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RESUMEN

Introduccion: Mycobacterium tuberculosis con resistencia a farmacos se ha convertido en uno de los
principales obstaculos para el control de la tuberculosis a nivel mundial y su vigilancia constituye
prioridad.

Objetivos: Ejecutar la caracterizacion molecular de aislamientos de Mycobacterium tuberculosis

multidrogorresistentes en Cuba.
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Métodos: Estudio observacional, descriptivo, longitudinal y retrospectivo, en Cuba, en el periodo 1995-
2014. La muestra estuvo conformada por 54 aislamientos. Se realizo tipificacion con oligonucléotidos
espaciadores. Los datos epidemioldgicos se obtuvieron de la encuesta nacional de vigilancia de la
resistencia a las drogas antituberculosas.

Resultados: Se aprecio predominio del genotipo Beijing, seguido del sublinaje LAMO9. EI 83,33 % del
total de casos se encontraron en el rango de edad de 15 a 64 afios. En las regiones occidental y oriental
se concentran el 81,48 % de los casos, sin embargo, la occidental presenta méas casos y mayor diversidad
genotipica. EI 75 % de los casos multidrogorresistentes son nuevos. Los 2 factores mas frecuentes, que
favorecen la aparicion de casos multidrogorresistentes son los casos cronicos y los provenientes del
extranjero.

Conclusiones: Este es el primer estudio de 20 afios de aislados multidrogorresistentes en Cuba, que
encuentra asociacion entre el linaje Beijing y resistencia. Se presenta en pacientes en edad laboral y la
relacion de los casos cubanos con los reportados en la base de datos internacional hace imprescindible la
vigilancia de la entrada a Cuba de aislados multidrogorresistentes.

Palabras clave: complejo Mycobacterium tuberculosis; spoligotyping; tuberculosis, vigilancia,;

epidemiologia molecular.

ABSTRACT

Introduction: Mycobacterium tuberculosis with drug resistance has become one of the main obstacles
to the control of this disease worldwide and its surveillance is a priority.

Objectives: Carry out the molecular characterization of isolates of multidrug-resistant Mycobacterium
tuberculosis in Cuba.

Methods: Observational, descriptive, longitudinal and retrospective study, in Cuba, in the period 1995-
2014. The sample consisted of 54 isolates. Typing with spacer oligonucleotides was performed.
Epidemiological data were obtained from the national anti-tuberculosis drug resistance surveillance
survey.

Results: A predominance of the Beijing genotype was observed, followed by the LAM9 sublineage;

83.33 % of the total cases were found in the age range of 15 to 64 years. In the Western and Eastern
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81.48 % of the cases are concentrated, however the Western presents more cases and greater genotypic
diversity; 75 % of multidrug-resistant cases are new cases. The two factors that favor the appearance of
the most frequent multidrug-resistant cases are chronic cases and those from abroad.

Conclusions: This is the first 20-year study of multidrug-resistant isolates in Cuba, where an association
between the Beijing lineage and resistance is found. It occurs in patients of working age, and the
relationship of the Cuban cases with those reported in the international database makes it essential to
monitor the entry into Cuba of multidrug-resistant isolated.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis complex; spolygotyping; tuberculosis, surveillance; molecular

epidemiology.

Recibido: 19/04/2022
Aprobado: 30/07/2022

INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa y se considera un problema de salud publica de
primera magnitud; una de las 10 primeras causas de muerte a nivel mundial y hasta que aparecid la
pandemia por la COVID-19, era la primera causa de muerte por un solo agente infeccioso, incluso por
encima del VIH/Sida.)

Alrededor de la cuarta parte de la poblacion mundial esta infectada con Mycobacterium tuberculosis y
corren el riesgo de desarrollar la enfermedad.®

La pandemia de la COVID-19 ha revertido afios de progreso en la prestacion de servicios esenciales de
TB y la reduccion de la carga por esta enfermedad. Los objetivos globales de TB estan en su mayoria
fuera de camino y el impacto mas obvio es una gran caida global en el nimero de personas recién

diagnosticadas con TB y reportadas.®
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La tuberculosis con resistencia a farmacos se ha convertido en uno de los principales obstaculos que
existen en la actualidad, para el control de esta enfermedad a nivel mundial.®

La tuberculosis multidrogorresistente (MDR) y la extremadamente resistente (XDR) son formas graves
de la enfermedad. Sin lugar a dudas comprometen el éxito del tratamiento y adquieren gran importancia
clinicay epidemioldgica, por el alto costo de las drogas, su toxicidad, regimenes prolongados y baja tasa
de éxito. Por tales motivos, la prevencion cobra cada dia mayor interés, asi como la vigilancia de la
resistencia mediante métodos convencionales y de técnicas rapidas de deteccion.®

Aunque es bien conocido que Mycobacterium tuberculosis puede mutar espontdneamente, la aparicion
de la resistencia se relaciona con un grupo de factores asociados a las fallas del Programa nacional de
control de la TB en el que intervienen los regimenes terapéuticos no normados, suministro irregular o
insuficiente de medicamentos, dificultades médicas al prescribir tratamiento inadecuado, por malas
combinaciones, dosis insuficientes, tratamientos no controlados y otros factores atribuibles al paciente,
que comprometen la adherencia; o por comorbilidades que comprometen la absorcion o empeoran la
toxicidad de los medicamentos.®

La vigilancia de la resistencia en Mycobacterium tuberculosis constituye una prioridad del Programa
nacional de control de la TB en Cuba, en el contexto actual que el pais avanza hacia la eliminacién de la
enfermedad. En el estudio realizado por Lemus y otros® en el Laboratorio Nacional de Referencia e
Investigaciones en TB, Lepra y Micobacterias, demostré bajos porcentajes de TB-MDR, 0,8 % para los
casos nuevos y 5,2 % para los casos previamente tratados, durante los afios 2012-2014 en consonancia
con informes previos realizados en el Cuba.®

En la presente investigacion, se aprovechan las cualidades que ofrece el método de tipificacion con
oligonuclettidos espaciadores (Spoligotyping en inglés) y se ejecuta la caracterizacion molecular de

aislamientos de Mycobacterium tuberculosis MDR en Cuba.
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METODOS

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo, longitudinal y retrospectivo, en Cuba, en el periodo
comprendido entre enero de 1995 a diciembre del 2014. Se ejecuto en la Seccion de Biologia Molecular
del Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones en Tuberculosis y Micobacterias (LNRITM)
del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK).

Se estudiaron, aislados de Mycobacterium tuberculosis obtenidos a partir de muestras clinicas, recibidos
en el LNRITM del IPK, procedentes de los Laboratorios de TB de los centros provinciales de higiene,
epidemiologia y microbiologia de Cuba y de la seccion de diagnostico del LNRITM.

El universo del estudio estuvo constituido por todos los aislamientos (84) de Mycobacterium
tuberculosis. Se mantuvieron conservados a -70 °C en agua destilada estéril. De ahi se tomd una alicuota
de cada aislamiento y se inocul6 en 2 tubos de Lowenstein-Jensen que se incubaron por 4 semanas a
37 °C, para su posterior extraccion de ADN.

Se excluyeron los cultivos contaminados, con escaso crecimiento o de muy dificil recoleccién de su
biomasa.

La muestra la conformaron 54 aislamientos; lo cual represento el 65,47 % del total identificado en el
periodo analizado.

Los aislamientos primarios se obtuvieron por inoculacion de la muestra clinica en medio Loéwestein-
Jensen, incubados a 37 °C. La identificacion de especie se efectu6 mediante pruebas biogquimicas
convencionales y por el sistema inmunocromatografico (BIO-LINE SD Ag MPT64 TB, Yongin,
Korea).®®

A todos los aislamientos se le realizaron pruebas de sensibilidad mediante el método de la nitrato
reductasa en medio de Lowenstein-Jensen; se midio la sensibilidad a la isoniacida y la rifampicina, con
una concentracion critica de 0,2 pg/mL y 40 pg/mL, respectivamente.

En los aislamientos que resultaron multirresistentes se evalué mediante el método de las proporciones en
medio de LOwenstein-Jensen, la sensibilidad a isoniacida, rifampicina, estreptomicina, etambutol,
ofloxacina, kanamicina y capreomicina, utilizando las concentraciones criticas recomendadas para cada
una de ellas: 0,2 pg/mL, 40 pg/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL, 2 pg/mL, 30 ug/mL y 40 pg/mL,

respectivamente.®
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Los cultivos positivos, que ademas cumplieron con la caracteristica de ser resistentes a la isoniacida y la
rifampicina fueron enviados a la seccién de biologia molecular del LNRITM donde se les realizé la
tipificacion por spoligotyping.

A los aislamientos se les realizo la extraccion de ADN siguiendo un protocolo de referencia internacional
descrito por van Soolingen y otros.(”)

Se empled el sistema Spoligotyping Kit IM9701 (Ocimum Biosolutions Ltd, Hyderabad, India), de
acuerdo a lo publicado por Kamerbeek y otros.® Brevemente, se amplificé por PCR la region externa a
las secuencias repetitivas directas (DR) del genoma de Mycobacterium tuberculosis, empleando los
cebadores DRa (GGT TTT GGG TCT GAC GAC) y DRb (CCG AGA GGG GAC GGA AAC,
biotinilado). El producto amplificado se desnaturalizd e hibridé contra una membrana con 43
oligonucledtidos (derivados de la regién DR) utilizando un Miniblotter MN 45 (Immunogenetics,
Boston, EE.UU.). La membrana hibridada se enfrentd a un conjugado de estreptavidina-peroxidasa y
luego se realizd una reaccion quimioluminescente con el sistema ECL (GE Healthcare, Pittsburgh,
EE.UU.). Finalmente, la membrana se expuso a una pelicula de rayos Xy se revel6 después de 20 minutos
de exposicion. En cada membrana se utiliz6 como controles positivos ADN de Mycobacterium bovis P3
y Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Los resultados se introdujeron en una tabla de Microsoft Excel y se compararon con la base de datos
internacional SpolDB4-SITVIT2 y con la base de datos nacional (LNRITM).®

Para el estudio de agrupamientos, los patrones genéticos se analizaron con la herramienta bioinformatica

en linea MIRU-VNTRplus (http://www.miru-vntrplus.org). El indice discriminatorio de Hunter-Gaston

(HGDI) se us6 para estimar el poder discriminatorio de la técnica.? El indice de agrupamiento (como
estimado minimo de proporcion de casos de TB relacionados a transmision reciente), se calcul6 segun
Small y otros.?

Los datos epidemioldgicos generales se obtuvieron a partir de la encuesta nacional de vigilancia de la
resistencia a las drogas antituberculosas y la base de datos nacional de TB del Ministerio de Salud Publica
(Minsap) del periodo entre enero de 1995 a diciembre del 2014.

Se expresaron los resultados en forma de tablas y graficos. Se uso el porcentaje como medida de resumen.
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Consideraciones éticas: se cumplieron estrictamente las buenas précticas de laboratorio, asi como todas
las medidas de bioseguridad para el trabajo y la manipulacion de microorganismos segun los niveles de
riesgo establecidos por la lista oficial de agentes biologicos que afectan al hombre, los animales y las
plantas, de la Resolucion No. 38/06 del Ministerio de Ciencia Tecnologia y Medio Ambiente vigente en
Cuba. Este estudio recibi6 la aprobacion del Comité de Etica (CEI-IPK-35-12).

RESULTADOS

En la figura 1 se hace un resumen de la tendencia de la TB en Cuba y la cantidad de casos MDR
detectados en el periodo de 20 afios. Se observa cémo ha ido disminuyendo el nimero de casos, sin
embargo hay una tendencia al alza de casos MDR, sobre todos en el periodo 2008-2012, con un pico en
el 2011, a pesar de que el por ciento es sumamente bajo. Esta predisposicion al alza puede estar dada por

el incremento de los viajes internacionales y los movimientos migratorios.

mmmm Total de casos de TB al afio

s Total de casos MDR/XDR

Fig. 1 - Total de casos de TB diagnosticados y total de casos MDR/XDR en Cuba.

http://scielo.sld.cu
http://www.revmedmilitar.sid.cu

Bajo licencia Creative Commons DS



http://scielo.sld.cu/
http://www.revmedmilitar.sld.cu/
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Analisis de la tipificacién molecular con spoligotyping

Segun la Base Internacional SpolDB4.0 se identificaron 4 linajes predominantes de Mycobacterium
tuberculosis, que incluyeron al 85,18 % de los aislamientos estudiados. De manera individual predominé
la familia Beijing (31,4 %), seguido por los genotipos LAM (24,07 %), T (9,25 %) y Haarlem (14,6 %)
(Fig. 2).

2 1

S

11
B Beijing B X
m LAM H U
T H Unico
B Harlem MANU 2

Fig. 2 - Linajes encontrados en los aislamientos MDR y XDR en Cuba.

La tipificacion por spoligotyping realizada a 54 aislamientos de MDR y XDR produjo 21 patrones de
espoligotipos diferentes, de los cuales 3 (5,55 %) fueron patrones no reportados anteriormente. El indice
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de agrupamiento calculado mediante la formula de referencia®® result6 de 0,6111 (61,11 %). Por su parte
el HGDI fue de 0,8837.

Al confrontar los patrones de los aislamientos analizados con la base de datos internacional SpolDB4-
SITVIT2 se pudo apreciar la diversidad de sublinajes dentro de las familias circulantes en Cuba. Se
observa un amplio predominio del genotipo Beijing, sequido del sublinaje LAM9.

Al analizar la informacion epidemiolégica de los casos relacionados con los aislamientos estudiados, se
observo que de los 54 pacientes, la edad media fue de 47,57 + 16,53 afios. El 83,33 % del total de casos
se encontraron en el rango de edad de 15 a 64 afios, fundamentalmente en el grupo de 45 a 64 afios. Este
alto por ciento se encuentra en una poblacion laboralmente activa. Esto hace que la deteccion precoz de
los factores de riesgo y su adecuado control es importante para evitar la enfermedad y la pérdida de
calidad de vida. Solamente el 16,66 % restante se encuentra por encima de los 65 afios. También se
aprecio un predominio marcado del sexo masculino (tabla 1).

Cuando se analizd por regiones, se observo que el occidente y el oriente acumulan el 81,48 % de los
casos; sin embargo, el occidente presenta mas casos y una mayor diversidad genotipica (tabla 2). La

proporcion entre el sexo femenino y el masculino se mantuvo en todas las zonas.
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Tabla 1 - Distribucidn de los factores que favorecen la aparicion de casos MDR en 54 aislamientos de

Mycobacterium tuberculosis MDR y XDR diagnosticados en Cuba

Caracteristicas Total Porciento
Tipo de caso de TB
Nuevo 40 74,07
Recurrente o crénico 14 25,92
Tipode TB
TB BK positivo 43 79,72
TB BK negativo 10 18,51
TB extrapulmonar 1 1,85
Edad

Menos 15 Afios 0 0

15-29 Afios 10 18,51
30-44 Afios 13 24,07
45-64 Afios 22 40,74
Igual o Mas de 65 Afios 9 16,66

Sexo
Femenino 12 22,22
Masculino 42 77,77
Region de Procedencia
Occidente 24 44 44
Centro 10 18,51
Oriente 20 37,03
Factor predisponente

Casos crénicos 12 22,22
Provenientes del extranjero 9 16,66
Reclusos 3 5,55
Recaidas 2 3,70
TB extrapulmonar 1 1,85
Fallecidos 1 1,85
Sin factor predisponente 26 48,14

busqueda de su posible fuente de infeccion (tabla 1).

El hecho de que casi el 75 % de los casos MDR se encuentren en pacientes sin antecedentes de

tratamiento con farmacos antituberculosos constituye una alerta y apunta hacia la prioridad que tiene la
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Este hecho se refuerza al comparar los aislamientos con la base de datos internacional; se observa como
en algunos sublinajes, los aislamientos cubanos estan muy relacionados con otros procedentes de paises
con los cuales se mantienen estrecha vinculacion, como EE.UU., Ecuador, México o Venezuela. Esto
constituye una evidencia de la posibilidad de la entrada al pais de casos MDR/XDR y la importancia de
su vigilancia (tabla 3).

Cuando se proceso los datos de los pacientes, se observo una serie de factores que favorecen la aparicion
de casos MDR, en 28 de los 54 casos, para un 51,85 %. Los 2 més frecuentes son los casos cronicos de
TB y los pacientes provenientes del extranjero. Sin embargo, hay un 48 % no se encontré relacion con
los factores estudiados, lo que hace necesario continuar el estudio epidemioldgico (tabla 1).

Tabla 2 - Distribucidn de los genotipos de 54 aislamientos de Mycobacterium tuberculosis MDR y XDR
diagnosticados en Cuba

Genotipo Region Total
Occidente | Centro | Oriente
Beijing 6 5 5 16
H1 2 - 1 3
H3 1 - 1 2
LAM1 - - 1 1
LAM12 MAD 1 - 1 1
LAM3 2 - 2
LAM4 1 - - 1
LAM9 3 1 5 8
MANU2 - - 1 1
T1 3 2 2 7
T2 3 1 4
U 1 - - 1
X2 2 - - 2
X3 - - 1 1
Desconocidos 1 - 2 3
Total 24 10 20 54
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Tabla 3 - Frecuencia de aparicion de aislamientos MDR en Cuba de Cuba en la base de datos internacional
(SpoIDB-SITVIT2)

Aislamientos MDR Base de Datos SpolDB4-SIT-VIT2
Sublinaje (tipo) . Cantidad de
genotipados %
aislamientos
Beijing (1) 15 6162 0.24
Beijing (1168) 1 5 20*
LAM1 (1769) 2 4 50**
LAM3(35) 1 775 0.13
LAM4(60) 1 373 0.27
LAM9(42) 9 2716 0.33
LAM-MAD1(209) 1 28 3.57
T1(53) 7 7786 0.09
T2(153) 4 46 8.69
Harlem1(47) 3 1830 0.16
Harlem3(50) 2 4209 0.05
X2(132) 2 8 25%**
X3(92) 1 1133 0.09
MANU2(54) 1 115 0.87
U(1188) 2 4 50***

* Aislamientos procedentes de EE. UU. (3), China (1) y Cuba (1).
** Aislamientos originarios de Venezuela (2) y Cuba (2).
*** Aislamientos oriundos de EE.UU. (3), Ecuador (1), México (1), Venezuela (1) y Cuba (2).

**** Aislamientos provenientes de Tailandia (2) y Cuba (2).

DISCUSION

La vigilancia ininterrumpida, por mas de 30 afios, de la resistencia a los farmacos antituberculosos en
Cuba permite conocer las cifras de resistencia e identificar oportunamente los casos de TB resistente,
para tratarlos de forma adecuada y evitar la diseminacion en el pais.

Se conoce que la resistencia de Mycobacterium tuberculosis a los farmacos ocurre de manera natural,
como resultado de mutaciones genéticas espontaneas que se originan en el cromosoma de la bacteria;
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que la proporcion de mutantes resistentes en una poblacion de Mycobacterium tuberculosis salvaje es
baja y que la seleccion ocurre como consecuencia de tratamientos inadecuados. 2

En los paises con baja carga de la enfermedad, para lograr control de la TB se incluyen dentro de los
programas, las técnicas de biologia molecular. Dichas herramientas contribuyen a los esfuerzos de
control y prevencion de la TB a nivel nacional; son una plataforma para apoyar y fortalecer, la vigilancia
y epidemiologia tradicional. 213

La tipificacion con oligonucledtidos espaciadores (Spoligotyping) fue el primer método de genotipado
basado en PCR que se utiliz6 a gran escala para el complejo Mycobacterium tuberculosis. Es un método
rapido, barato y usado en los 5 continentes. Cuenta con una gran base de datos internacional, lo que
permite su comparacion.®

La técnica de spoligotyping se evalu6 con aislamientos cubanos en 1996-1997; demostré su valor como
herramienta de primera linea de genotipificacion, debido fundamentalmente a su rapidez, sencillez de
interpretacion y formato multimuestras. No obstante, no fue hasta 2010 (con recursos del proyecto del
fondo mundial), que su utilizacion se ha hecho amplia como primera barrera de caracterizacion genética;
se ha realizado el analisis de cientos de aislamientos de todas las provincias, en el periodo 2009-2012.¢)
Este estudio es el primero en Cuba, que analiza los aislamientos de TB-MDR de Cuba, durante los
ualtimos 20 afios, mediante la genotipificacion por Spoligotyping. Se pudieron tipificar mas del 60 % de
los aislamientos MDR totales, lo cual representa una muestra representativa para este periodo.

La asociacion entre el genotipo de Beijing y la TB-MDR varia en todo el mundo. El predominio de la
familia Beijing en este estudio se corresponde con otros realizados en Cuba, como el de Herrera y
otros,*¥) y Martinez.™> También se corresponde con lo encontrado en Kuwait, que es un pais que, como
Cuba, es de baja carga de TB y de baja incidencia de TB-MDR; asi como Rusia, que tiene una alta
incidencia de TB-MDR y que puede ser uno de los posibles origenes de este linaje en Cuba, debido a las
relaciones entre ambos paises.({16:17)

Al analizar la informacion epidemiologica, el 83,33 % del total de casos se encontraron en el rango de
edad de 15 a 64 afios, fundamentalmente en el grupo de 45 a 64 afios. Este alto por ciento se encuentra
en una poblacion laboralmente activa. Esto hace que la deteccion precoz de los factores de riesgo y su

adecuado tratamiento es importante para evitar la enfermedad y la pérdida de calidad de vida. Se
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corresponde con lo detectado en otros estudios como el realizado en Japon,™® en 2 afios; aunque la

mayoria de los casos son de personas no nacidas en Japon.

En un estudio® de 18 afios realizado en Per, la edad de los pacientes es mucho méas baja que en los
resultados del presente estudio y debe estar dado, por las diferencias entre un pais de baja carga y uno de
alta carga.

El hecho de haber encontrado resistencia a isoniacida y rifampicina en pacientes sin antecedentes de
tratamiento con farmacos antituberculosos, constituye una alerta y apunta hacia la prioridad que tiene la
busqueda de su posible fuente de infeccion.

Esto hace necesario profundizar en el estudio de las posibles fuentes de infeccion en los casos nuevos
portadores de cepas resistentes. Los resultados del presente estudio revisten una gran importancia para
el programa nacional de control y alertan sobre la necesidad de investigar las causas que conducen al
incremento de la tuberculosis resistente en Cuba y su repercusion en las acciones que se llevan a cabo
para alcanzar la eliminacion de la TB en el 2035.4:20)

Esta situacion es similar a la reportada en Pert, con respecto a no haber sido previamente tratado.® Sin
embargo las razones pueden ser diferentes, ya que Peru tiene una alta trasmision de casos MDR, a
diferencia de Cuba.

Lo reportado en la literatura® para paises con baja incidencia, es que los casos MDR son importados,
con emigrantes de naciones con alta carga. Cuba no recibe emigrantes de estos paises, pero se mantienen
relaciones comerciales, econdmicas y familiares, por lo que la vigilancia de la posible importacion de
cepas MDR se vuelva vital. Ademas, es necesario mantener el rigor y el control durante el tratamiento
de los pacientes con TB, para evitar el desarrollo de cepas MDR autéctonas.

En este estudio se conocen los linajes circulantes en Cuba y se tiene una estimacion de la dinamica de
transmision de los aislamientos MDR. No se pudo estudiar el 100 % de los casos, de acuerdo con lo
recomendado en este tipo de investigacion.

De los aislados MDR en Cuba, se encuentra una asociacion entre el linaje Beijing y la resistencia al
tratamiento. Se presenta en pacientes activos laboralmente, lo que hace necesario el diagnostico y
tratamiento precoz. La relacion de estos casos con los reportados en la base de datos internacional hace

imprescindible la vigilancia de la entrada a Cuba de aislados MDR.
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