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SIMPOSIO "DOCTOR GUSTAVO ALDEREGUIA LIMA,
IN MEMORIAM: LA LUCHA ANTITUBERCULOSA"

El Laboratorio Nacional de Referencia y su contribucion
a la eliminacion de la tuberculosis en Cuba

The National Laboratory of Reference and its contribution
to the elimination of tuberculosis in Cuba
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! Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones en Tuberculosis y Micobacterias.
Centro Colaborador OPS/OMS. Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK).
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RESUMEN

Se describe la participacion del Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones en
Tuberculosis y Micobacterias del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri", en la
organizacion del recurso bacterioldgico para el diagndstico y la busqueda de casos,
fundamentalmente en la atencidn primaria de salud, en apoyo al Programa Nacional
de Control de la Tuberculosis. Se hace referencia a las funciones y principales
actividades cientificas de este Laboratorio Nacional, Centro Colaborador OPS/OMS,
como cabecera de los laboratorios de la red de diagnodstico de la tuberculosis en el
pais. La introduccion y aplicacion de nuevas tecnologias de avanzada permite
contar con valiosas herramientas para dar respuesta a los diferentes retos que
plantean la tuberculosis y las micobacteriosis en la actualidad. Con la ejecucién de
un proyecto del fondo mundial de lucha contra el sida, la tuberculosis y la malaria,
se ha fortalecido la red de diagnéstico, lo que debe contribuir, en un futuro cercano,
a la eliminacion de la tuberculosis como problema de salud en Cuba.

Palabras clave: Tuberculosis, métodos diagnodsticos, Laboratorio Nacional de
Referencia, Centro Colaborador, red de laboratorios.
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ABSTRACT

The participation of the National Laboratory of Reference and Research on
Tuberculosis and Mycobacteria of "Pedro Kouri" Institute of Tropical Medicine in the
organization of the bacteriological resources for the diagnosis and screening of
cases in the primary health care, in support of the national program for control of
tuberculosis, was described in this paper. Reference was made to the functions and
main scientific activities of this laboratory, which is a PAHO/WHO collaborating
center at the forefront of the tuberculosis diagnosis laboratory network in the
country. The introduction and the implementation of state-of-the-art technologies
have allowed valuable tools to be used to meet several challenges posed by
tuberculosis and mycobacteria nowadays. Thanks to the implementation of a World
Fund against AIDS, tuberculosis and malaria project, the diagnosis network has
strengthened, which must contribute to the elimination of tuberculosis as a health
problem in Cuba in the near future.

Key words: Tuberculosis, diagnostic methods, National Laboratory of Reference,
Collaborating Center, laboratory network.

INTRODUCCION

El diagndstico, uno de los objetivos fundamentales del Programa Nacional de
Control de Tuberculosis (PNCT), se basa en el examen microscépico directo del
esputo para identificar los casos de tuberculosis (TB) con baciloscopia (BK) positiva
0 casos infecciosos, cuya deteccidn es uno de los objetivos principales del
programa.

Los servicios de bacteriologia de la TB deben coordinar estrechamente sus
actividades con los componentes administrativos, epidemioldgicos y clinicos del
PNCT. El diagnéstico bacterioldgico se debe realizar conjuntamente con otros
componentes del programa, para lograr la mayor cobertura e integrar las
actividades en la estructura de los servicios generales de salud de un pais o una
region.

La red de laboratorios es, por lo tanto, una herramienta importante del diagnostico
bacterioldgico de la TB. Esta red consiste en una estructura en la cual varios
laboratorios, que trabajan a diferentes niveles de complejidad de servicio, se
encuentran vinculados por los objetivos comunes del PNCT. La red es necesaria
porque la BK, elemento esencial para el diagnostico, debe llevarse a cabo en
conformidad con las normas, con garantia de calidad y lo mas cerca posible al
domicilio del paciente. A su vez, la red suministrara la informacion requerida para
planificar, vigilar y evaluar las actividades del programa a todos los niveles.?

LABORATORIO NACIONAL DE REFERENCIA E INVESTIGACIONES
EN TUBERCULOSIS Y MICOBACTERIAS

Desde 1964 se norman en Cuba los métodos para el diagndstico de la TB. A partir
de 1969, con las nuevas modificaciones realizadas al Programa Nacional de Control,
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el Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones en Tuberculosis y Micobacterias
(LNR-TB), participa en la organizacién del recurso bacteriolégico para la busqueda
de casos en apoyo a dicho programa.?

El LNR-TB del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK), tiene como funcion
principal la de ser centro de referencia nacional para la TB y otras micobacterias.
Este laboratorio funge como cabecera de la red de laboratorios en el pais, que
comprende 13 laboratorios provinciales, 46 municipales, 138 en hospitales y 444 en
policlinicos. En estos ultimos laboratorios se realiza la BK para la busqueda de casos
en la atencion primaria. En la actualidad, Cuba cuenta con un laboratorio para realizar
BK por cada 18 488 habitantes (la OMS recomienda un laboratorio por cada 10°
habitantes), y un laboratorio para el diagndstico por cultivo por cada 229 490 habitantes
(se recomienda un laboratorio por cada 10° habitantes).

El LNR-TB desempena otras funciones como son la normacién, asesoria,
supervision, capacitaciéon y control de la calidad. Debe ademas recibir cepas de
micobacterias aisladas en los laboratorios de la red para su clasificacién, y poder
asimilar, de esta forma, los servicios técnicos especializados que el resto de los
laboratorios no realizan. Es el encargado de planificar, en coordinacion con el PNCT
y en colaboracion con los laboratorios de la red, los programas de adiestramientos
y cursos de posgrado para el personal técnico y profesional, asi como un programa
de investigaciones sobre la base del problema y el desafio que plantea la TB en la
actualidad.?

En 1998 el LNR-TB fue designado Centro Colaborador OPS/OMS para la Referencia
e Investigaciones en Tuberculosis y otras Micobacterias. Este Centro tiene entre sus
términos de referencia participar en el programa internacional para la vigilancia de
la resistencia patrocinada por la OMS, actuar como laboratorio de referencia en la
region para el control de la calidad de la BK, los cultivos y las pruebas de
sensibilidad; desarrollar cursos de adiestramiento, participar en investigaciones
internacionales mediante la ejecucidn de proyectos y desarrollar sistemas de
informacién para el registro de los resultados del laboratorio.

Para dar cumplimiento a los términos de referencia, el Centro Colaborador en los
ultimos 10 afos ha participado en los cuatro estudios mundiales para la vigilancia
de la resistencia a las drogas antituberculosas de primera linea. Ha ejecutado
proyectos de investigacion con financiamiento de la Unidén Europea, de la Agencia
Iberoamericana de Ciencia y Técnica (CYTED) y del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT) de México. Ha trabajado en colaboracién con el Instituto de
Medicina Tropical de Amberes en Bélgica y con la Universidad de Murcia en Espana.
Los resultados obtenidos en estos proyectos, ha permitido la obtencion de grados
cientificos de los miembros del Centro Colaborador (tres doctores en ciencias, tres
masteres en bacteriologia-micologia). Ademas, se han publicado varios articulos
cientificos en revistas internacionales de alto impacto.

Cada afo el Centro Colaborador realiza un curso internacional de tuberculosis. Han
participado hasta la fecha profesionales de Argentina, Brasil, Ecuador, Espafa,
Guatemala, México, Perd, Republica Dominicana y Venezuela, entre otros.
Investigadores de Brasil, Bolivia, Colombia, Estados Unidos, México, Panama, Peru,
Republica Dominicana, Suecia y Venezuela han realizado estancias cientificas en el
Centro Colaborador. Paralelamente, se ha brindado asesoria a la red de laboratorios
de Brasil, Guatemala, Nicaragua, Perd y Republica Dominicana.
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METODOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA TB
Baciloscopia

La BK se realiza en todos los laboratorios de la red y en los policlinicos, lo cual
brinda una cobertura total a todas las regiones del pais. Esta técnica es sencilla,
rapida y barata; constituye la piedra angular del diagnéstico de la TB y permite
detectar a las personas enfermas capaces de transmitir la infeccion en la
comunidad. Por otra parte, permite hacer el seguimiento del tratamiento y evaluar
las tasas de curacién.?

El control de la calidad de la BK, es esencial para el adecuado funcionamiento del
laboratorio; esta disefado para mejorar de forma continua la confiabilidad y
eficiencia de la BK, por lo que asegura que la informacién generada por los
laboratorios sea exacta y confiable.? El PNCT establece la realizacién del control de
la calidad a la BK, al 100 % de las BK positivas y al 10 % de las negativas, que se
envian mensualmente desde los laboratorios de la red hacia los laboratorios de
referencia provinciales (localizados en los Centros Provincial de Higiene,
Epidemiologia y Microbiologia). A su vez, el LNR-TB controla a estos laboratorios
siguiendo el mismo procedimiento.?

Recientemente, como parte de la ejecucién de un proyecto internacional, el LNR-TB
evalud dos nuevos métodos para el control de la calidad de la BK: 1. el rechequeo
de laminas a ciegas (RLC), con previa recoloracion de las laminas antes de ser
evaluadas y 2. El panel de [daminas. En esta investigacién participaron laboratorios
seleccionados de las provincias de Ciudad de La Habana (actualmente La Habana) y
Las Tunas. Las ventajas de estos métodos respecto al sistema clasico de rechequeo
son: en el caso del RLC, se realiza la recoloracién de las ldaminas antes de la
relectura, lo que permite estimar con mayor precisién el comportamiento de la tasa
de falsos positivos y falsos negativos. Ademas, el tipo de muestreo que utiliza esta
nueva modalidad esta diseflado para tomar el nUmero mas bajo de frotis que pueda
indicar si un laboratorio alcanza un nivel minimo de calidad predeterminado. De
esta manera, el numero de ldminas a evaluar seria mucho menor, lo que evita
sobrecargar de trabajo al personal del laboratorio que ademas, realiza el trabajo de
diagnostico. Otra ventaja es que la evaluacién de las laminas se realiza a doble
ciego y que existe otro laboratorio controlador con personal entrenado y
capacitado. La desventaja radica en que este tipo de muestreo esta disefiado para
paises con tasa de frotis positivos por encima del 5 %, por debajo de esta cifra se
produce un sesgo a favor de las BK negativas y no se estimaria con exactitud el
comportamiento de la tasa de falsos negativos.*>

El panel de Iaminas se considera menos eficiente que el RLC. Este método no
constituye un vigilante del desempefio de rutina del laboratorio, pero es de gran
utilidad para suplementar los programas de rechequeo, provee datos preliminares
acerca de las capacidades de los técnicos de laboratorio antes de implementar el
RLC y ayuda a identificar problemas asociados con un pobre desempefio, lo que
permite que sirva de sostén para evaluarlos, una vez que han recibido
reentrenamiento.**

Cultivo

El examen por cultivo se realiza a nivel de los Centros de Higiene, Epidemiologia y
Microbiologia provinciales y en 30 centros municipales, asi como en los laboratorios
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de los principales hospitales. Este método constituye la prueba de oro para el
diagnostico definitivo de la TB. Mediante el cultivo, es posible aumentar la
confirmacion del diagndstico de la enfermedad del 15-20 % del total de casos y del
20-30 % de los pacientes con TB pulmonar. Ademas, detecta a los enfermos de
forma temprana, antes de volverse infecciosos. Un programa de control de la
calidad del cultivo, implementado debidamente, mejora de forma continua el
rendimiento y eficiencia del cultivo, evalla la calidad de los medios de cultivo en los
laboratorios donde se realizan, detecta los errores sistematicos y sostenidos en el
tiempo a través del calculo de los indicadores de la calidad de forma periddica, todo
lo cual permite identificar las posibles causas que inciden y tomar medidas
correctivas oportunas.® Este programa se aplicd como parte de una investigacion en
las provincias de Ciudad de La Habana y Las Tunas.

Cultivo automatizado

En las ultimas décadas se han desarrollado diferentes métodos automatizados para
el cultivo de micobacterias. Dentro de ellos tenemos el Sistema Radiométrico
BACTEC-460®TB, MGIT (Mycobacterium growth indicador tube), Versa TREK,
Bact/ALERT 3D, entre otros.’

En estos momentos el LNRTB- IPK, dispone del equipo Bact/ALERT 3D para el
diagnostico rapido de micobacterias. Este sistema presenta una alta sensibilidad y
especificidad, es un sistema no invasivo, permite la monitorizacidn y deteccion
rapida, de forma sensible y confiable de las micobacterias en esputo, sangre y otros
liquidos corporales. El tiempo de deteccion del crecimiento para M. tuberculosis
oscila entre 11 y 13 dias como promedio y para las micobacterias de crecimiento
rapido, de 2-3 dias. El fundamento del equipo se basa en la presencia del sensor
colorimétrico LES (Liquid Emulsion Sensor) de alta sensibilidad y la reflexion de la
luz para monitorear la presencia y produccion de CO, disuelto en el medio de
cultivo, derivado del metabolismo de los microorganismos. Una vez que los
microorganismos producen CO,, el sensor liquido permeable al gas cambia de color
de azul/verdoso a un amarillo, que se refleja en las unidades de reflactancia y en la
grafica que construye el sistema.®®

Dentro de las ventajas del equipo se encuentran: que el sistema es completamente
automatizado, reduce costos por aumento de productividad, el monitoreo de las
botellas no es invasivo, elimina el riesgo de contaminacidn cruzada y permite
detectar los casos positivos de forma mas rapida, el volumen de muestra es
flexible, mide objetivamente el crecimiento microbiano, identifica de forma
inmediata las muestras positivas por combinacion de alarmas audibles y visuales, la
identificacion se realiza por cddigo de barras lo que permite la trazabilidad de las
muestras, permite cargar, descargar y localizar facilmente las botellas en el
sistema.®?®

La presencia de este instrumento en el LNRTB-IPK, es una herramienta atil porque
permitira realizar el diagndstico de TB en un menor tiempo, se dispone de una
tecnologia de punta que permitira fortalecer el diagndstico bacterioldgico de la TB,
sobre todo en los pacientes VIH, que ocupan mas del 70 % de los casos que se
estudian en el IPK y generalmente son negativos a la BK al reducir el tiempo de
diagnéstico y establecer un tratamiento precoz y oportuno de la enfermedad,
ademas, a partir de la botellas positivas a M. tuberculosis se podran realizar de
forma directa las pruebas de susceptibilidad a las drogas antituberculosas.
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Identificacion de micobacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis

Se realiza a través de las pruebas bioquimicas convencionales de niacina,
termoestabilidad de la enzima catalasa a 68 °C y la reduccién de nitrato; estas
pruebas tienen el inconveniente de ser muy laboriosas, ademas de utilizar reactivos
quimicos téxicos.®

En los ultimos afios se han desarrollado nuevas tecnologias encaminadas a acelerar
y simplificar la deteccion del complejo M. tuberculosis a partir del crecimiento en
medios soélidos o liquidos. Actualmente, varias casas comerciales disponen del test
para la identificacion rapida por ensayo de inmunocromatografia que utilizan
anticuerpos monoclonales contra el antigeno (Ag) MPT64, presente solamente en
este complejo. Es facil de realizar, con una sensibilidad del 99 % y especificidad del
100 %, no requiere de personal altamente calificado ni de equipamiento sofisticado
para realizar la prueba. La prueba positiva al antigeno se evidencia por la aparicién
de dos bandas color fucsia (banda control y la banda de la muestra que se esta
testando).!%!! Esta técnica se estd utilizando en los laboratorios de la red que
realizan cultivo.

Susceptibilidad de Mycobacterium tuberculosis a las drogas antibacilares
de primera linea

Desde hace mas de 50 afios se dispone de la quimioterapia antituberculosa con
drogas altamente eficaces. El tratamiento con las drogas antibacilares de primera
linea es la accion mas importante en los PNCT modernos. Tanto para su
implantacién como para su ulterior desarrollo, es de importancia basica el
conocimiento de la resistencia existente en un pais o region, lo que permite
seleccionar los mejores esquemas, evaluar su eficacia, controlar el grupo crénico de
pacientes, asi como elegir el esquema de drogas mas adecuado en los
retratamientos.!?

En la actualidad, la circulacion de cepas multidrogorresistentes (MDR), resistentes
al menos a la isoniacida (INH) y la rifampicina (RIF), las dos drogas mas
importantes del tratamiento y la reciente aparicion de las cepas extremadamente
resistentes (XDR), cepas MDR con resistencia afadida a alguna fluoroquinolona y a
una de las tres drogas inyectables de segunda linea (amikacina, kanamicina y
capreomicina), vuelven ain mas dificil y costoso el control de la TB, lo que pudiera
convertirse en una enfermedad incurable.®

Desde 1963, se describié el método de las proporciones, como la prueba de referencia
para los estudios de susceptibilidad a las drogas antituberculosas. En Cuba, Valdivia
y Sudrez Méndez realizaron los primeros estudios en 1965,'* y desde 1975 se
ejecuta un estudio longitudinal de vigilancia de la resistencia de M. tuberculosis.®

En 1994, el Programa Mundial de TB de la OMS y la Unidn Internacional contra la
Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias (UNION), iniciaron un proyecto mundial
para la vigilancia de la resistencia a las drogas antituberculosas, que permitio en
ese momento estimar la existencia de alrededor de 50 millones de personas infectadas
con cepas MDR y mas de 400 000 casos nuevos de TB-MDR.®
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Hasta la fecha se han realizado 4 estudios mundiales (1997, 2000, 2004 y 2008).
Cuba es el unico pais de Iberoamérica que ha participado en todos los estudios. Los
resultados obtenidos han permitido conocer la tendencia descendente de la
resistencia en Cuba, lo que se corresponde con las altas tasas de curacién de
pacientes y bajas tasas de fracaso y abandono del tratamiento. Ademas, se ha
demostrado la escasa circulacién de cepas de M. tuberculosis MDR, con las cifras
mas baja en la region de Las Américas, lo cual difiere bastante de la situacion
mundial actual.!®%°

Previo a la participacién en cada uno de los estudios mundiales, el LNRTB-IPK se
sometid a controles de calidad externo por parte de los Laboratorios de Referencia
Supranacionales. En el Ultimo control realizado en el afio 2007, correspondiente al
cuarto estudio mundial, se obtuvo una sensibilidad y especificidad de 100 % para
las cuatro drogas evaluadas.

Métodos rapidos para la deteccion de resistencia en Mycobacterium
tuberculosis

Entre ellos, el ya citado método de las proporciones, que ofrece resultados
reproducibles y de elevada correlacién clinica, sin embargo, tiene el inconveniente
de requerir entre 4-6 semanas de incubacién para obtener los resultados debido al
crecimiento lento de M. tuberculosis. Esta limitante unida al impacto que tiene en
nuestros dias el fendmeno de la MDR ha hecho que la estandarizacién de técnicas
rapidas para la deteccién de resistencia sea una de las lineas de investigacion
priorizadas que realiza el LNR-TB del IPK.

La evaluacion de métodos alternativos para la deteccion de resistencia en el LNR-TB,
le ha permitido incorporar al trabajo cotidiano el método de nitrato reductasa y
adoptar un nuevo algoritmo para realizar un diagndstico rapido de resistencia en
cepas de M. tuberculosis. Recientemente, se ha comenzado a estudiar la
sensibilidad a los farmacos antituberculosos de segunda linea para la deteccidén de
cepas extremadamente resistentes (XDR), asi como el empleo de métodos
moleculares (GenotypeMTBDRplus y GenotypeMTBDRsl) para detectar las
mutaciones en los genes involucrados en la resistencia a farmacos de primera y
segunda linea. Hasta el presente, no se han detectado cepas XDR en Cuba.

En la tabla se expone los métodos ensayados y se describe para cada uno de ellos
las drogas empleadas y la precisién que ofrecen estas nuevas herramientas, en
relacién con la técnica de referencia utilizada en cada estudio.?*?

De los métodos evaluados, el de la nitrato reductasa (MNR) es facil de realizar, se
obtienen altos valores de concordancia y solo requiere para su ejecucion del
equipamiento basico del laboratorio. Consideramos que este método puede ser
implementado en paises de bajos recursos econdmicos donde la TB-MDR constituye
un serio problema de salud. En la actualidad, se dispone del MNR para ser utilizado
directamente en muestras de esputo con BK positiva, lo que reduce ain mas el
tiempo de obtencion de resultados.
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Tabla. Resultados de los métodos rapidos para deteccion de resistencia de Mycobacterium
tuberculosis a las drogas de primera linea

Autor. Afio Método / Tiempo No. Drogas Concordancia (%)
Evaluado Referencia Cepas I S E R

Lemus, et al. MTT/7-10 dias MP/4-6 sem 20 R - - - 100

200418 RES/7-10 dias - - - 100

MNR/7-14 dias - - - 100

Montoro, et al. MTT/7-10 dias MP/4-6 sem 100 | I,S,E,R | 98,0 | 90,0 | 75,0 | 100,0

2005 *° RES/7-10 dias 98,0 | 91,0 | 64,0 99,0
MNR/7-14 dias 98,0 | 96,0 | 99,0 | 100,0

Yzquierdo, et al. EAF/48 h MP/4-6 sem 102 R - - - 99,0

2006 *°

Lemus, et al. MNR/7-14 dias MP/4-6 sem 320 | I,S,ELR | 98,4 | 98,4 | 99,1 99,1

2006 **

Mirabal, et al. MNR/7-14 dias | EEW/4-10 dias | 102 N - - - -

2010 22

MTT: ensayo colorimétrico MTT, RES: ensayo colorimétrico con resazurina, MNR:
método de la nitrato reductasa, EAF: ensayo de amplificacién de fagos, MP: método de
las proporciones, EEW: ensayo enzimatico de Wayne, I: isoniacida, S: estreptomicina,

E: etambutol, R: rifampicina, N: nicotinamida, sem: semanas.

Diagnéstico de micobacterias no tuberculosas

Las infecciones producidas por micobacterias atipicas u oportunistas han tenido un
significativo aumento a nivel mundial en los Ultimos 20 afios, sobre todo desde la
aparicion de la epidemia del sida. Este aumento ha condicionado un incremento
paralelo en la investigacidn y conocimiento de estos microorganismos, que ha
conllevado a una estandarizacion en los criterios diagndsticos y terapéuticos. Para
la identificacion de especies micobacterianas a partir de muestras clinicas se han
establecido diferentes esquemas fenotipicos de identificacion basados en la
velocidad de crecimiento, produccion de pigmento y realizacion de una bateria de
pruebas bioquimicas que resultan laboriosas y demoran de 3 a 6 semanas en
obtener los resultados. Por tal motivo, para la identificacion de especies
micobagtserianas se han aplicado métodos cromatograficos basados en el analisis
lipidico.

Recientemente, el LNR-TB ha incorporado una nueva técnica para la identificacion
de las micobacterias basada en la amplificacion por reaccidn en cadena de la
polimerasa de un fragmento del gen de la proteina de estrés térmico de 65kDa.
Este fragmento, se encuentra altamente conservado dentro del género
Mycobacterium y la identificacion a nivel de especie se puede realizar gracias al
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empleo de enzimas de restriccion (BstEII y Haelll), que digieren el material
genético amplificado en fragmentos que son de tamano conocido y especifico para
cada especie. Es un método sencillo y rapido pero requiere de determinados
recursos y entrenamiento del personal que lo realiza. Su aplicacion puede ser de
gran utilidad para el diagndstico de especies micobacterianas con caracteristicas
fenotipicas y bioquimicas similares.?’

Caracterizacion genotipica

Desde finales del siglo pasado, la caracterizacion genotipica de aislamientos clinicos
de M. tuberculosis, ha revolucionado el conocimiento de la transmisién de la TB
brindandole una nueva dimensién a la epidemiologia convencional y ha tenido un
gran impacto en el control de la enfermedad a nivel mundial. Las técnicas de
genotipificacidén existentes han permitido definir o refutar posibles errores de
laboratorio y casos de reactivacion latente o reinfeccion erégena, detectar y
estudiar brotes nosocomiales identificando las cadenas de transmisién y los casos
de infeccién secundaria.?® También se han aplicado a estudios genético-poblacionales
en donde se ha determinado el porcentaje de transmisidn reciente y los factores de
riesgo asociados a ella encontrandose que este porcentaje ha sido mayor que el
estimado anteriormente con herramientas epidemioldgicas convencionales.
Adicionalmente, las técnicas genotipicas han permitido conocer la estructura
poblacional clonal de M. tuberculosis caracterizada por diferencias en la distribucion
geogréfica, inmunogenicidad y la asociacién con cepas MDR.?

La técnica de referencia para realizar la genotipificacion de cepas de M. tuberculosis
es el analisis de la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLP), con la
secuencia de insercion I1S6110 como molécula diana. El RFLP-IS6110 se basa en el
analisis de la "huella dactilar" del ADN de diferentes aislamientos clinicos en cuanto
al nimero de copias y posicién en el genoma del elemento repetitivo 1S6110.3%3!

En Cuba, el RFLP-IS6110 se ha empleado como herramienta epidemioldgica desde
la década de los 90. Se han realizado dos investigaciones genético-poblacionales en
Ciudad de La Habana (actualmente La Habana) y en Cuba, en donde se encontré
mas del 45 % de agrupamiento entre las cepas estudiadas, lo que demostrd que en
el periodo estudiado ocurrié un porcentaje elevado de transmision reciente.?*> El
analisis molecular de dos brotes nosocomiales ocurridos en un hospital y entre
personas viviendo con el VIH/sida demostraron la importancia de la deteccién
precoz de la enfermedad para evitar la diseminacion de cepas de M. tuberculosis.
Ademas, se pudo efectuar la confirmacién molecular de un evento de
contaminacidn cruzada ocurrida en una unidad de salud,*® y la caracterizacién
genética de cepas resistentes a las drogas antituberculosas.

34,35

A pesar de ser el RFLP-IS6110 una técnica con elevado poder de discriminacién y
de gran aplicabilidad, tiene varias limitaciones, entre las mas importantes estan,
gue se necesita una gran cantidad de ADN purificado, es técnicamente demandante
y de intensa labor, requiere gran cantidad de tiempo, tiene bajo poder discriminatorio
en cepas con menos de seis copias de IS6110 y baja reproducibilidad entre
laboratorios.?®

Por este motivo, se han disefiado mas de una decena de herramientas de
caracterizacion genotipica alternativas (basadas fundamentalmente en la reaccion
en cadena de la polimerasa), sin embargo, la inmensa mayoria no ha pasado los
controles internacionales por presentar problemas de reproducibilidad, confiabilidad
o baja resolucién.?” Las dos técnicas que mas se emplean en la actualidad son: la
tipificacion con oligonucledtidos espaciadores (Spoligotyping, abreviatura en
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inglés)*®y la tipificacién con unidades repetitivas interespaciadas de micobacterias-

repeticiones en tdndem de ndmero variable (MIRU-VNTR, siglas en inglés).*

Spoligotyping se basa en la amplificacidon de la region aledafia a los elementos
repetitivos directos (DR, en inglés) y una posterior hibridacién diferencial de los
productos amplificados con oligonucleétidos unidos a una membrana y que son
complementarios a las regiones espaciadoras variables localizadas entre los DR.*®
Con esta técnica se simplifica la comparacién visual y se logra una excelente
reproducibilidad (100 %), pero el poder de discriminacion es menor que el del
RFLP-IS6110 cuando se analizan cepas con alto nimero de copias del elemento
IS6110. En el caso de cepas con bajo numero de copias de dicho elemento, la
diferenciacion entre las mismas se logra con excelentes resultados.?”:*® Otra ventaja
adicional es la existencia de una gigantesca base de datos de patrones de
Spoligotyping que se encuentra en el Instituto Pasteur de Guadalupe y que reldne a
mas de 75 000 cepas procedente de 160 paises.*® Debido a su simpleza,
reproducibilidad y facil comparacion intra e interlaboratorio, es la técnica genotipica
(fundamentalmente en estudios filogenéticos) que mas se ha usado en la
caracterizacién de M. tuberculosis.?®*°

En cambio, la tipificacion MIRU-VNTR se basa en la amplificaciéon de multiples sitios
repetidos (15 o 24 /oci), presentes en forma dispersa e interespaciada en el
genoma micobacteriano, usa cebadores especificos para las regiones flanqueantes
de cada sitio y la determinacion de las tallas de los productos amplificados, las
cuales reflejan el nimero de repeticiones en tdndem presentes en cada sitio. La
variabilidad en el nimero de repeticiones que exhibe cada cepa segun el sitio
amplificado, permite realizar su tipificacion.

La tipificacion MIRU-VNTR es mas rapida y menos laboriosa que el RFLP-IS6110, se
aplica a bajas concentraciones de ADN extraidas de cultivos mico bacterianos
jovenes y a formatos de alto alcance. Los resultados se expresan como codigos
numeéricos (basado en el nimero de secuencias repetitivas llamadas regiones
polimdrficas micro o minisatélites), y son también facilmente comparables entre
laboratorios.* Un nimero importante de estudios demuestran que la tipificacion
por MIRU-VNTR es un método reproducible, confiable, que ofrece un nivel de
discriminacién comparable con la tipificacién por RFLP-1S6110.%°*° Desde 2006, se
ha propuesto emplear un subgrupo de 15 /oci MIRU-VNTR altamente
discriminatorios para investigaciones epidemioldgicas de primera linea, mientras
que se recomienda utilizar el grupo de 24 /oci para estudios filogenéticos.*®

En Cuba, se introdujo la técnica de tipificacion por MIRU-VNTR-15 /oci en 2009 y
con ellos se genotipificaron 12 cepas MDR aisladas entre 2007 y 2009. La mayoria
de ellas mostro patrones diferentes, sin embargo, tres de ellas tuvieron el mismo
patrén genético. Con este trabajo se demostro la utilidad de la técnica para
diferenciar cepas de TB y se cred una base de datos de patrones genotipicos de
estas cepas MDR que ayudara en el futuro a rastrear eventos de transmisién de
TB-MDR y detectar posibles casos "importados".*! Recientemente, se concluyé el
primer estudio genético-poblacional realizado en Cuba con la tipificacion por MIRU-
VNTR (15 o 24 loci). En este se analizaron 80 cepas de M. tuberculosis procedentes
de La Habana aisladas en 2009. Se encontrd un porcentaje elevado de cepas
agrupadas (53,75 %), lo que refleja que en esta provincia debid ocurrir mas
transmisidn reciente que lo que se sospechaba.*? En estos momentos se trabaja en
la implementacion de esta tecnologia en la caracterizacidon genotipica de la mayoria
de las cepas recibidas en el LNR-TB procedentes de todo el pais.
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El empleo de las técnicas de genotipificacion de manera sistematica y mayoritaria,
ayudara en la deteccidon mas temprana y oportuna de las fuentes de infeccién en
instituciones cerradas y en la comunidad.

Estudios taxondmicos

Desde 1970, el LNR-TB aborda estudios sistematicos de algunas micobacterias de
dificil ubicacion taxondmica. Es asi que en 1971, Valdivia y otros registran el
aislamiento de cepas de M. habana a partir de esputos de pacientes que presentaban
un cuadro respiratorio indistinguible clinicamente de una TB pulmonar.*® Hasta la
fecha se han realizado diferentes estudios para diferenciar M. habana y M. simiae.
Recientemente se han aplicado a estas dos especies micobacterianas diferentes
técnicas cromatograficas y analiticas, lo que ha permitido confirmar diferencias muy
significativas respecto a la composicion de lipidos presentes en su pared,
principalmente en las fracciones de acidos micdlicos y glicopeptidolipidos.***
Otro estudio en 16 cepas cromogénicas de crecimiento rapido aisladas de tejido
animal permite registrar 3 nuevas especies: M. taurus, M. armentum y M.
perpallidum.*® Asimismo en un estudio realizado en 1979, se aisla y registra una
nueva especie micobacteriana de crecimiento lento, a la que se denomind M.
cubense.*

Blusqueda de un inmunégeno protector contra la TB

La especie M. habana ha despertado gran interés como inmundgeno protector
contra la lepra y la TB. En un estudio de vacunacién-proteccion realizado para
evaluar 19 cepas de diferentes especies de micobacterias, los mejores valores de
sobrevida corresponden a los ratones vacunados con la cepa M. habana TMC-5135.%°
Atendiendo a estos resultados, en 1989 un reporte cientifico del TDR/OMS destaca
el potencial de esta cepa como candidato vacunal frente a la TB.%!

Entre los requisitos imprescindibles que se deben tener en cuenta durante la
busqueda de nuevos candidatos basados en el uso de vacunas vivas, se encuentran
la virulencia de la cepa, su caracter inmunogénico y su capacidad para conferir
proteccion contra la TB. En relacion con estos, el LNR-TB ha llevado a cabo
experimentos que permiten establecer el bajo poder de virulencia de las cepas de
M. habana, lo que se demuestra en la esterilizacion de los tejidos de los animales
infectados con esta cepa, en un modelo experimental murino de tuberculosis
pulmonar progresiva.* Los altos niveles de IFN-y obtenidos a partir de los tejidos
de los ratones vacunados y estimulados in vitro con los principales antigenos de M.
tuberculosis, indican su inmunogenicidad en este modelo. El reto con cepas
virulentas de M tuberculosis (Hs;Rv y genotipo Beijing) en ratones inmunizados
previamente con M. habana demuestra un mayor porcentaje de sobrevida para
aquellos ratones vacunados con M. habana en comparacion con el grupo control
vacunado con BCG, estas diferencias son estadisticamente significativas, hecho que
le atribuye poder protector a M. habana contra la TB.>?

A pesar de que la mayoria de los estudios de inmunogenicidad realizados se
enfocan hacia el empleo de cepas vivas de M. habana, se demuestra la existencia
de mecanismos inmunoldgicos generados en respuesta a sus proteinas de
secrecion.> Contar en el LNR-TB con una coleccién de aproximadamente 30 cepas
de M. habana unido a los resultados obtenidos hasta el momento, reclaman futuras
investigaciones en este campo, las cuales abarcaran desde el uso, como
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inmunogeno, de proteinas secretadas de M. habana hasta los estudios de
proteccion frente a otras entidades como la lepra.

DESARROLLO ACTUAL Y PERSPECTIVO

En el presente, el LNR-TB trabaja en el fortalecimiento de la red de diagndstico de
TB, para ello cuenta con el apoyo financiero de un proyecto del Fondo Mundial de
lucha contra el sida, la tuberculosis y la malaria. Entre las tareas que se han
ejecutado para lograr dichos objetivos se encuentran: mejorar la infraestructura de
la red de diagnodstico y optimizar el diagndstico por técnicas convencionales e
implementar nuevas herramientas diagndsticas, perfeccionar la vigilancia de la
drogoresistencia, detectar patrones de transmisién de la TB utilizando métodos
moleculares, fortalecer la capacidad de los recursos humanos (talleres de
capacitacién) asi como monitorear y evaluar la red de laboratorios (visitas de
control y supervision).

La ejecucion y el cumplimiento de los objetivos planteados en dicho proyecto,
apoyan al PNCT para lograr la eliminacién de la TB como problema de salud en
Cuba.
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