entre A y B]

SAB =

Las cepas aisladas con bandas idénticas ten-
drdn un coeficiente SAB de 1 y las que no tie-
nen bandas en comtin tendran un coeficiente
SAB de 0. Los dendrogramas se confeccio-
naron manualmente (21). Se escogié un coe-
ficiente SAB mayor de 0,25 para hacer las
agrupaciones. Los intervalos de confianza
para las proporciones se calcularon con la
férmula p £ 1,96V pgin (22).

RESULTADOS

De las 59 muestras de esputo recolec-
tadas, 45 (76%) dieron resultados de cultivo
positivos. Se identificaron 44 cepas de M. fu-
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CUADRO 1. Resistencia inicial y adquirida a medicamentas antituberculosos en 45 cepas aisladas de
Mycobacterium y resistencia en casos de recaida y en casos cronicos de tuberculosis. Armenia,

Quindfo, Colombia, 1993

Cepas resistentes/

cepas en total %
Resistencia inicial
Isoniacida 2/42 4,8%
Isoniacida y estreptomicina 2/42 4,8%
Total 4/42 9,5%

Resistencia adquirida
Caso de recalda
Isoniacida, rifampicina y estreptomicina
Caso crénico
Isoniacida, etambutol, rifampicina y estreptomicina
Total

(1C95%: 0,6 a 18)

13 33,3%
1/3 33,3%
2/3 66,6%

{1C95%: 13 a 100)

berculosis y una de M. africanum. Esta Gltima
cepa fue sensible al tiofenol 2—carboxil hidra-
zida (TCH) y resistente a la niacina (23). De-
safortunadamente no se pudo obtener una
cantidad de micobacterias suficiente para
realizar analisis de RFLP de esta cepa. Las
pruebas de sensibilidad mostraron que 6 de
45 cepas aisladas (13%) eran resistentes a uno
o varios medicamentos (IC95%: 3 a 23). La
distribucién de resistencia inicial y adquirida
se indica en el cuadro 1.

Dos ejemplos de autorradiograffas ob-
tenidas por andlisis de los RFLP del IS6110 se
presentan en las figuras 1y 2. Ninguna delas
cepas procedentes de Africa y Europa mos-
traron perfiles similares a los de las cepas co-
lombianas. Tanto en las unas como en las
otras, el niimero de copias del 156110 encon-
tradas en los perfiles polimérficos varié de 6
a 17. No se detectaron cepas sin copias del
156110. La distribucion del ntiimero de copias
se muestra en la figura 3. En las lineas 15y 16
de la figura 2 los perfiles polimérficos, que
corresponden a cepas aisladas de diferentes
pacientes, son idénticos y tienen el mismo fe-
notipo de resistencia (a INH y SM), por lo que
se deduce que se trata de la misma cepa. En
la misma figura los perfiles polimérficos de las
lineas 8 y 14 también son idénticos y perte-
necen a cepas sensibles obtenidas de diferen-
tes pacientes. La linea 10 de la figura 2 corres-
ponde a una cepa multirresistente (a INH,

EM, RM y SM). Las cepas colombianas
restantes fueron sensibles a todos los
medicamentos.

Veinte de las cepas aisladas mostraron
perfiles similares pero no idénticos. El den-
drograma (figura 4) construido a partir de los
coeficientes SAB reveld cinco agrupamien-
tos, de los cuales el mas numeroso fue el A,
seguido de C, B, D y E, respectivamente, en
orden de frecuencia.

DISCUSION

La muestra estudiada ilustra la situa-
cidén que enfrentan actualmente los progra-
mas de control de la tuberculosis en lo que
concierne a los pacientes baciliferos. Los re-
sultados de resistencia inicial a los antibi6ti-
cos concuerdan con los obtenidos en la en-
cuesta regional de la OPS en lo que respecta
ala resistencia a INH, y a INH y SM (Kantor
N, 1993, comunicacién personal).

La situacién en general constituye un
llamado urgente a mejorar las tasas de cura-
cién y a aumentar el cumplimiento de los es-
quemas de tratamiento oficiales, que es el
tinico medio eficaz para reducir los niveles de
resistencia actuales. A pesar de la presencia
de casos resistentes, el esquema terapéutico
supervisado de 6 meses sigue siendo eficaz en
casos de resistencia inicialalaSMylaINH y



FIGURA 1. Autorradiograffa de los polimorfismos del tamafio (en pares de bases) del segmento de insercion

6110 en cepas de Mycobacterium tuberculosis, M. africanumy M. bovis procedentes de Bélgica, Colombia
y Ruanda
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FIGURA 2. Autorradiografia de los polimorfismos del tamafio (en pares de bases) del segmento de insercién

6110 en cepas de Mycobacterium tuberculosis procedentes de Colombia y Burundi
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FIGURA 3. Nimero de cepas de Mycobacterium
con determinado nimero de copias del segmento
de insercion 6110. Armenia, Quindfo, Colombia,
1993
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por esta razén la resistencia puede ser rever-
sible (24, 25). Pero la situacién es muy dife-
rente en los casos resistentes a RM e INH, en
los cuales el mejor tratamiento disponible es
casi siempre ineficaz y conlleva una alta mor-
talidad (26). Debe ser una prioridad de pri-
mer orden actualmente reforzar los progra-
mas de control de la tuberculosis en Colombia,
pues el pais atin se encuentra en una situa-
cién que puede controlarse si se aprovechan
los recursos actualmente disponibles.

El presente trabajo examina por pri-
mera vez el polimorfismo del IS6110 en cepas
de M. tuberculosis aisladas de pacientes co-
lombianos y es el primer informe al respecto,
hasta nuestro conocimiento, en América La-
tina. La primera conclusién importante es que
el anélisis de RFLP escogido para este estu-
dio permitié diferenciar la mayor parte de las
cepas, lo cual implica que el polimorfismo es
suficiente para usar la técnica como herra-
mienta en el marco de la epidemiologia mo-
lecular. Esto plantea muchos interrogantes
sobre la utilidad de las nuevas técnicas de
biologia molecular en paises en desarrollo,
donde hay tasas elevadas de tuberculosis en
la poblacién en general. ;Servirdn para
orientar la toma de decisiones en torno a los
programas de control?

FIGURA 4. Dendrograma de cinco arupos de cepas
de Mycobacterium tuberculosis, basado en sus
coeficientes de similitud. Armenia, Quindio,
Colombia, 1993
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Resulta evidente que las prioridades
actuales siguen vigentes, como se decia en el
pérrafo anterior, pero la tuberculosis no se
comporta de manera estatica en el medio la-
tinoamericano. El niimero de nuevos casos de
tuberculosis en el departamento del Quindio
ha aumentado de forma alarmante y muestra
un claro paralelo con la aparicién de la epi-
demia de sida en esa zona. Actualmente se
estan llevando a cabo estudios para examinar
la relacién entre la seropositividad a VIH y la
tuberculosis y los primeros resultados confir-
man la sospecha suscitada por los estudios
epidemioldgicos (resultados no publicados,



Programa de Tuberculosis del Instituto Sec-
cional de Salud del Quindio). Ante la nueva
situacién epidemioldgica el anélisis de RFLP
indudablemente ayudaré a calcular la pro-
porcién de casos provocados por reactivacion
de una primoinfeccién o por transmisién re-
ciente y a definir sobre esta base la duracién
de la quimioprofilaxis en pacientes positivos
a VIH. En América Latina es de esperar que
haya una distribucién casi pareja de ambos
mecanismos causales, dada su situacion epi-
demioldgica compleja: epidemias antiguas y
nuevas y condiciones de vida modernas, por
un lado, y por otro situaciones de subdesa-
rrollo para gran parte de la poblacién.

Pero también son importantes los da-
tos que puede proporcionar la técnica sobre
los patrones de transmisién. De 27 cepas es-
tudiadas, 4 compartieron perfiles idénticos.
Esto se puede atribuir a una transmisién re-
ciente en estos pacientes y no a la reactiva-
cién de una infeccién antigua (27). Por con-
siguiente, el andlisis de RFLP permitié
descubrir dos fuentes de transmisién desco-
nocidas y no detectadas por los métodos de
biisqueda tradicionales. Como se mencion6
anteriormente, el resultado mads interesante
es el de dos pacientes con un mismo patrén
de resistencia a isoniacida y estreptomicina.
Los datos epidemiol6gicos comtinmente uti-
lizados para la bisqueda de contactos no ha-
bian mostrado ninguna relacién entre las dos
pacientes en cuestién. Estas procedfan de la
misma ciudad, pero no compartian la vi-
vienda ni tenian lazos familiares, por lo que
no hubo ninguna sospecha inicial. Ninguna
de las dos habfa recibido tratamiento antitu-
berculoso anteriormente, pero una de las pa-
cientes vivia en contacto con un paciente en
tratamiento.

El bajo porcentaje (76%) de muestras
con cultivo positivo a micobacterias puede
obedecer a una disminucién de la viabilidad
bacteriana durante el transporte y a que mu-
chas muestras tenian un fndice de bacilos-
copia bajo que correspondia a casos pauci-
bacilares.

La técnica discutida en el presente es-
tudio podria contribuir a mejorar los cono-
cimientos actuales sobre los mecanismos

de diseminacién de la tuberculosis. La
identificacién de cepas por medio del anélisis
de RFLP podré aplicarse en futuros estu-
dios para determinar la frecuencia con que
aparecen cepas multirresistentes y explorar los
factores que favorecen su propagacién en la
comunidad. Sila diseminacién de cepas mul-
tirresistentes es frecuente, podria ser nece-
sario cambiar radicalmente las estrategias de
control, no solo a fin de detectar y tratar ca-
s0s, sino también de eliminar las circunstan-
cias que favorecen su diseminacién. Recien-
temente los RFLP se han utilizado para hacer
estudios sobre transmision comunitaria en
Estados Unidos y Suiza (28—31). En un estu-
dio en el cantdn de Berna, Suiza, un solo pa-
ciente contribuy6 a 13% de los casos de tu-
berculosis del cantdén (29) y en San Francisco,
Estados Unidos, un solo paciente fue respon-
sable de 6% de los casos en el periodo estu-
diado (31). En nuestro estudio nosotros en-
contramos que un solo paciente podia explicar
todos los casos de resistencia inicial a la com-
binacién de INH y SM. Esto podria ayudar a
definir ciertos pardmetros, como la deten-
cién forzada de pacientes que representan un
peligro para la salud ptiblica.

La estrecha relacién encontrada en el
presente estudio entre las diversas cepas co-
lombianas es la esperada en paises con una
alta frecuencia de transmisién por contacto
con personas infectadas y confirma que hay
una circulacién intensa del bacilo en el medio
circundante (20 de las 27 cepas pertenecian a
uno de los cinco agrupamientos). El fené-
meno resulta mds patente cuando se detec-
tan polimorfismos idénticos en pacientes que
no han entrado en contacto y que viven en
ciudades diferentes (lineas 8 y 14, figura 2), lo
cual significa que la cepa se ha diseminado con
mas rapidez que los factores que producen la
transposicion del [56110. Sobre esta base, por
lo menos 4 de 27 casos (14%) en el presente
estudio se pueden atribuir a transmision re-
ciente. La situacién se asemeja ala del Africa,
donde 17 casos de 118 (15%) pueden atri-
buirse a la misma (20), pero es muy diferente
ala delos Estados Unidos —191 casos de 473
(40%) en San Francisco (31) y 39 de 104 (37,5%)
en Nueva York (30)— o ala de Tanez en la
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zona de Menzel Bourguiba, con 53 casos de
128 (41%) (32). Es de notar que en Ttinez hubo
variaciones regionales importantes dentro del
mismo pais y que en otra zona se encontra-
ron 67 cepas diferentes en 68 pacientes (32).
Los resultados de estos estudios reflejan el
impacto de la epidemia de sida enlos Estados
Unidos, la cual ha aumentado el niimero to-
tal de casos nuevos de tuberculosis y explica
el gran porcentaje de casos debidos a trans-
mision reciente. Es posible que al hacerse més
estudios en América Latina también se pue-
dan encontrar variaciones locales y focos mi-
croepidémicos recientes.

Nuestro estudio es el primero en noti-
ficar la infeccion sintomatica por M. africa-
num en Colombia. Al compararse los perfiles
de las cepas micobacterianas colombianas con
los de las cepas africanas y europeas no se
encontraron similitudes, aunque todas las
cepas mostraron de 6 a 17 bandas (9), inde-
pendientemente de su origen geogréfico. En
nuestro estudio no se detectaron cepas sin
copias del I56110, como en Vietnam (33) y en
laIndia (34), donde serd por consiguiente ne-
cesario usar otros elementos de insercién para
hacer anélisis de RFLP.

Segtin los resultados préliminares de
otros estudios en que se han comparado ce-
pas de diferente procedencia geografica, pa-
rece factible crear agrupaciones basadas en el
origen geogréfico de las cepas (9, 20). Con el
fin de explorar esta posibilidad, actualmente
se estan llevando a cabo varios proyectos ba-
sados en la recoleccién de un gran niimero de
cepas y en su andlisis por computadora.

El andlisis de RFLP puede usarse para
hacer estudios epidemiolégicos en los labo-
ratorios centrales o nacionales de referencia.
Su bajo costo, de aproximadamente US$ 1,50
por muestra, pone la técnica al alcance de los
paises en desarrollo. Si se tienen en cuenta los
posibles beneficios de su aplicacién, la rela-
cién costo-beneficio es muy favorable y am-
pliamente justifica la inversién. Es de esperar
que los estudios efectuados con la técnica re-
dunden en medidas de control més eficaces.
Entre los estudios que podrian realizarse fi-
guran la determinacién de la frecuencia de
fracasos terapéuticos en casos adquiridos por

transmision o por reactivacién; el segui-
miento de las fuentes de diseminacion de ce-
pas multirresistentes; el control de calidad en
los laboratorios centrales o regionales espe-
cializados en micobacterias (35); y la detec-
cién y estudio de brotes de infeccién noso-
comial. En conclusion, el andlisis de RFLF, que
permite distinguir en el nivel molecular entre
distintas cepas de M. fuberculosis, es una he-
rramienta valiosa aplicable al estudio epide-
miolégico de la tuberculosis y permite escla-
recer dudas fundamentales que durante largo
tiempo no habian logrado resolverse.
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ABSTRACT

Restriction fragment I

polymorphism analysis and the
epidemiology of tuberculosis

The purpose of this study was to deter-
mine the polymorphism of insertion segment
6110 (IS6110) in strains of Mycobacterium tubercu-
losis isolated from Colombian patients as well as
the current status of resistance to antitubercu-
losis drugs in the department of Quindio, Co-
lombia. To this end, a prospective study was
performed with a consecutive sample of 59 pa-
tients who sought care at local health centers and
hospitals in rural and urban areas of Quindio
from March to July 1993. The patients in the
sample had symptomatic pulmonary tubercu-
losis confirmed by bacteriologic inspection of
sputum, with and without a history of treat-
ment, and were participants in the Tuberculosis
Control Program of the Sectional Health Insti-
tute of Quindio in Armenia, Colombia.

of various repetitive DNA elements as genetic
markers for strain differentiation and epidemio-
logy of Mycobacterium tuberculosis. ] Clin Microbiol
1993;31:1987-1995.

35. Small PM, McLenny NB, Singh SP, Schoolnik GK,
Tomkins LS, Mickelsen PA. Molecular strain typ-
ing of Mycobacterium tuberculosis to confirm cross-
contamination in the mycobacteriology labora-
tory and modification of procedures to minimize
ocurrence of false positive cultures. | Clin Micro-
biol 1993;31:1677—-1682.

Sputum cultures and drug sensitivity tests
were done. Later, restriction fragment length
polymorphisms (RFLP) of 156110 were analyzed
in accordance with the protocols of van Soolin-
gen etal. (1992). Cases were classified by treat-
ment history, applying the criteria of WHO
(1991).

The results showed 44 cultures positive for
M. tuberculosis and one positive for M. afri-
canum. Primary drug resistance was found in 4
of 42 cultures, or 9.5% (CI95%: 0.6 to 18); 4.8%
were resistant to isoniazid (INH) and 4.8% to
isoniazid and streptomycin (INH-S5M). Ac-
quired resistance was found in two of three cul-
tures, or 66% (to isoniazid, rifampicin, and
streptomycin [INH-RM-SM] and to isoniazid,
ethambutol, rifampicin, and streptomycin [INH-
EMB-RM-SM]). In 27 strains submitted to RFLP
analysis, the number of copies of 156110 varied
from 6 to 17. Similarity coefficients revealed five
distinct groups.

In conclusion, RFLP analysis of I56110 was
able to identify different strains of mycobac-
teria, which would make it a useful tool in epi-
demiologic studies and in decision-making in
tuberculosis control programs.



