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La tuberculosis (TB) es considerada una de las primeras enfermedades infecciosas humanas de las que se 

tiene constancia y aún hoy, en pleno siglo XXI, es una de las más importantes causantes de morbilidad y 

mortalidad en todo el mundo. Según describe la Organización Mundial de la Salud (OMS) en su 19º 

informe, 9 millones de personas enfermaron de TB a nivel mundial en el año 2013, aunque en éste se 

refiere que ha habido una disminución de casos en los últimos años. También el Centro Europeo para la 

Prevención y Control de Enfermedades (ECDC) y el Centro Nacional de Epidemiología (CNE) informan que 

en Europa y en España, en el año 2012, el número de casos de TB disminuyó respecto al año anterior. La 

presente Tesis Doctoral tiene como objetivos conocer la evolución de la TB en la provincia de Castellón a 

lo largo del periodo comprendido entre enero de 2008 a diciembre de 2012, describir las características 

clínico-epidemiológicas y microbiológicas de los casos diagnosticados con cultivo positivo, detallar la 

frecuencia de resistencias de Mycobacterium tuberculosis frente a fármacos tuberculostáticos de primera 

línea, y analizar los patrones de transmisión de TB en Castellón durante los años 2010, 2011 y 2012 

mediante tipificación molecular, utilizando la técnica 15 MIRU-VNTR. Para conseguir los 3 primeros 

objetivos consultamos varias fuentes de información como son el Sistema de Información del Laboratorio 

(SIL), el Sistema del Análisis de la Vigilancia Epidemiológica (AVE) y los informes de TB editados por la 

Generalitat Valenciana. Para llevar a cabo el cuarto objetivo, analizamos las cepas congeladas y 

recuperadas de los tres años indicados mediante la técnica de epidemiología molecular 15 MIRU-VNTR. En 

la provincia de Castellón se declararon 387 casos de TB, de los que 320 (82,7%) tuvieron el cultivo 

positivo; en 2008 se diagnosticaron microbiológicamente 74 casos, 83 en el 2009, 66 en el 2010, 56 en el 

2011 y 41 en el 2012. En cuanto a las características de los pacientes, la razón hombre/mujer fue de 1,9 y 

la edad media fue de 32,5 años, concentrándose el 60,6% en el grupo de adultos jóvenes (15-44 años). El 

43,7% de los pacientes eran extranjeros, el 93,8% fueron casos no tratados previamente, el 29,4% 

presentaba al menos un factor de riesgo para desarrollar enfermedad tuberculosa y, por último, el 67,2% 

de los pacientes fueron hospitalizados. Respecto a las formas clínicas, un 87,2% fueron TB pulmonar, 

predominando la ganglionar entre las formas extrapulmonares. A partir del estudio convencional de 

contactos se sospechó 7 posibles brotes de 2 miembros. El estudio de sensibilidad se realizó a las 320 

cepas aisladas, resultando resistentes el 13,5%, siendo la resistencia a isoniazida del 8,1%. En población 

de origen español el porcentaje de resistencias fue del 10,6% mientras que en extranjeros fue del 15,7%. 

Se realizó la tipificación molecular a 151 cepas de las 163 aisladas en los tres años. Los loci más 

polimórficos fueron el VNTR 4052, el VNTR 2163b y el VNTR 3690, y los que presentaron un poder de 

discriminación elevado, calculado a partir del índice de diversidad de Hunter-Gaston, fueron los MIRU 26, 

40 y 10, y los VNTR 577, 2401, 3690, 2163b, 1955 y 4052. Evidenciamos que 122 cepas presentaron un 

patrón único y que 29 cepas se agruparon en 12 clusters, siendo el porcentaje de agrupación del 19,2% y 

la tasa de transmisión reciente de un 11,3%. En el presente estudio se concluye que la tasa de TB, y 

paralelamente el número de casos con cultivo positivo, en la provincia de Castellón ha disminuido a lo 

largo de los años analizados; que el fenómeno de la inmigración tiene una influencia importante en la TB 

de nuestra provincia; que el número de hospitalizaciones, aún siendo menor que en estudios previos, 

sigue siendo elevado y que la resistencia global de un 13,5% es también más elevada a la descrita en 

trabajos anteriores en Castellón. De estas resistencias, la de isoniazida superior al 5% obliga a tratar la TB 

en los dos primeros meses con asociación de 4 fármacos, como recomienda la OMS; el porcentaje elevado 

de resistencia a isoniazida en el año 2010 fue debido a un brote que fue confirmado con tipificación 

molecular. Aplicando la técnica 15 MIRU-VNTR, con un índice de discriminación elevado de 0,998, se ha 

detectado una baja tasa de transmisión durante los 3 años analizados. 

PALABRAS CLAVE: Tuberculosis, Resistencia, Epidemiología molecular, MIRU-VNTR, 

Transmisión. 
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1.1.- Reseña histórica de la tuberculosis 

La tuberculosis (TB) acompaña al ser humano desde la más remota antigüedad. Es 

considerada una de las primeras enfermedades humanas de las que se tiene 

constancia. “Consunción”, “tisis”, “mal del rey”, “peste blanca” o “plaga blanca” han 

sido distintas formas con las que se la ha conocido a través de la historia (Farga, 2004; 

Cartes, 2013). Además, distintas enfermedades causadas por el mismo 

microorganismo recibieron nombres propios, que aún hoy se utilizan, para designar 

diferentes localizaciones de la enfermedad tuberculosa, como “el mal de Pott”, “la 

tabés mesentérica” o “la escrófula”. 

Se presume que el género Mycobacterium se originó hace más de 150 millones de 

años. El origen cronológico de M. tuberculosis se ha podido estimar gracias a la 

aplicación de las modernas técnicas de genética molecular y a la secuenciación del 

genoma de varias cepas (Daniel, 2006). Se ha considerado que el progenitor más 

lejano de la tuberculosis pudo haber estado presente, en el este de África, hace unos 

tres millones de años siendo posible que éste afectara a los primeros homínidos 

(Gutiérrez et al., 2005). Parece ser que los miembros modernos del complejo M. 

tuberculosis pudieron originarse a partir de un antepasado común africano hace unos 

70.000 años (Comas et al., 2013), aunque otros autores estiman la antigüedad entre 

15.000 y 20.000 años (Rothschild et al., 2001). A pesar de las diferencias cronológicas 

con respecto a su origen, sí que existe un consenso acerca de su origen geográfico. 

Actualmente hay numerosas evidencias que demuestran que evolucionó como 

patógeno humano en el Este del continente africano, y su dispersión a otras regiones 

pudo haber ocurrido con las primeras migraciones humanas. También se acepta que la 

especie más antigua del complejo M. tuberculosis sería M. bovis. Se ha considerado 

que el cambio de estilo de vida, de población nómada a una forma sedentaria 

acontecido durante el periodo Neolítico, pudo favorecer el desarrollo de la TB al 

propiciar una serie de condiciones como: el aumento de la población, la domesticación 

de animales y la ingesta de una dieta menos variada (Comas et al., 2013; Cartes, 

2013). 

Los hallazgos más antiguos de la enfermedad en humanos se encontraron en 

restos óseos del período Neolítico en un cementerio próximo a Heidelberg (Alemania), 

supuestamente pertenecientes a un adulto joven, y datados en torno a 5.000 años 

antes de nuestra era (Bartels, 1907). También se descubrieron datos sugestivos de 
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tuberculosis en momias egipcias entre los años 3.500-2.650 a.C. Los paleontólogos 

hallaron en estos restos una serie de anomalías esqueléticas típicas de la enfermedad 

de Pott (tuberculosis de la columna) y que también se observaron en algunas 

representaciones artísticas del antiguo Egipto (Cave, 1939; Morse et al., 1964; 

Zimmerman, 1979). Como describen Salo et al. (1994) y Daniel (2000a), algunos 

estudios realizados en tejidos de momias peruanas sugirieron la presencia de 

tuberculosis en América en el periodo precolonial. Dichos hallazgos se han visto 

confirmados por la secuenciación del genoma completo del bacilo (Bos et al., 2014).  

La TB era bien conocida en la Grecia clásica. En su libro “Las epidemias”, 

Hipócrates (400 a.C.), el padre de la medicina, denominó tisis o consunción a la 

enfermedad, refiriéndose al carácter destructivo que tenía, y consideró que era una 

enfermedad hereditaria con cierta predilección por los adultos jóvenes. Sin embargo, 

Aristóteles (384-322 a.C.) defendió la naturaleza contagiosa de la tuberculosis. 

También lo hizo posteriormente, el médico griego Galeno (131-201) y, recomendó a su 

vez, aire fresco, leche y viajes al mar para el tratamiento de esta enfermedad. 

Los registros de TB pulmonar en la Europa de la Edad Media se hallan de forma 

dispersa. No obstante, se menciona una particular forma de curación de la escrófula 

(tuberculosis con afectación de nódulos linfáticos cervicales) mediante el denominado 

“toque real”. Se creía que las monarquías europeas poseían poderes sobrenaturales 

capaces de curar esta enfermedad, mediante la imposición de manos sobre las 

personas afectadas. Esta práctica se mantuvo durante varios siglos, aplicándose a 

miles de afectados (Grzybowski & Allen, 1995). 

Se estima que en Europa, en el siglo XVII, se inició la epidemia de la TB, 

alcanzando su máximo apogeo a finales del siglo XVIII y principios del XIX. Durante 

esa época, el 25% de las muertes de adultos en las ciudades europeas fueron 

causadas por esta enfermedad. A pesar de su paso arrollador por la sociedad europea, 

la tuberculosis fue una infección inescrutable hasta que en el siglo XIX se dilucidaron 

los conceptos fundamentales de la enfermedad. Fue el médico anatomopatólogo 

francés René Laennec (1781-1826), más conocido actualmente por su invención del 

estetoscopio, quien en 1819, en su libro “De la auscultación Mediata”, expuso 

claramente la patología de la tuberculosis y también describió la mayor parte de los 

signos físicos de la enfermedad pulmonar y aportó términos para describir esos 

hallazgos que todavía, hoy en día, siguen en uso (Daniel, 2000b). 
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El 24 de marzo de 1882, Herman Heinrich Robert Koch hizo su famosa presentación 

“Die Aetiologie der tuberculose” a la comunidad científica de Berlín, donde demostró la 

etiología infecciosa de la enfermedad, y que el agente causal era M. tuberculosis. Las 

contribuciones de Koch a la bacteriología fueron galardonadas con el Premio Nobel de 

Medicina y Fisiología en 1905 (Daniel, 2005; Koch, 1932). Con los avances en el 

conocimiento de la tuberculosis, las tasas de mortalidad comenzaron su declive a 

principios y mediados del siglo XIX (Wilson 1990). 

En la segunda mitad del siglo XIX se consideraba que el aire fresco y una adecuada 

alimentación tenían un efecto terapéutico sobre los pacientes tuberculosos. Teniendo 

en cuenta estos conceptos, Herman Brehmer, en 1859, abrió el primer sanatorio en la 

región montañosa de Silesia (Alemania). Posteriormente, se fueron creando muchos 

otros por todo el mundo, de manera que estas instituciones se convirtieron en piezas 

clave para el control de la TB no sólo porque procuraban un régimen de descanso, una 

dieta rica y cuidadosamente supervisada y ejercicio para el tratamiento de la 

enfermedad, sino porque mantenían aislado al enfermo del resto de la comunidad, 

reduciendo, de esta forma, el contagio (Sauret, 2001). 

A principios del siglo XX, dos científicos franceses del Instituto Pasteur, el médico 

Albert Calmette y el veterinario Camille Guérin, comenzaron sus investigaciones para la 

elaboración de una vacuna antituberculosa, a partir de una variante atenuada de M. 

bovis que fue denominada posteriormente bacilo de Calmette-Guérin o BCG (Sacula, 

1983). Esto supuso un gran avance en el control de la TB. 

Una nueva era comenzó con la introducción de los diferentes agentes 

antituberculosos: la estreptomicina en 1944; el ácido para-aminosalicílico en 1946; la 

isoniazida en 1952; la rifampicina en 1970; y el establecimiento de programas de 

tratamiento con más de un medicamento para evitar el desarrollo de resistencias 

(Toman, 1979). La implementación de campañas antituberculosas, el uso de la vacuna 

BCG y la aplicación de esquemas de antibioticoterapia, junto con unas condiciones 

sociales más favorables, permitieron una dramática reducción de la morbimortalidad en 

muchos países durante el siglo XX. Esta tendencia de disminución se mantuvo hasta 

1984, pues a partir de ese momento la incidencia aumentó a nivel global. Los factores 

que determinaron este resurgimiento de la enfermedad en los países desarrollados 

fueron: la reducción de los recursos asignados a los programas para la lucha contra la 

tuberculosis, la pobreza y la inmigración procedente de países en vías de desarrollo 
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con elevada incidencia (Cummings, 2007). Sin embargo, el factor más importante que 

influyó en la nueva propagación de la enfermedad fue la aparición en forma pandémica 

del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), que convirtió a este grupo de riesgo 

en el más importante para desarrollar la TB (Brudney & Dobkin, 1991). Debido a la 

falsa de creencia de que la TB podría ser erradicada como la viruela, las medidas de 

control de la enfermedad, así como la investigación básica y clínica, habían sido 

dejadas de lado y es por ello por lo que aparecieron grandes brotes asociados a la 

epidemia de VIH, ya que los países de la OMS no estaban preparados para combatirla 

(Comas & Gagneux, 2009). En 1993, la OMS declaró la TB una emergencia de salud 

global y se pusieron en marcha nuevos planes de acción a escala mundial para luchar 

contra la tuberculosis (DOTS-1996). 

En el año 2001, la Alianza Alto a la Tuberculosis emitió el “Plan Mundial para 

detener la Tuberculosis 2001-2005” y, de nuevo, en el 2006, se lanza otro plan 

mundial “Detener la Tuberculosis 2006-2015” (OMS, 2006). Ambos planes están 

fundamentados en la estrategia Alto a la TB establecida por la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) cuyos objetivos eran: proseguir con la expansión de la estrategia TAES 

(tratamiento acortado estrictamente supervisado), intentando mejorarla; hacer frente a 

la tuberculosis resistente a fármacos (especialmente la TB multiresistente MR-TB y la 

extremadamente resistente XDR-TB); contribuir al fortalecimiento de los sistemas de 

salud y promover la investigación. Estas estrategias son las que se siguen en la 

actualidad con el objetivo de controlar, reducir y eliminar esta enfermedad que, aun 

hoy en día, continua escribiendo su historia en las páginas de la humanidad. 

1.2.- Aspectos epidemiológicos 

1.2.1.- Situación de la tuberculosis en el Mundo 

La TB es un problema grave de Salud Pública. Aun hoy, en pleno siglo XXI, es una 

de las enfermedades infecciosas humanas más importantes causantes de morbilidad y 

mortalidad en todo el mundo. Según las estimaciones de la OMS publicadas en su 19º 

informe, en 2013, 9 millones de personas enfermaron de tuberculosis y 1,5 millones, 

de los que 360.000 eran VIH-positivos, fallecieron por esta causa. Más de la mitad de 

las personas que contrajeron TB (56%) pertenecían a las regiones de Asia Sudoriental 

y el Pacífico Occidental, y una cuarta parte a la de África, que también fue la que 
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presentó mayores tasas de incidencia y mortalidad. Solo India y China representaron el 

24% y el 11% de los casos, respectivamente. 

En el mismo informe se comunica que 1,1 millones de los 9 millones de personas 

enfermas por TB (13%) eran VIH-positivas. También se refleja que cuatro de cada 

cinco casos de muerte, en pacientes coinfectados, se producen en África. 

A nivel mundial, la tasa de prevalencia entre 1990 y 2013 descendió en un 41%, y 

la mortalidad disminuyó un 45%. A pesar de esta considerable reducción, las cifras 

siguen siendo inaceptablemente altas y hay que acelerar la lucha contra la TB si se 

quieren alcanzar las metas mundiales de la Alianza Alto a la Tuberculosis consistente 

en una reducción del 50% para 2015. 

Se calcula que a nivel mundial, en 2013, el 3,5% de los casos nuevos y el 20,5% 

de los tratados previamente tenían TB multirresistente (TB-MR), lo que significa que la 

cifra estimada de personas que contrajeron TB-MR fue de 480.000 y que un 9% de 

éstas tenían TB extremadamente resistente (TB-XDR) (WHO, 2014). 

 

 

 

   Figura 1: Distribución mundial de incidencia de tuberculosis en el año 2013 (sg. OMS, 2014). 
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 Figura 2: Prevalencia estimada en el 2013 de VIH en los casos nuevos de tuberculosis       

(sg. OMS, 2014). 

 

1.2.2.- Situación de la tuberculosis en Europa 

Según el informe de vigilancia y seguimiento de la TB, publicado en el año 2014, 

conjuntamente por la Oficina Regional de la OMS para Europa (OMS / Europa) y el 

Centro Europeo para la Prevención y Control de Enfermedades (ECDC), se notificaron 

353.000 casos nuevos en el año 2012 en la región europea de la OMS, lo que significa 

una tasa media de 39,4 casos por 100.000 habitantes. Esto representa 

aproximadamente el 4% de la carga total de TB en el mundo. Durante ese año, el 

número de casos se redujo en 47.000 con respecto al año 2011, lo que refleja la 

mayor disminución observada en esta región en los últimos 12 años. La gran mayoría 

de casos ocurren en los 18 Países de Alta Prioridad, representando el 85% del total de 

casos de la región. Los países con el mayor número absoluto de casos fueron Rusia, 

Ucrania, Kazajstán y Uzbekistán (ECDC, 2014). 

En líneas generales, la incidencia de TB en la Región Europea de la OMS aumentó 

rápidamente a partir de 1990, alcanzando un pico alrededor de 1999-2000, pero desde 

el año 2001 la tasa ha ido disminuyendo a razón de un 5% por año, lo que constituye 

la disminución más elevada observada en todo el mundo. Si esta reducción avanza, 

conforme lo estaba haciendo, parece factible que se pueda lograr el objetivo de la 

Alianza Alto a la TB de una reducción del 50% en el 2015 (OMS, 2006) 
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 En el mismo informe (ECDC, 2014) se estima que en el año 2012 hubo 35.000 

muertes por TB en personas VIH-negativas, equivalente a 3,9 por cada 100.000 

habitantes, y unas 3.000 a 4.000 en VIH-positivas.  

En los 29 países de la Unión Europea (UE), durante el año 2012, se notificaron 

68.423 casos, representando una tasa de 13,5 por 100.000 habitantes y una 

disminución del 6% respecto a 2011. Los tres países con mayor incidencia fueron 

Rumanía, Polonia y el Reino Unido, constituyendo más de un 50% del total. Y 

Rumanía, Polonia y España representaron el 70% de la disminución de los casos 

notificados entre el 2011 y 2012. Los países en los que prácticamente las tasas de 

notificación se han mantenido constantes o que incluso han aumentado algo han sido: 

Chipre, Islandia, Malta, Noruega, Suecia y Reino Unido. Todos éstos países tienen en 

común que presentan una baja incidencia y que su mayor tasa de notificación es en 

población extranjera (ECDC, 2014). 

 

 

Figura 3: Tasas estimadas de incidencia de TB en la Región Europea en 2012. (sg. ECDC, 

2014). 

 

En 2012, la infección por el VIH contribuyó en el 5,2% del total de la incidencia 

(casos nuevos y recaídas) de TB. El 3,6% fue en los países de la UE y el 5,6% en los 

pacientes no pertenecientes a la UE. Los países con mayor proporción de VIH-TB son 

Estonia (13%), Portugal (12%), Ucrania (11%) y Letonia (9%). 
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1.2.3.- Situación de la tuberculosis en España y en la Comunidad 
Valenciana  

En este apartado se pretende exponer la situación de la TB en nuestro entorno, 

tanto de una perspectiva general, en España, como desde la perspectiva particular en 

la Comunidad Valenciana. 

1.2.3.1.- En España 

Según el informe epidemiológico del Centro Nacional de Epidemiología (CNE, 2013), 

en España, en el año 2012 se notificaron 6.046 casos de TB, lo que corresponde a una 

incidencia de 13,1 casos por 100.000 habitantes. Esta tasa es un 11% inferior a la del 

año 2011, en que fue de 14,7 casos por 100.000 habitantes. Del total de casos, 4.420 

correspondieron a TB respiratoria, 106 a meningitis tuberculosa y 1.520 a TB de otras 

localizaciones. 

Del total de casos declarados, 4.042 (67%) eran nacidos en España, mientras que 

1.870 (31,2%) habían nacido fuera de nuestro país. El porcentaje de casos en 

extranjeros varía mucho entre las comunidades autónomas. La Rioja (49%), Murcia 

(47%), Cataluña (46%) y Madrid (46%) fueron las que presentaron mayor proporción 

de pacientes de origen extranjero. Por el contrario, Galicia (7%) y Extremadura (1%) 

fueron las que tuvieron menores porcentajes (CNE, 2013).   

De los 1.870 extranjeros, se tenía información del lugar de nacimiento en 999 casos 

(53%), siendo los países más representados Marruecos (22%), Rumanía (10%), 

Pakistán (10%) y Bolivia (9%). 

En cuanto a la coinfección con el VIH, en el momento del diagnóstico de TB, el 

8,8% de los casos eran VIH positivos y 91,2% negativos. 

El Centro Nacional de Microbiología (CNM), que recibe muestras de todo el país 

para su identificación, estudio de sensibilidad y cepas para confirmación de 

resistencias, recibió 871 cepas en 2012, de las cuales 37 (4,3%) fueron 

multiresistentes (TB-MR), y, de éstas una fue extremadamente resistente (TB-XDR) 

(CNE, 2013). 
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1.2.3.2.- En la Comunidad Valenciana 

Durante el año 2012, se notificaron al Sistema de Análisis de la Vigilancia 

Epidemiológica (AVE) 541 casos de TB, de los que 508 fueron en población autóctona, 

20 fueron importados (casos de TB que con toda probabilidad han desarrollado la 

enfermedad en su país) y 13 correspondieron a personas con residencia habitual en 

otra comunidad autónoma. La tasa fue de 9,9 por 100.000 habitantes en población 

autóctona, cifra que representó un descenso del 16,8% respecto a la tasa registrada 

en 2011, que fue de 11,9 por 100.000 (Generalitat Valenciana. Conselleria de Sanitat, 

2013).   

Desde finales de la década de los años 90, las tasas de TB en la Comunidad 

Valenciana mantienen una tendencia descendente; de los 24 casos por 100.000 

habitantes del año 1998 a la tasa registrada en 2012 se ha producido una disminución 

del 58,5%, lo que representaría un descenso anual del 4,2%, hecho similar a lo que ha 

ocurrido en España. La tasa más baja se registró en la provincia de Alicante con 8,4 

por 100.000 habitantes, seguida de Castellón con 9,6 y la de Valencia que fue de 11,2, 

superior a la registrada en toda la Comunidad. 

En este mismo periodo, el número de casos notificados en población extranjera fue 

aumentando progresivamente, así como la proporción que éstos representan respecto 

del total. En el año 1998, los casos de TB en extranjeros representaban el 2,7% de los 

declarados, y se incrementaron hasta que en el 2008 pasaron a ser el 37,6%. Sin 

embargo, en el 2012 la proporción de TB en extranjeros disminuyó, pasando a ser del 

32,5%. Los países que aportaron mayor número fueron, al igual que en años 

anteriores, Rumanía, Marruecos, Bolivia y Ecuador. De los 508 casos, 374 (73,6%) 

casos de TB fueron pulmonares y 134 (26,4%) TB extrapulmonares, destacando la TB 

pleural con 52 y la linfática con 27.  

En el año 2012, la coinfección con el VIH en toda la Comunidad Valenciana, fue del 

6,7% de los casos. 

El 5,8 % de las cepas estudiadas fueron resistentes a isoniazida, mientras que un 

2,6 % fueron MDR. De entre los casos nuevos, se realizó el estudio de sensibilidad a 

315 cepas, de las cuales 18 fueron resistentes a isoniazida, representando una 

resistencia primaria a isoniazida del 5,7% (18/315) (Generalitat Valenciana. Conselleria 

de Sanitat, 2013).  
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1.3.- Etiología, patogenia y transmisión de la tuberculosis 

1.3.1.- Etiología y patogenia  

La TB está causada por unos microorganismos que se incluyen taxonómicamente 

en el Orden Actinomycetales y en la Familia Mycobacteriaceae, en la cual sólo se 

incluye un género, el género Mycobacterium. La TB puede deberse a cualesquiera de 

las seis especies que integran el complejo Mycobacterium tuberculosis: M. tuberculosis, 

M. bovis, M. africanum, M. canetti, M. microti, M. pinnipedii y M. caprae. Desde un 

punto de vista sanitario, la enfermedad producida por M. tuberculosis es la más 

importante y la causante de la mayoría de los cuadros patológicos en humanos.  

M. tuberculosis es un bacilo delgado, ligeramente curvado, de 1 a 4 µm de 

longitud, cuya pared celular es compleja y rica en lípidos (ácidos micólicos), los cuales 

le confieren su particular ácido-alcohol resistencia (Figura 4). Dentro de sus principales 

características biológicas cabe destacar que: 

- es un parásito estricto, con lo que la transmisión es persona a persona; 

- no tiene toxinas conocidas, por lo que carece de toxicidad primaria; 

- es aerobio, con lo que su crecimiento depende de la presión de oxígeno del 

órgano afectado; 

- tiene una multiplicación lenta, factor que favorece su estado de latencia y su 

tendencia a la cronicidad; 

- y tiene un componente antigénico muy complejo, que determina diferentes grados 

de virulencia, patogenicidad y grandes variaciones en la respuesta inmunológica 

del hospedador (Farga & Caminero, 2011; Lawn & Zumla, 2011). 

La TB es una enfermedad contagiosa y el mecanismo de transmisión más 

importante es la vía aérea. La infección se adquiere por inhalación de partículas 

infecciosas, en forma de aerosoles, cargadas de micobacterias que el enfermo, 

especialmente el bacilífero, elimina al hablar, estornudar y, sobre todo, al toser. Sin 

embargo, tan solo las gotitas de 1-5 µm son las realmente infecciosas, al poder llegar y 

depositarse en la región alveolar. 
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Figura 4: Mycobacterium tuberculosis, observado con microscopio óptico y teñido con 

Ziehl-Neelsen 

 

Otros mecanismos de transmisión reconocidos, aunque más infrecuentes, son: a) 

vía digestiva (segunda en frecuencia), como ocurriría con M. bovis a partir del ganado 

bovino; b) vía urogenital; c) vía cutáneomucosa; d) por inoculación; y e) vía 

transplacentaria (200-300 casos descritos).  

La infección inicial se produce en los pulmones y en la mayoría de los casos es 

controlada por la inmunidad celular. Tan sólo el 5% de los casos escapará de este 

control y evolucionará a una TB primaria. En un 95% de los contagiados, los bacilos 

permanecerán controlados en estado latente toda la vida (ITL) y un pequeño 

porcentaje de éstos (10%) evolucionará a enfermedad, años después, como un 

proceso de reactivación. En general, la probabilidad de enfermar dependerá, en gran 

medida, de diversos factores que interfieren directamente con la inmunidad celular del 

huésped como son la desnutrición, el alcoholismo, la edad, la infección por el VIH y la 

diabetes. En estos casos, el riesgo a desarrollar TB a lo largo de la vida será mayor 

(Parrish et al., 1998; Caminero, 2003; Alcaide et al., 2005). 

1.3.2.- Transmisión  

Para que pueda transmitirse M. tuberculosis de persona a persona se requiere, en 

general, un contacto intenso y prolongado, estando determinada por características del 

caso índice (cantidad de bacilos presentes en el esputo, intensidad de la tos y 

presencia de cavitación en la radiografía de tórax), de las personas expuestas y del 
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grado de intimidad y de la duración de la exposición. También pueden ser factores 

determinantes para la transmisión, la virulencia de la cepa, el efecto de la 

quimioterapia en la infección y la existencia de infección tuberculosa latente en las 

personas expuestas. Los convivientes y contactos cercanos (personas con contacto 

prolongado, frecuente o intenso) tienen más riesgo de infectarse que las personas con 

relación esporádica o casual (American Thoracic Society, 2005; González-Martín et al., 

2010). 

El tratamiento correcto de la enfermedad es la mejor medida de control. Los 

pacientes con TB pulmonar sensible a los antibióticos pueden dejar de ser contagiosos 

a las tres semanas de haber iniciado el tratamiento, aunque hasta el segundo mes 

puede persistir un riesgo bajo de contagio. Por tanto, se aconseja que, a las tres 

semanas de tratamiento, a los enfermos que ya tengan baciloscopia negativa se les 

retire las medidas de aislamiento y a los que aun la tengan positiva se mantenga, 

aunque de manera mucho menos estricta, hasta la negativización de la misma. La 

capacidad de los fármacos para eliminar la infectividad es una de las razones por las 

cuales la detección de los casos infecciosos y el tratamiento con la combinación de 

tuberculostáticos se constituyen como el principal medio para interrumpir la 

propagación de la TB (Vidal et al., 2002). 

Después de la detección de casos e inicio del tratamiento, la siguiente prioridad en 

el control de la TB es la investigación de los contactos. Ésta debe realizarse a todos los 

pacientes con sospecha o confirmación de TB activa, puesto que sus contactos tienen 

mayor riesgo de infección y de desarrollar la enfermedad tuberculosa (Diagnostic 

standards and classification of tuberculosis in adults and children (American Thoracic 

Society, 2000). 

1.3.3.- Estudio convencional de contactos 

Como se acaba de comentar, un programa de control de TB debe velar, 

prioritariamente, por el diagnóstico y tratamiento temprano de los enfermos, 

garantizando el correcto cumplimiento de la terapia y, cuando se alcanzan tasas de 

cumplimiento adecuadas, se ha de profundizar en el estudio de contactos (UITB, 

1999). 

Desde que se demostró la eficacia de la isoniazida en la prevención de la TB entre 

los contactos íntimos de personas enfermas, el estudio convencional de contactos 
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(ECC) y el tratamiento de la infección tuberculosa latente (TITL) se convirtieron en una 

estrategia fundamental para el control de esta enfermedad (Generalitat Valenciana. 

Conselleria de Sanitat, 2007).  

Para llevar a cabo el estudio correctamente, se debe considerar los contactos 

frecuentes y los esporádicos, debiéndose evaluar por un experto cada situación y los 

límites del estudio. El ECC, a partir de un caso índice (el primero que conocemos), 

tiene como objetivos: a) diagnosticar a los infectados y a los enfermos (casos 

secundarios) entre las personas relacionadas con un enfermo tuberculoso conocido, 

siguiendo el principio de “la piedra en el estanque” (Veen, 1992) o sistema de los 

círculos concéntricos (Iseman et al., 1976); b) tratar a los enfermos y a los infectados 

que lo precisen (Ferebee, 1970); y c) reconstruir la cadena de transmisión para 

identificar, siempre que se pueda, al caso índice verdadero (Generalitat Valenciana. 

Conselleria de Sanitat, 2007).  

Es conocido que la evolución epidemiológica de la TB ha cambiado como 

consecuencia de varios factores como la coinfección con el VIH, el crecimiento de la 

pobreza, el aumento de la incidencia de la TB-MR y de las migraciones (Brudney & 

Dobkin, 1991). Por otra parte, hoy en día conocemos mucho mejor la trasmisión de la 

enfermedad y sus factores de riesgo. Todos estos parámetros han de ser evaluados en 

un contexto específico y se deben tener en cuenta a la hora de diseñar el estudio de 

contactos. Cuanto más adaptado esté al contexto, más elevado será el número de 

casos secundarios detectados (Cayla & Orcau, 2003). 

Según se indica en el “Manual de estudio convencional de contactos y tratamiento 

de la infección latente en la tuberculosis”, editado por la Generalitat Valenciana en el 

año 2002 (Generalitat Valenciana, Conselleria de Sanitat, 2002), las fases en la 

realización del ECC, que debe iniciarse tan pronto como se establezca el diagnóstico 

del caso índice, serán las siguientes: 

1) Censo de contactos: Se realiza el censo de personas expuestas y que, por tanto,    

deben ser sometidas al ECC, según el riesgo teórico de infección; 

2) Cribado mediante la prueba de la tuberculina (PPT): El estudio se realizará 

siguiendo el sistema de círculos concéntricos o de “la piedra en el estanque” que 

consiste en iniciar la investigación por los contactos de mayor riesgo (primer 

círculo) e ir ampliando el estudio hasta que la prevalencia de la infección 

encontrada sea la prevista en dicha población (véase en la Figura 5). Si se 
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detecta un nuevo caso bacilífero entre los contactos, debe iniciarse otra vez, a 

partir de éste, el esquema de círculos concéntricos; 

La PPT es una de las pruebas diagnósticas que todavía sigue vigente en la 

medicina actual a pesar de tener más de un siglo de experiencia; también se la 

conoce como prueba de Mantoux. Actualmente se administra, mediante inyección 

intradérmica, en la cara anterior del antebrazo, 2 UT de derivado proteico 

purificado tuberculínico (PPD), utilizándose en España la PPD RT-23. La lectura 

se realiza a las 48-72 horas y se mide en mm la induración en la zona de 

inyección (diámetro transversal con respecto al eje del brazo). Se consideran 

positivos, con una induración ≥ 5, a aquellos contactos íntimos con casos índices 

o sospechosos, los sospechosos de enfermedad tuberculosa clínica o radiológica 

y los pacientes con infección por VIH. Por otro lado, en cualquier otra 

circunstancia se consideraran positivos aquellos que desarrollen una induración  

≥ 10mm. 

Para el diagnóstico de la ITL, en la actualidad disponemos, además de la PPT, de 

pruebas diagnósticas in vitro que, en el ámbito internacional, se conocen con el 

acrónimo de IGRAs (Interferon-gamma-release assays) y que se realizan a partir 

de muestras heparinizadas de los pacientes (Lalvani et al., 2001). Esta tecnología 

se fundamenta en la detección por enzimoinmunoensayo del interferón-gamma 

(IFN-ɣ) liberado después de una estimulación con antígenos tuberculosos 

específicos ESAT-6 (early secreted antigenic target 6), CFP-10 (culture filtrate 

protein 10) y TB7.7 (p4).  

3) Diagnóstico: Según el resultado del estudio con la PPT, o de los IGRAs, se 

clasificarán a los contactos en no infectados y en infectados. A estos últimos se 

les solicitará una radiografía posteroanterior y lateral de tórax, para descartar 

enfermedad; 

4) Seguimiento de los contactos de riesgo no infectados, de manera que se debe 

realizar una segunda prueba de tuberculina a los 2 meses del último contacto 

con el paciente;  

5) TITL: Consiste en la administración del tratamiento preventivo a los individuos 

infectados en los que se sospecha infección reciente con el fin de evitar el 

desarrollo de la enfermedad; 



  Introducción 

17 

 

6) Supervisión del tratamiento y seguimiento; 

7) Cierre del estudio cuando todos los casos censados hayan sido analizados. Tras 

culminar este estudio, se deberá reconstruir la cadena teórica de transmisión 

(Generalitat Valenciana. Conselleria de Sanitat, 2002). 

 

 

Figura 5: Sistema de los círculos concéntricos (Vidal et al., 2002). 

 

De acuerdo con lo plasmado en la Figura 5, en el primer círculo se encontrarían los 

contactos íntimos y convivientes, aquellos que viven en el mismo domicilio del caso, 

son parejas sexuales habituales o tienen una relación que implique un contacto 

continuado y estrecho con el paciente. En el segundo círculo, se encontrarán los 

contactos próximos habituales, como compañeros de trabajo o colegio, amigos o 

parientes que mantengan relación habitual con el caso. Y ya en el tercer círculo se 

encontrarían los contactos esporádicos (Generalitat Valenciana. Conselleria de Sanitat, 

2007). 

Cada Departamento de Salud realiza el ECC a todos los pacientes con TB como una 

parte rutinaria de sus programas de control y lo puede llevar a término un grupo 
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multidisciplinar de profesionales que incluye médicos, microbiólogos, epidemiólogos, 

enfermeras y personal técnico (Borrell et al., 2009). 

Como sabemos, el ECC es imprescindible en cualquier programa de control 

de TB, aunque presenta una serie de limitaciones que se explican más 

adelante. Esto ha hecho necesaria la búsqueda de nuevos métodos 

epidemiológicos que permitan documentar, de una forma más precisa, las 

cadenas de transmisión. Con las técnicas moleculares se ha conseguido un gran 

avance en el estudio de la epidemiología de la TB.  

1.4.- Epidemiología molecular de la tuberculosis 

1.4.1.- Descripción  

El término Epidemiología Molecular viene de la integración de la Biología Molecular, 

la Medicina Clínica, la Epidemiología y la Estadística (Mathema et al., 2006). Es una 

ciencia que estudia la dinámica de transmisión de las enfermedades infecciosas y nos 

ayuda a comprender mejor la epidemiología mediante la utilización de métodos de 

caracterización molecular, como un complemento a los enfoques epidemiológicos 

clásicos. La tipificación molecular de cepas de una misma especie permite conocer los 

aislamientos procedentes de diferentes individuos y relacionarlos unos con otros para 

determinar las cadenas de transmisión de la enfermedad (Takashima & Iwamoto, 

2006). Más concretamente, asocia características epidemiológicas con las 

características biológicas de los aislados clínicos (Mathema et al., 2006). Existe una 

gran variedad de técnicas que tienen como objeto comparar la composición de los 

ácidos nucleicos de dos o más microorganismos, con el objeto de poder conocer la 

posible relación entre aislamientos vinculados epidemiológicamente (Wong et al., 

2011). 

A mediados de los años 80 se incorporaron, por primera vez, estas técnicas para 

intentar discriminar entre aislados clínicos de M. tuberculosis (Collins & de Lisle, 1984). 

Anteriormente al desarrollo de esta tecnología, los estudios se basaban en identificar 

las características fenotípicas de las cepas, como la morfología de las colonias, la 

susceptibilidad a los antibióticos (antibiotipo) y la tipificación por fagos (fagotipado). 

Éstos habían sido los únicos marcadores disponibles para estudiar la epidemiología de 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iwamoto%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17154049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Iwamoto%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17154049
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la TB a pesar de no proporcionar suficiente discriminación. Estos sistemas fenotípicos 

eran, sin lugar a dudas, limitados para establecer diferencias o similitudes concluyentes 

entre microorganismos (Kontsevaya et al., 2011). 

Ya al principio de los años 90, estas técnicas estaban más perfeccionadas y se 

alcanzaron los primeros éxitos en la obtención de secuencias repetitivas en el genoma 

de M. tuberculosis. Éste fue el punto de partida para poder comparar las huellas 

genéticas de los distintos aislamientos y, por tanto, establecer diferencias entre 

diversas cepas. Como se ha comentado anteriormente, el detectar estas diferencias ha 

permitido obtener nueva información sobre la epidemiología de la enfermedad, 

permitiendo ayudar a desarrollar medidas que disminuyan la transmisión de la 

enfermedad (García-Pachón & Rodríguez, 2005).  

Además, la epidemiología molecular ha introducido nuevos conceptos hoy en día 

ampliamente utilizados en estudios clínicos y de investigación, como son la reinfección 

(Chiang & Riley, 2005) y la infección múltiple (Hass et al., 1995), la pérdida de fitness 

asociada a la resistencia (Gagneux et al., 2006), virulencia diferencial (Reed et al., 

2007) y el desarrollo y capacidad de protección de las vacunas (Abebe & Bjune, 2006). 

Todo esto ha sido posible gracias a la secuenciación total del genoma de M. 

tuberculosis. Tras la secuenciación se identificaron diversos marcadores genéticos 

utilizados para la caracterización y diferenciación de cepas (Kwara et al., 2003). Las 

técnicas de tipificación molecular pueden estar basadas en el análisis del grado de 

similitud y distribución de estos marcadores genéticos (elementos variables) entre 

distintos aislamientos (véase Figura 6), en el estudio de la presencia o ausencia de 

determinados fragmentos de ADN, o bien en la comparación del genoma completo del 

microorganismo (Nguyen et al., 2004). 

Las estrategias de estas técnicas, independientemente de la metodología utilizada, 

se basan en el hecho de que en un análisis poblacional de casos con TB ocurre lo 

siguiente: 1) los casos causados por cepas de M. tuberculosis con idéntico genotipo 

(cluster o agrupamiento) son candidatos a pertenecer a una cadena de transmisión 

reciente de la infección. Se asume que todos los miembros de un cluster están 

implicados en una misma cadena de transmisión reciente, que implicaría una infección 

exógena; y 2) en los casos causados por cepas cuyo genotipo no se ha relacionado con 

otro caso de la población (“cepas huérfanas”), probablemente la enfermedad se haya 

producido por reactivación de infecciones latentes (Barnes & Cave, 2003). 
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Figura 6: Ubicación de algunos marcadores moleculares en el cromosoma de 

Mycobacterium tuberculosis (sg. Barnes & Cave, 2003). 

 

Los requisitos ideales que debería de reunir un método de tipificación molecular 

serían: elevado poder de discriminación, metodología sencilla y rápida, coste 

económico mínimo, resultados reproducibles, aplicabilidad directa sobre muestras 

clínicas, que los marcadores genéticos sean estables y que tenga utilidad para 

discriminar entre los restantes componentes del complejo M. tuberculosis. Ninguno de 

los métodos conocidos en la actualidad reúne todas las condiciones expuestas (Alcaide 

et al., 2005; Fernández-Cuenca et al., 2013). 

1.4.2.- Técnicas  

Entre las técnicas más utilizadas para la tipificación molecular  de la TB se 

encuentran: 1) el polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción de la 

secuencia de inserción IS6110 (RFLP-IS6110); 2) el espoligotipado (spoligotyping); y 



  Introducción 

21 

 

3) el número de repeticiones variables en tándem de las unidades repetitivas 

interespaciadoras en micobacterias (MIRU-VNTR).  

Otras técnicas, desarrolladas a lo largo de los años, que no han tenido tanta 

difusión, serían: FAFLP (Fluorescent Amplified Fragment Length Polyormorphism); 

PFGE (electroforesis en campo pulsado);  PGRS (polimorfismos en secuencias repetidas 

ricas en G-C); y SNP (polimorfismo en un único nucleótido).  

1.4.2.1.- Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restricción de la 

secuencia de inserción IS6110 (RFLP-IS6110) 

La mayoría de los primeros estudios de epidemiología molecular aplicados en TB se 

basaron en el uso de esta técnica. Debido a su reproducibilidad, poder discriminatorio, 

transferabilidad de los resultados entre distintos laboratorios y su relativo bajo costo, 

fue considerado durante años el método de referencia y ha sido el más utilizado hasta 

la fecha (Daley, 2005).  

Se basa en el número variable de copias de la secuencia de inserción IS6110, 

específica de M. tuberculosis complex, que presentan las diferentes cepas (de 0 a 25 

copias) y en su posición en el genoma (Warren et al., 2009). Van Embden et al. (1993) 

propusieron un protocolo estandarizado, lo que condujo a su uso generalizado por todo 

el mundo.Para la realización de esta técnica, se necesita la obtención de cultivo de M. 

tuberculosis, la extracción del ADN genómico de la bacteria y su digestión con la 

enzima de restricción PvuII, que posee una única diana en los 1355 pb de la IS6110. 

Los fragmentos que se obtienen son de diferente peso molecular, ya que las distancias 

entre las diferentes secuencias IS6610 en el genoma son variables. Estos fragmentos 

se separan por electroforesis en función de su peso molecular, se desnaturalizan y se 

transfieren a una membrana de nylon. Posteriormente, se efectúa una hibridación con 

una sonda marcada, revelando su posición. Los patrones de bandas obtenidos reflejan 

el número de copias de IS6610 y su diferente posición en el genoma (véase Figura 7).  

Las cepas que poseen el mismo número y posición de bandas, se consideran 

iguales y pertenecientes a un mismo clon. Las cepas que difieren en 1-2 bandas, 

probablemente hayan estado emparentadas en el pasado. Se han establecido bases de 

datos nacionales e internacionales (Alcaide et al., 2005).  
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Esta técnica presenta algunas limitaciones, ya que no puede utilizarse en cepas que 

posean menos de 5 copias de la secuencia de inserción en su cromosoma, en cuyo 

caso es preciso utilizar otras técnicas (Soini et al., 2001). Además, requiere grandes 

cantidades de ADN (lo que implica la realización de subcultivos que precisan varias 

semanas), es técnicamente larga y compleja, permite el análisis simultáneo de pocas 

cepas y el coste del programa de apoyo informático es elevado (Barnes & Cave, 2003; 

Alcaide et al., 2005).  

 

 

Figura 7: Método, representado de forma esquemática, del RFLP-IS6110 de Mycobacterium 
tuberculosis (sg. Wong et al., 2011). 
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1.4.2.2.- Espoligotipado (“Spoligotyping”) 

El “Spoligotyping” fue estandarizado por Kamerbeeck et al. (1997). Se basa en la 

existencia en el genoma de una zona (región DR) que contiene unas secuencias 

repetitivas de 36 pb. Entre éstas hay secuencias espaciadoras que son de composición 

y longitud variables en cepas diferentes. El patrón de espaciadores de una cepa puede 

ser utilizado para el genotipado (tipado de oligonucleótidos espaciadores: 

“spoligotyping”), ya que las cepas difieren en términos de ausencia o presencia de sus 

cebadores específicos. 

Tomando como referencia las secuencias espaciadoras de la cepa M. tuberculosis 

H37Rv y de la cepa P3 de M. bovis BCG, se diseñaron 43 sondas. Estas sondas se 

alinean y fijan en una membrana. De las cepas en estudio, se amplifica la región DR 

utilizando dos cebadores orientados opuestamente entre ellos y complementarios a la 

secuencia DR. Durante la amplificación, los iniciadores darán lugar a productos de 

diferente tamaño. Estos productos de PCR se transfieren a la membrana donde están 

fijadas las sondas y la hibridación que tiene lugar se evidencia porque uno de cada par 

de cebadores está marcado con biotina (véase Figura 8). Los resultados se expresan 

como positivo o negativo para cada espaciador y la lectura se realiza como un código 

digital (Dale et al., 2001). 

 

 

Figura 8: Esquema del espoligotipado (sg. Barnes & Cave, 2003). 

Secuencias espaciadoras 
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Existe una base de datos internacional con más de 11.000 patrones 

(“espoligotipos”) de aislamientos de M. tuberculosis obtenidos en más de 90 países 

(Filliol et al., 2002). 

La técnica de espoligotipado tiene algunas ventajas con respecto al RFLP-IS6110. 

Por una parte, se puede utilizar en aquellas cepas que poseen menos de 5 copias de 

IS6110 en su genoma; por otra parte, requiere pequeñas cantidades de ADN, es 

relativamente sencilla, rápida y tiene un coste menor (Kamerbeeck et al., 1997). Sin 

embargo, posee menor poder de discriminación que el RFLP-IS6110, por lo que se 

puede utilizar como complemento de éste (Kremer et al., 1999). 

1.4.2.3.- MIRU-VNTR (Mycobacterial Intespersed Repetitive Unit-Variable 

Numbers of  Tandem Repeat) 

El número de secuencias repetidas en tándem (VNTR) surgieron como marcadores 

valiosos para el genotipado de los aislados de diversas especies bacterianas. Estas 

secuencias, conocidas también como minisatélites, se describieron por primera vez en 

los genomas eucariotas (Supply et al., 2000). Muchas de estas secuencias presentan 

hipervariablidad alélica relacionada con el número de repeticiones y/o con la ligera 

variabilidad en las secuencias, por lo que se puede utilizar como marcadores a nivel 

epidemiológico. En las últimas décadas, se ha descrito en las micobacterias regiones 

similares pasándose a llamar MIRUs (Mycobacterial Intespersed Repetitive Unit-

Variable-Number Tándem Repeat). Supply et al. (1997) estandarizaron la técnica para 

la identificación de MIRUs.   

Los MIRUs se denominan “minisatélites” ya que su tamaño oscila entre 40 y 100pb. 

Son unidades de repetición intergénica y se encuentran como repeticiones contiguas 

dentro del genoma de especies del complejo M. tuberculosis. El cromosoma de M. 

tuberculosis complex contiene 41 MIRUs localizados en diferentes loci (véase Figura 9) 

(Supply et al., 2006).  

Los genes flanqueantes de estos MIRUs están involucrados en diversas vías 

metabólicas que incluyen biosíntesis o degradación de ácidos grasos, producción de 

energía y transducción de señales (Supply et al., 2000). 

Los MIRUs fueron clasificados por Supply et al. (1997) en tres tipos principales: los 

tipo I, que contienen secuencias de 77pb; los tipo II con secuencias de 24 pb; y los 
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tipo III con secuencias de 15 pb. De los 41 MIRUs descritos, se observó que 12 

presentaban elevado polimorfismo (Supply et al., 1997) aunque recientemente se ha 

descrito que 15 y hasta 24 de estas unidades, son altamente polimórficas y varían en 

el número de copias entre aislados de M. tuberculosis no relacionados, confiriéndole un 

mayor poder discriminatorio a esta metodología (Sola et al., 2003; van Deutekom et 

al., 2005; Supply et al., 2006; Martin et al., 2007; de Beer & van Soolingen, 2012).  

 

 

Figura 9: Posición de los 41 MIRUs loci en el cromosoma de M. tuberculosis H37Rv (Supply 

et al., 2000). 

 

La tipificación molecular mediante VNTR-MIRUs se fundamenta en la variabilidad en 

el número de copias de secuencias repetitivas, de 40 a 100 pb, dispuestas en tándem 

en 12, 15 o 24 zonas intergénicas (=loci) diferentes del genoma de M. tuberculosis. El 

número de repeticiones varía entre 2 y 8 copias de cada locus (12, 15 y 24), dando 

lugar aproximadamente a 20 millones de posibles combinaciones de alelos (Supply et 

al., 2001; Supply et al., 2006).  

 Esta técnica se basa en la amplificación mediante PCR de cada locus MIRU con 12, 

15 o 24 pares de cebadores dirigidos específicamente a cada uno de éstos y en la 

determinación de los tamaños de los amplicones después de realizar electroforesis en 

un gel de agarosa o mediante secuenciación. Como la longitud de las unidades de 

repetición se conoce, los tamaños de los productos de la PCR reflejan el número de 

repeticiones de cada locus MIRU (dependiendo de los tamaños de los productos de la 

PCR, se puede conocer el número de repeticiones en tándem). Con las bandas 
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obtenidas tras electroforesis o los picos tras la secuenciación, se calcula el tamaño de 

cada uno para posteriormente asignar un dígito correspondiente al número de copias 

encontradas para cada uno de los MIRUs. El análisis de los 12, 15 o 24 loci más 

polimórficos proporciona un código de 12, 15 o 24 dígitos que permite comparar los 

aislados estudiados entre sí (Supply, 2005) y, además, integrar los datos en una base 

de datos internacional, accesible por Internet, para poder comparar los resultados 

(Supply et al., 2001). Una vez obtenidos todos los datos, se introducen en el portal de 

internet http://www.miru-vntrplus.org y se determina el número de clusters –o 

agrupaciones- y el de patrones únicos (véase Figura 10). 

 

 

Figura 10: Pasos de la técnica MIRU-VNTR. 

 

Esta base de datos incluye 186 aislados que representan a los linajes 

predominantes del complejo M. tuberculosis. Permite analizar y comparar genotipos 

basados en 12, 15 o 24 MIRU-VNTR, espoligotipos, SNPs (Polimorfismos de un sólo 

nucleótido) e IS6110 entre otros, de forma individual o combinados. Las herramientas 

para la exploración de datos incluyen búsqueda de similitud, creación de árboles 

filogenéticos y de mínima expansión y mapeo de información geográfica (Allix-Béguec 

et al., 2008; Weniger et al., 2010) 

http://www.miru-vntrplus.org/
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Esta técnica presenta una serie de ventajas con respecto a la de RFLP. De hecho, 

se puede aplicar en cepas con menos de 5 copias de IS6110, es más sencilla y rápida 

de realizar, se puede realizar directamente de los cultivos sin necesidad de purificar el 

ADN, no se requieren grandes cantidades de ADN, la técnica puede automatizarse y los 

resultados pueden ser representados en formato digital facilitando su interpretación y 

comparabilidad (Barnes & Cave, 2003).  

En el año 2006, el grupo de Supply publicó la comparación de 29 VNTRs en la que 

encontró y seleccionó un conjunto de 15 loci con alto poder de discriminación, por lo 

que la técnica MIRU 12 fue reemplazada por MIRU 15. Hoy en día, esta última se 

considera la técnica estándar para la discriminación epidemiológica rutinaria de los 

aislados de M. tuberculosis y el sistema de 24 loci como una herramienta exploratoria 

en estudios filogenéticos (Supply et al., 2006; de Beer et al., 2014), aunque los 

marcadores basados en secuencia son mucho más robustos para esto último (Comas 

et al., 2009). 

1.4.2.4.- Otras técnicas de tipificación molecular 

Janssen et al. (1996) describieron la técnica de amplificación basada en el análisis 

del polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP) como un método 

prometedor, novedoso y que combinaba la aplicabilidad universal con un alto poder de 

discriminación y reproducibilidad. Posteriormente, Huys et al. (2000) la definieron 

como una técnica con muy buenas expectativas para la tipificación de micobacterias. 

Se basa en la digestión del genoma micobacteriano utilizando dos enzimas de 

restricción, EcoRI y MseI. En los extremos digeridos se acoplan unos adaptadores que 

serán reconocidos por una serie de oligonucleótidos, marcados con fluoróforos, 

complementarios a estas regiones flanqueantes. A continuación, se realiza una 

amplificación mediante PCR y los productos obtenidos se pueden visualizar en geles de 

poliacrilamida o mediante un secuenciador automático (Goulding et al., 2000; Kassama 

et al., 2006). Se diferencia de otros métodos en que estudia todo el genoma de la 

micobacteria por lo que podría ser más discriminativo que RFLP-IS6110 para confirmar 

la transmisión reciente (Ruiz et al., 2003). Sin embargo, es un método caro, requiere 

mucho tiempo y personal muy especializado y, por ello, no es una técnica que se 

utilice comúnmente (Fernández-Cuenca, 2004). 
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La electroforesis de fragmentos de restricción en campo pulsante (PFGE) es una 

técnica ampliamente utilizada para tipificar diferentes microorganismos en brotes 

epidemiológicos y estudios poblacionales (Fernández-Cuenca, 2004). Sin embargo, en 

el caso de las micobacterias, la especial composición de su pared celular y por 

problemas de bioseguridad han hecho que el desarrollo de protocolos normalizados sea 

especialmente complejo y que los resultados obtenidos sean difíciles de reproducir. En 

líneas generales, la caracterización molecular de aislados de M. tuberculosis con esta 

técnica requiere la obtención de un cultivo puro en medio líquido, la extracción del 

ADN de la micobacteria a partir de las células previamente embebidas en agarosa, la 

digestión del ADN con endonucleasas de restricción y posterior separación de los 

grandes fragmentos obtenidos mediante electroforesis en campo pulsados. La ausencia 

de protocolos que permitan generar, almacenar y comparar patrones PFGE, ha limitado 

su uso en estudios de epidemiología molecular sobre micobacterias (Singh et al., 

1999).  

El método de tipificación PGRS fue descrito por primera vez por Ross et al. (1992). 

Y analiza polimorfismos en secuencias repetidas ricas en G-C (guanosina-citosina). Es 

una técnica de hibridación Southern Blot que utiliza la sonda específica de PGRS (un 

fragmento de 3,4 kb de la secuencia de PGRS) clonado en el plásmido pTBN12. 

Cuando se usa este plásmido sobre el ADN digerido previamente con AluI se puede, 

por una parte, distinguir cepas de casos de TB no relacionados o demostrar patrones 

de bandas idénticos en aislados de casos epidemiológicamente relacionados. Esta 

técnica se utilizó de forma exitosa en el genotipado de cepas de TB con menos de 5 

copias de IS6110. A pesar de su poder de discriminación, es un método muy laborioso 

y que da lugar a patrones demasiado complejos para analizar, informatizar y 

normalizar (Ross et al., 1992).  

La técnica de análisis de los polimorfismos de nucleótidos únicos o Single 

Nucleotide Polymorfisms (SNPs) se basa en la detección de cambios nucleotídicos 

acumulados durante la evolución del bacilo. Habitualmente se usa una serie de paneles 

diagnósticos de SNPs en diferentes ámbitos de la epidemiología y de la microbiología 

clínica de la TB. Por ejemplo, muchas técnicas de detección genotípica de resistencias 

se basan en PCR a tiempo real para la detección de SNPs que se saben asociados a la 

resistencia a un determinado antibiótico. Usando otros paneles de SNPs podemos 

clasificar las cepas en linajes y familias y así podemos describir la estructura 

poblacional del bacilo a nivel local y global (Coll et al., 2014). Al considerarse eventos 
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únicos en la evolución de M. tuberculosis, no reflejan homoplasias y, por ello, se 

considera que son marcadores ideales para clasificar aislados. Sin embargo, al estar 

restringido a unos pocos nucleótidos, el tipado de SNPs no se puede usar para medir la 

transmisión de la bacteria. 

Por último, cabe resaltar que hoy en día los MIRUs es la técnica “gold-standard” de 

tipificación para epidemiología molecular. Sin embargo, las agencias de Salud Pública 

más potentes están empezando a usar el genoma completo de la bacteria como 

marcador epidemiológico. La ventaja de usar el genoma completo es que se consigue 

simultáneamente más resolución en los eventos de transmisión, una clasificación 

filogenética más robusta e información sobre marcadores de resistencia genotípicos. 

En el caso concreto de la epidemiología y la microbiología clínica, los genomas 

completos han permitido una mayor resolución para detectar casos de transmisión 

(Walker et al., 2013), así como detectar nuevas mutaciones asociadas a resistencias a 

antibióticos (Walker et al., 2015). Sin embargo, su aplicación rutinaria está lejos de ser 

adoptada más allá de las grandes agencias de Salud Pública. Aunque su coste es cada 

vez menor (alrededor de 100 euros en la actualidad), se requiere de experiencia tanto 

en técnicas genómicas como en bioinformática para sacarle el máximo partido a la 

información obtenida. 

1.4.3.- Utilidad de las técnicas de epidemiología molecular 

Como ya se ha comentado, el desarrollo y la aplicación de las técnicas de 

epidemiología molecular ha permitido un mejor conocimiento en la dinámica de la 

transmisión de la TB. Asímismo, se ha establecido como una herramienta 

complementaria para el ECC y también ha sido, y es muy útil, en la caracterización de 

las contaminaciones cruzadas en el laboratorio (Alcaide et al., 2005). 

1.4.3.1.- En el conocimiento de la transmisión de la enfermedad 

A) Transmisión reciente de la tuberculosis 

La aplicación de las técnicas de epidemiología molecular ha sido muy útil para la 

investigación de brotes y ha servido para mejorar nuestro conocimiento de la dinámica 

de la transmisión de la enfermedad. Se asume que la transmisión es reciente cuando 

las cepas recuperadas de diferentes casos muestran huellas genéticas idénticas o muy 
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similares. Éstos se denominan casos agrupados o cluster, mientras que los 

aislamientos de M. tuberculosis que muestran patrones únicos de ADN se considera, en 

general, que se debe a la reactivación de una infección adquirida en el pasado (Burgos 

et al., 2004).  

Un aspecto importante en los estudios poblacionales es la estabilidad del patrón 

genético de las cepas. Es necesario que cambie lo suficientemente rápido como para 

que las cepas sin ningún vínculo no tengan el mismo patrón y lo suficientemente lento 

como para que cepas que pertenecen a casos relacionados se mantengan iguales 

(Seidler et al., 2004). Según diferentes estudios, se puede asumir que la vida media de 

un patrón de bandas, estudiado para el RFLP-IS6110, es de 2 a 8,7 años. Cabe señalar 

que este tiempo para que el ADN de M. tuberculosis se modifique progresivamente 

depende de diferentes factores tales como la eficacia del tratamiento, el intervalo entre 

el inicio de la enfermedad y el tratamiento y, probablemente, el predominio en cada 

zona de cepas más o menos estables (Yeh et al., 1998; de Boer et al., 1999; Warren et 

al., 2002).  

Basados en estas premisas, se han publicado numerosos estudios sobre la 

proporción de casos atribuibles a transmisión reciente. Hasta hace pocos años se 

consideraba que en los países con baja incidencia de TB la mayoría de enfermos 

correspondían a reactivación endógenas de infección ocurrida en el pasado. Sin 

embargo, la tipificación sistemática de amplias poblaciones ha evidenciado que las 

infecciones recientes son la causa de un número considerable de casos en estos 

países, oscilando de una sexta parte hasta casi la mitad (Alland, 1994; Small, 1994; 

Borgdorff, 1998; Pfyffer, 1998). Asimismo, en países de África y Asia, con elevada 

incidencia, se observa, además de una proporción importante de casos recientes, un 

número limitado de cepas circulantes responsables de la mayoría de los casos, lo que 

indicaría una tasa elevada de infección reciente y/o el predominio de determinadas 

cepas con una mejor adaptación o una mayor virulencia (Alcaide et al., 2005).  

Murray & Alland (2002) insisten en que los cluster deben interpretarse con 

precaución para estimar la verdadera carga de transmisión reciente de TB, debido a 

que la agrupación de casos varía dependiendo de las características del huésped y de 

la población. También, se debe tener en cuenta que, aparte de la transmisión reciente, 

diversos factores pueden dar lugar a patrones genotípicos similares, tales como la 

reactivación simultánea de una infección, con la misma cepa que se había adquirido 
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mucho antes, el predominio regional de una cepa que se ha difundido a lo largo de 

mucho tiempo (cepas endémicas) y también por un error de laboratorio (Glynn et al., 

1999). Se recomienda que para que la probabilidad de interpretar erróneamente un 

único patrón de ADN como una reactivación endógena sea mínima, el periodo 

abarcado en el estudio no debe ser menor de dos años (Murray & Alland, 2002).  

B) Reinfección exógena e infecciones mixtas  

Por lo que se refiere a ésta, la tipificación molecular también ha aclarado dudas que 

se pudiera tener al respecto y se ha demostrado que son más frecuentes de lo que se 

pensaba, incluso en regiones con una incidencia relativamente baja de tuberculosis 

(Siedler et al., 2004). La comparación de huellas de ADN de las cepas aisladas durante 

el primer y siguiente episodio ha demostrado que los pacientes no están totalmente 

protegidos de un posterior episodio de TB. Diversos estudios en Sudáfrica y Europa 

han demostrado que entre el 16 y el 75% de recidivas de la enfermedad se debían 

realmente a nuevas reinfecciones (van Rie et al., 1999; Bandera et al., 2001). En 

nuestro país, Caminero et al. (2001a) pudieron realizar un análisis genotípico en 

muestras de 18 pacientes de los que se había obtenido cultivos positivos de M. 

tuberculosis con, al menos, 12 meses de diferencia. En el 44% de los casos, los 

genotipos fueron diferentes, lo que indicó reinfección exógena. Otros autores, en un 

estudio de Madrid donde analizaban 43 casos con recurrencia de TB, pudieron 

demostrar que 14 (33%) de los casos se debía a una reinfección exógena (García de 

Viedma et al., 2002). Las técnicas de epidemiología molecular también han 

demostrado su utilidad en el diagnóstico de infecciones mixtas (Chaves et al., 1999). 

C) Transmisión de cepas resistentes 

La tipificación también ha aportado información muy valiosa en la transmisión de 

cepas resistentes. Durante años se pensó que las cepas resistentes no se transmitían, 

o muy poco, basándose en la escasa proporción de casos secundarios en el entorno de 

pacientes con TB resistente. Estudios epidemiológicos moleculares en los Países Bajos 

y en San Francisco mostraron que los casos con aislamientos resistentes a isoniazida 

se agrupaban de un 30 a un 80% menos que los casos con aislamientos sensibles (van 

Soolingen et al., 1999; Burgos et al., 2003). Resultados similares se mostraron en 

estudios de casos con cepas de M. tuberculosis MR en México y Sudáfrica, donde las 
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cepas resistentes tenían de un 70% a 80 % menos de probabilidad de transmitirse que 

las cepas sensibles (García-García et al., 2000; Goodfrey-Faussett et al., 2000). 

 Los estudios donde se mostraba una reducción de la transmisión de la enfermedad 

eran predominantemente casos con cepas resistentes a isoniazida con mutaciones en 

el gen katG y pérdida de la acción catalasa. Actualmente se sabe que la pérdida de 

transmisibilidad de las cepas resistentes es un fenómeno complejo con multitud de 

matices. De la información disponible se deduce que probablemente tengan disminuida 

la capacidad de transmisión las cepas resistentes a isoniazida con CMIs elevadas 

(>1µg/ml) y con alteraciones múltiples en el gen katG o en genes no conocidos, 

mientras que las cepas con CMIs bajas y mutaciones, sobretodo en el gen inhA (Pym 

et al., 2001; Pym et al., 2002), mantendrían gran parte o la totalidad de la capacidad 

de transmisión. No obstante, pueden hallarse cepas que se comportan de diferente 

manera, como es el caso del genotipo Beijing y su variante “W”, que a pesar de ser MR 

en muchos casos se transmite de forma similar a las cepas sensibles (Bifani et al., 

1999). 

D) Transmisión de cepas más virulentas 

Tradicionalmente se consideraba que las distintas cepas de M. tuberculosis tenían 

una virulencia similar. Sin embargo, los estudios moleculares han permitido demostrar 

la existencia de un pequeño porcentaje que causan un número 

desproporcionadamente grande de casos, lo que permite suponer que algunas cepas 

son más virulentas o bien más transmisibles (Barnes & Cave, 2003). Un ejemplo de 

este fenómeno lo constituye la familia de M. tuberculosis denominada Beijing/W.  La 

cepa de genotipo Beijing se ha visto implicada en grandes brotes descritos en Estados 

Unidos, Asia, Europa del Este y la Federación Rusa (Bifani et al., 1999). El predominio 

de las cepas Beijing en muchas regiones puede indicar que tienen una ventaja 

selectiva sobre otras cepas. Caminero et al. (2001b) describen que en la isla de Gran 

Canaria se produjo una rápida diseminación de ésta desde un único paciente hasta 

llegar a representar, en 4 años, el 27,1% de los aislamientos de M. tuberculosis. Estas 

cepas muestran una mayor capacidad para replicarse en los macrófagos humanos y 

éste podría ser el mecanismo para su mayor propagación (Zhang et al., 1999). Sin 

embargo, este tipo de hallazgos puede deberse no sólo a una mayor virulencia del 

germen, sino también a la distinta inmunogenicidad, a distinta transmisibilidad, a un 
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crecimiento diferente o a características de la población expuesta (Murray & Alland, 

2002). 

1.4.3.2.- En el estudio de contactos y en los programas de control de la TB 

Como ha sido señalado, la epidemiología molecular es una herramienta 

complementaria muy útil para el ECC. Sin embargo, estos métodos no son 

mutuamente sustituibles, ya que cada una de ellos analiza eventos distintos. El ECC 

investiga la infección de personas entorno a un caso y la búsqueda de casos 

secundarios que se producen simultáneamente en el tiempo, mientras que la 

tipificación abarca periodos más amplios y únicamente puede considerar los casos que 

han evolucionado a enfermedad (Alcaide et al., 2005). Es por ello que la epidemiología 

molecular tiende a relacionar casos con infección que no había evidenciado la 

epidemiología clásica (Small et al., 1994; Barnes et al., 1997; Weis et al., 2002). 

Jasmer et al. (1999) refieren, en un estudio realizado en la ciudad de San Francisco, 

que gracias a la implementación de técnicas de epidemiología molecular se pudo 

multiplicar por 3 el número de contactos identificados por cada caso nuevo de TB. Por 

otro lado, Iñigo et al. (2003), en un estudio en el que aplicaron un método de captura-

recaptura combinando la epidemiología clásica y la molecular, refieren una excelente 

mejora en la detección de casos relacionados con la transmisión reciente en Madrid.  

Cabe señalar que no siempre se encuentra una explicación congruente a la relación 

de casos que son detectados por la tipificación y que no lo habían sido por el ECC. 

Éstos pueden ser debidos a contactos no conocidos y a la reactivación en el mismo 

período de casos infectados en épocas diferentes y que no expresarían transmisión 

reciente. No obstante, la aplicación de estas técnicas ha aportado información de gran 

interés a ese respecto, ya que se ha visto que la transmisión tras contactos 

esporádicos es más frecuente de lo que se pensaba y que en algunos pacientes, 

dependiendo de sus hábitos sociales, la transmisión en el ámbito familiar no sería la 

más importante (Barnes & Cave, 2003). 

Además, la información que se obtiene tras la aplicación de las técnicas de 

epidemiología molecular resulta muy útil para evaluar los resultados de los programas 

de control de la enfermedad. En concreto, Jasmer et al. (1999) describen que, durante 

el periodo comprendido entre 1991 y 1997 en la ciudad de San Francisco, el número 

de casos agregados en cluster, o lo que es lo mismo el número de casos de 
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transmisión reciente, había disminuido considerablemente. Este hecho hacía pensar 

que las medidas de control adoptadas habían permitido disminuir la diseminación de la 

TB.  

La necesidad de la implementación de las técnicas de tipificación se puede observar 

en las evaluaciones epidemiológicas que se llevan a cabo en algunos países y que 

permiten diseñar políticas específicas contra la TB. Es importante distinguir si la 

enfermedad se debe a una infección reciente o a la reactivación de una infección 

latente. Si los casos por infección reciente son significativos, deben intensificarse las 

medidas de búsqueda de casos y del correcto tratamiento. Por el contrario, si la 

infección latente es la causa principal, los esfuerzos serán destinados a aplicar medidas 

para prevenir la reactivación (Geng et al., 2002). 

1.4.3.3.- En la caracterización de contaminaciones cruzadas en el laboratorio 

Estas técnicas son también de gran ayuda para los laboratorios de Microbiología, ya 

que cuando se sospechan posibles contaminaciones en el procesamiento de las 

muestras, permiten demostrar, con certeza, si éstas han ocurrido o no.  

Aunque en el estudio referido por Ruddy et al. (2002) realizado en Londres sólo se 

detectó un 0,93% de falsos positivos por contaminación cruzada en el laboratorio, 

algunos autores sugieren que hasta un 3% de los cultivos positivos de M. tuberculosis 

corresponden a contaminaciones cruzadas (Alonso et al., 2007).  

Detectar las contaminaciones tiene una elevada transcendencia clínica, ya que evita 

instaurar tratamientos inadecuados y permite que se realicen exploraciones 

diagnósticas de procesos alternativos que pueden ser la verdadera causa de la 

enfermedad del paciente (Burman & Reves, 2000). Las rutinas de los laboratorios de 

micobacterias deben estar diseñadas para poder detectar fácilmente las posibles 

contaminaciones que se pueden dar en el laboratorio. 

La posibilidad de una contaminación de laboratorio debe sospecharse cuando la 

tinción de las muestras ha sido negativa, cuando se aisla M. tuberculosis únicamente 

en una de varias muestras y con crecimiento escaso, cuando se observan varias 

muestras positivas en un corto período de tiempo y cuando la clínica no apoya el 

diagnóstico de TB (Narayanan, 2004). En estos casos, la tipificación de los aislamientos 

puede confirmar o descartar las sospechas. Si el genotipo de la cepa de dudosa 
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significación clínica se corresponde con el de otra cepa manipulada simultáneamente 

en el laboratorio se confirmará la contaminación cruzada (Burman & Reves, 2000).   
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2.- OBJETIVOS 

 

 





  Objetivos 

39 

 

Aunque la TB sigue siendo la segunda causa de mortalidad, después del SIDA, 

causada por un agente infeccioso, en los últimos años, a nivel mundial, se viene 

observando un descenso progresivo en el número de casos. En España, la tasa de 

incidencia ha disminuido de 17,9 casos por cada 105 habitantes en el año 2003 a 13,1 

casos por cada 105 habitantes en el año 2012. En la mayoría del resto de los países de 

la Región Europea también ha ocurrido este fenómeno: en Francia ha disminuido de 

8,8 a 4,3 por cada 105 habitantes; en Alemania de 8,7 a 4,5; y en Italia de 7,9 a 2,8 

casos por cada 105 habitantes.  

En la Comunidad Valenciana también se ha podido observar esta tendencia 

decreciente, pasando de una tasa de 17 por 105 habitantes en año 2003 a 9,9 por 105 

habitantes en el año 2012. 

El Hospital General Universitario de Castellón (HGUC) es el hospital de referencia de 

la provincia de Castellón y en el Servicio de Microbiología se realiza el diagnóstico 

microbiológico de la TB de los Departamentos de Salud de Vinaroz y Castellón y de dos 

centros penitenciarios. Además se centraliza el estudio de sensibilidad de todos los 

casos de TB de los 3 Departamentos de Salud de la provincia.  

Los objetivos del presente estudio han sido: 

- conocer la evolución de la TB en la provincia de Castellón a lo largo del periodo 

comprendido entre enero de 2008  y diciembre de 2012, con la finalidad de ver si se 

ha producido la tendencia decreciente observada a nivel mundial, en Europa, España y 

en la Comunidad Valenciana;  

- describir las características clínico-epidemiológicas y microbiológicas de los casos 

diagnosticados con cultivo positivo de TB en ese mismo periodo; 

- detallar la frecuencia de resistencias de M. tuberculosis frente a fármacos 

tuberculostáticos de primera línea; 

- y describir los patrones de transmisión de TB en Castellón durante los años 2010, 

2011 y 2012 mediante tipificación molecular, utilizando la técnica 15-loci MIRU-VNTR 

por primera vez en nuestra provincia. 

Para poder abordar estos objetivos, la presente Tesis Doctoral se ha dividido en los 

siguientes apartados: 
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- en el apartado de material y métodos, se describirá las fuentes de información 

consultadas para recuperar los casos de TB declarados/diagnosticados y para conocer 

sus características clínico-epidemiológicas. Los materiales y metodología utilizadas para 

llevar a cabo el diagnóstico de los casos, el estudio de sensibilidad y la caracterización 

molecular de las cepas, así como todo lo relacionado con el tratamiento de datos 

utilizados en el presente trabajo; 

- el siguiente apartado se destina a mostrar los resultados obtenidos y a su análisis;  

- posteriormente se dedica un capítulo a la discusión de los resultados, 

contrastándolos con los logrados por otros autores en estudios similares; 

- a continuación se expone las conclusiones más relevantes que se desprenden del 

estudio realizado; 

- y ya por último, se recoge todas y cada una de las referencias bibliográficas que 

han sido utilizadas en el momento de la redacción de esta Tesis Doctoral. 
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3.1.- El Hospital General Universitario de Castellón  

El Hospital General Universitario de Castellón (HGUC) es el centro hospitalario de 

referencia de la provincia de Castellón. Dispone de 580 camas y presta asistencia 

sanitaria a 280.336 habitantes pertenecientes al Departamento de Salud de Castellón. 

Es el hospital de referencia del Hospital Comarcal de Vinaroz que asiste a una 

población de 89.914 habitantes pertenecientes al Departamento de Salud de Vinaroz, y 

del Hospital de la Plana, que presta asistencia a 186.630 habitantes del Departamento 

de Salud de la Plana.  

En el Servicio de Microbiología del HGUC se realiza el diagnóstico microbiológico y 

el estudio de sensibilidad de la TB del Departamento de Salud de Castellón, que 

incluye dos centros penitenciarios, y del Departamento de Salud de Vinaroz. Asimismo, 

centraliza el estudio de sensibilidad de los casos de TB diagnosticados en los tres 

Departamentos de Salud de la provincia. El diagnóstico de TB de una pequeña parte de 

la provincia, englobada en el Departamento de Salud de Sagunto, se realiza en el 

hospital de Sagunto. 

3.2.- Fuentes de información  

La primera parte de esta Tesis Doctoral aborda un estudio retrospectivo realizado 

con el fin de conocer la evolución de la TB en Castellón, en el que se analizan las 

características epidemiológicas, clínicas y microbiológicas de los pacientes con cultivo 

positivo de la provincia, así como la frecuencia de las resistencias de todas las cepas de 

M. tuberculosis en el periodo comprendido entre Enero de 2008 y Diciembre de 2012.  

Para poder llevar a cabo los tres primeros objetivos se consultaron diferentes 

fuentes de información, como son: el Sistema de Información del Laboratorio (SIL), 

que en el servicio de Microbiología de nuestro hospital es, desde julio del 2007, el 

Gestlab; el Sistema de Análisis de la Vigilancia Epidemiológica (AVE); y los Informes de 

Tuberculosis de la Comunidad Valenciana. 

3.2.1.- Sistema de Información del Laboratorio 

Para recopilar los casos diagnosticados con cultivo positivo de la provincia se 

consultó el Sistema de Información del Laboratorio (SIL) Gestlab. De éste se pudo 

obtener información de cada paciente en relación al: sexo, edad, localización de la TB, 
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diagnóstico microbiológico (baciloscopia, cultivo y PCR) y la sensibilidad de las cepas 

aisladas.  

3.2.2.- Sistema de Análisis de la Vigilancia Epidemiológica 

La información recogida del SIL se cotejó, tras eliminar los casos desplazados de 

otras provincias, con la base de datos del Sistema de Análisis de la Vigilancia 

Epidemiológica (AVE). Este sistema recoge los datos aportados por los profesionales 

que realizan su actividad en el ámbito de la asistencia sanitaria, los de la Red de 

Vigilancia Microbiológica (RedMiva) y la de los profesionales de la vigilancia 

epidemiológica que realizan el ECC recogiendo información de los pacientes (Ver Anexo 

1).  

La definición de caso para su inclusión en este registro es la siguiente: paciente con 

baciloscopia positiva a quien se le pautó tratamiento antituberculoso, o tiene cultivo 

positivo para M. tuberculosis, y a aquellos con tratamiento antituberculoso durante un 

tiempo superior a 3 meses, o menos si se les retira por efectos secundarios, o si 

fallecen (Generalitat Valenciana. Conselleria de Sanitat, 2009). 

Al cotejar los datos del SIL de los pacientes con cultivo positivo con los datos del 

AVE hemos podido recoger la información en relación a: Departamento de Salud al que 

pertenecen, sexo, edad, nacionalidad, si eran casos nuevos o tratados previamente, si 

requirieron ingreso, factores de riesgo (VIH, alcoholismo, diabetes, neoplasia, ADVP, 

tabaquismo) y, por último, el lugar físico donde viven habitualmente o su situación 

social (residencia de ancianos, centro penitenciario, indigente, otras).  

Además, a través del ECC pudimos conocer todos los posibles contactos de los 

casos de TB y establecer probables agrupaciones (clusters) que posteriormente se 

confirmarían o no con la segunda parte de este estudio, que se basa en la tipificación 

molecular de las cepas de M. tuberculosis aisladas durante los años 2010, 2011 y 

2012.  

3.2.3.- Informes de Tuberculosis de la Comunidad Valenciana 

También se consultaron los informes de TB de la Comunidad Valenciana, editados 

por la Dirección General de Salud Pública (Generalitat Valenciana. Conselleria de 

Sanitat, 2009, 2010, 2011, 2012, 2013), que resumen la actividad de la vigilancia 
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epidemiológica de la TB en la Comunidad Valenciana durante el año anterior a cuando 

son editados. Dichos informes describen los casos de TB declarados en ese año en 

relación a: 

- la frecuencia de la TB en la Comunidad Valenciana en cada uno de los 

Departamentos de Salud, en las tres provincias, y en aquellas ciudades de más de 

50.000 habitantes; 

- los factores de riesgo y la patología asociada a la enfermedad tuberculosa; 

- el estudio de sensibilidad de las cepas de M. tuberculosis aisladas; 

- y los estudios de contactos de los casos de TB declarados durante el año. 

3.3.- Diagnóstico microbiológico y estudio de sensibilidad 

3.3.1.- Diagnóstico microbiológico 

Una vez se recibieron las muestras en el Servicio de Microbiología, se comprobó 

que los datos administrativos eran correctos y que las muestras cumplían con los 

criterios de aceptación. Se introdujeron los datos en el SIL y las muestras se llevaron a 

la Sección de Micobacterias donde al día siguiente fueron procesadas en bloque. 

3.3.1.1.- Procesamiento primario 

Previamente a la siembra del cultivo y a la realización de la extensión para su 

posterior tinción, y con el fin de eliminar la flora acompañante que podría interferir en 

el crecimiento de la micobacteria y de concentrar el inóculo micobacteriano, a la 

mayoría de las muestras en las que se solicitó estudio de micobacterias se les realizó 

un pretratamiento (homogeneización, descontaminación y concentración) basado en el 

método de Kubica et al. (1963). Esta técnica se fundamenta en la combinación de dos 

reactivos: a) el hidróxido sódico (NaOH) al 2%, que sirve como descontaminante por 

sus propiedades alcalinas; y b) la N-acetil-L-cisteina, que actúa como mucolítico, 

siendo imprescindible para la disgregación de la matriz orgánica de la muestra y 

liberación de los microorganismos. No se realizó este procesamiento previo en los 

líquidos estériles y en las muestras de orina, en cuyo caso sólo se concentraron 

mediante centrifugación.  
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Para llevar a cabo el pretratamiento, se añadieron a los 10 mL de muestra 

introducidos previamente en un tubo cónico de 50 mL (BD FalconTM Tube, Becton 

Dickinson), unos 10 mL de BBLTM MycoPrepTM (Becton Dickinson) que es un reactivo 

que lleva hidróxido sódico (NaOH) y N-acetil-L-cisteina (NALC) dentro de una ampolla 

de vidrio sellada en el interior de la solución. Una vez realizada la mezcla, se cerró bien 

el tubo cónico y se homogeneizó con el vortex (Heidolph Reax-2000, Comecta S.A) 

durante 30 segundos. Se mantuvo 20 minutos a temperatura ambiente para generar el 

proceso de descontaminación. Una vez transcurrido ese tiempo, se añadió a la mezcla 

unos 30 mL de solución de parada tampón fosfato BBL MycoPrep (BD) para frenar la 

acción del NaOH y posteriormente se centrifugó a 5.000 rpm durante 20 minutos 

(Heraeus Biofuge Stratos, Thermo Scientific). Tras la centrifugación, se decantó el 

sobrenadante y se reservó el sedimento para su posterior cultivo y realización de 

extensión para tinción. 

3.3.1.2.- Cultivo y baciloscopia 

Una vez descontaminadas y concentradas las muestras, del sedimento obtenido se 

realizó una extensión para teñirla posteriormente con tinción de auramina-rodamina 

(Tec-Laim S.A.). Posteriormente, se introdujeron 0,2 mL en el medio sólido Lowënsein-

Jensen (BBLTM Lowenstein-Jensen, Becton Dickinson) y 0.5 mL en el medio líquido 

Middlebrook 7H9 (BBL MGIT, Becton Dickinson) suplementado previamente con BD 

BACTECTM MGITTM 960 supplement kit (Becton Dickinson). Este kit está compuesto por 

una mezcla antibiótica liofilizada (BBLTM MGITTM PANTATM, Becton Dickinson) con los 

siguientes antimicrobianos: polimixina B, anfotericina B, ácido nalidíxico, trimetoprina y 

azlociclina; y con un caldo de enriquecimiento, el OADC (BACTECTM MGIT Growth 

Supplement, Becton Dickinson), que está constituido por la mezcla de albúmina 

bovina, dextrosa, estearato de poliosietileno, catalasa y ácido oleico. Antes de utilizarse 

como suplemento para los tubos MGIT, se reconstituye un tubo del liofilizado de 

PANTA con 15 mL del caldo de OADC. Los tubos de Lowënstein-Jensen se incubaron 

durante un periodo de 42 días en una estufa a 37ºC, procediendo a su lectura una vez 

por semana para comprobar la presencia de crecimiento, y los tubos MGIT se 

incubaron en el sistema automático para el cultivo y antibiograma de micobacterias 

BACTECTM MGITTM 960 System (Becton Dickinson). Este sistema realiza lecturas cada 

hora y detecta cuando hay crecimiento en un tubo por consumo de oxígeno, ya que los 
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tubos MGIT contienen una matriz, que emite fluorescencia cuando no hay o disminuye 

la concentración de oxígeno.  

Las extensiones, tras tinción con auramina, se observaron con el microscopio de 

fluorescencia (Axioskop 2 plus, Carl Zeiss) y se informó su resultado según la 

nomenclatura de los CDC: 1+ (1-9 bacilos por 100 campos), 2+ (1-9 bacilos por cada 

10 campos), 3+ (1-9 bacilos por campo) y 4+ (>9 bacilos por campo). En caso de no 

observar BAAR, se informó como negativo. 

3.3.1.3.- Identificación de las cepas 

Cuando se detectó crecimiento en los medios de cultivo, primero se comprobó la 

ausencia de contaminación bacteriana mediante una extensión y posterior tinción con 

Ziehl Neelsen (Tec-Laim S.A.) y resiembra en agar chocolate PolyVitex (Bio Merieux). 

En el caso de observar BAAR, la identificación de las micobacterias se realizó hasta 

finales del año 2009 con un kit comercial de hibridación de ADN (Accu Probe SYSTEM, 

GEN-PROBER), el cual utiliza una sonda de ADN que hibrida con el ARN ribosomal 

específico de M. tuberculosis complex. A partir de esa fecha, la identificación se realizó 

mediante detección del antígeno MPT 64 (BD MGIT TBc Identification Test, Becton 

Dickinson). Es una prueba de inmunocromatografía que se basa en una reacción de 

anticuerpos monoclonales contra el antígeno MPT64, una de las proteínas secretadas 

por M. tuberculosis complex cuando está en cultivo. 

3.3.1.4.- Diagnóstico mediante Reacción en Cadena de la Polimerasa  

En el Servicio de Microbiología se implantó, desde Junio de 2009, una técnica de 

diagnóstico rápido de TB basada en Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) a 

tiempo real, se trata del ensayo Xpert MTB/RIF, que se realiza con el sistema 

GeneXpert (Cepheid, EEUUy FIND Diagnostics, Suiza). Se trata de un método 

revolucionario puesto que reduce a la mínima expresión la manipulación de la muestra 

y por tanto el riesgo de transmisión cruzada ya que integra en un solo cartucho la 

extracción de ADN, la amplificación genética y la detección por hibridación con sondas 

a tiempo real (molecular beacons). La diana de amplificación que utiliza es la región 

core del gen rpoB, que es la región determinante de la resistencia a  la rifampicina, con 

lo que este sistema permite detectar a la vez ADN de M. tuberculosis complex y la 

detección rápida de mutaciones relacionadas con la resistencia a la rifampicina.  
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Para poder llevar a cabo el ensayo, la muestra del paciente se trata con un reactivo 

(sample reagent), especialmente formulado para inactivar la micobacteria, licuarla y 

estabilizar los componentes. Posteriormente, la mezcla se vortea, se deja reposar 15 

minutos y se vuelve a vortear. De esta mezcla, ya inocua, se introduce un pequeño 

volumen de 2 mL en el cartucho, donde ya hemos dicho que se encuentran todos los 

componentes necesarios para realizar el análisis, y se coloca en el sistema.  El tiempo 

de respuesta que se consigue con el Xpert MTB/RIF es de 2 horas. 

3.3.2.- Estudio de sensibilidad 

Se le realizó el estudio de sensibilidad frente a los cinco fármacos de primera línea 

[isoniazida (H), rifampicina (R), estreptomicina (S), etambutol (E) y pirazinamida (P)] 

al primer aislamiento de cada paciente. Éste se realizó con el sistema BD kit BACTEC 

MGIT 960 SIRE y con BD kit BACTEC MGIT 960 PZA (BD), y se introdujeron en el 

sistema automático para el cultivo y antibiograma de micobacterias BACTECTM MGITTM 

960 System (Becton Dickinson). Se trata de un análisis cualitativo en el que se 

obtienen los resultadoe en unos 4 a 13 días, basado en la comparación de crecimiento 

de la cepa aislada de M. tuberculosis en los tubos que contienen los tuberculostáticos 

con el crecimiento del tubo sin fármaco (control de crecimiento).  Cuando se detectó 

alguna resistencia a cualquiera de los fármacos de primera línea, primero se comprobó, 

y en caso de confirmarse, se envió al Centro Nacional de Microbiología, donde se 

realizó la identificación y el estudio de sensibilidad a fármacos de primera y segunda 

línea. El estudio de sensibilidad se repitió cuando el paciente no evolucionaba 

favorablemente con el esquema de tratamiento inicial y se sospechó fracaso 

terapéutico (Caminero, 2003).  

Cuando se detectó alguna resistencia, y según los datos que constaban en las 

encuestas de cada caso, se clasificó ésta como: resistencia en pacientes sin 

tratamiento previo (antiguamente denominada inicial o primaria), definida como la que 

se presenta desde un inicio debido a que la cepa transmitida era portadora ya de 

mutaciones relacionadas con resistencia antibiótica; y resistencia en pacientes 

previamente tratados (antiguamente denominada secundaria o adquirida), definida 

como la que aparece una vez se ha recibido tratamiento farmacológico durante al 

menos un mes, normalmente debido a una mala administración del mismo 
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(combinación insuficiente de fármacos, tratamiento intermitente no controlado o 

tiempo insuficiente) (Farga & Caminero, 2011). 

3.4.- Mantenimiento de los aislados y recuperación 

3.4.1.- Mantenimiento de los aislados 

Una vez realizado el estudio de sensibilidad, se congelaron las cepas (una por cada 

paciente) a -80º C. Los aislados se suspendieron en 750 µL de solución acuosa de 

glicerol (Guinama, Valencia) al 10% (v/v) (Tison & Carbonelle, 1972) en tubos 

eppendorf  de 0.2 mL (0.2 mL Thermotube, ABgene, Epson, Surrey), con el fin de 

poderlos recuperar cuando se necesitara para cualquier estudio posterior. 

3.4.2.- Recuperación de las cepas 

Para llevar a cabo el estudio de epidemiología molecular, se intentaron recuperar 

las cepas congeladas pertenecientes a los casos de TB con cultivo positivo 

diagnosticados en los años 2010, 2011 y 2012. Con el fin de comprobar la viabilidad de 

los aislados seleccionados, se llevó a cabo su descongelación e inoculación en un tubo 

de medio líquido Middlebrook 7H9 (BBL MGIT, Becton Dickinson), suplementado con 

0.8 mL de OADC (suplemento de crecimiento BACTEC MGIT, Becton Dickinson) y en 2 

tubos de Löwenstein-Jensen (Becton Dickinson), que se incubaron como se ha 

comentado anteriormente en el apartado del cultivo.  

Posteriormente, en caso de no obtener crecimiento en los medios Lowenstein-

Jensen a las 2 semanas, se realizaron subcultivos a partir del MGIT en 2 tubos de 

Löwenstein-Jensen que fueron incubados en estufa de 37ºC y atmósfera convencional 

durante unas 3-4 semanas hasta tener un número de colonias suficientes para realizar 

la extracción de ADN. Una vez crecidas y diferenciadas las colonias, se procedió a 

corroborar la pureza de los cultivos mediante observación macroscópica y microscópica 

con tinción de Ziehl-Neelsen, tras lo cual se prepararon réplicas de los cultivos en 

glicerol (Guinama) al 10% (v/v) que fueron conservadas a -80ºC. 
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3.5.- Tipificación molecular de los aislados  

3.5.1.- Extracción del ADN 

Una vez se obtuvo suficiente crecimiento, la extracción del ADN se llevó a cabo 

mediante un procedimiento de lisis térmica (Allix et al., 2004; Doig et al., 2002 ), para 

lo cual: i) dos asas bacteriológicas bien cargadas con biomasa procedente del cultivo 

en Lowënstein-Jensen se suspendieron en 1 mL de agua estéril en un tubo eppendorf 

de 0.2 mL etiquetado correctamente con la identificación de cada cepa; ii) se 

centrifugó a 13.000 rpm durante 2 minutos (Heraerus Microcentrifuge, Thermo 

Scientific); iii) se eliminó el sobrenadante y se reservó el pellet; iv) el pellet se 

resuspendió con 450 µL de TE pH 8 (10mM Tris-HCl,Merck; 1mM EDTA Sigma-Aldrich 

Co); v) la mezcla se homogeizó con vortex (Heidolph Reax-2000, Comecta S.A) hasta 

conseguir disgregar todo lo posible las colonias; vi) la suspensión fue inactivada  por 

calor a 90º C durante 30 minutos en un bloque térmico (AccublockTM, Labnet); vii) se 

volvió a centrifugar a 13.000 r.p.m durante 5 minutos; y por último viii) se recuperó el 

sobrenadante y se dispensó en otro tubo eppendorf también rotulado correctamente 

con los datos de la cepa. El DNA extraído fue almacenado en un congelador a -20ºC 

hasta su posterior análisis.  

3.5.2.- Análisis de la calidad del ADN 

Para evaluar la calidad del ADN elegimos 20 muestras. Se preparó un gel de 

agarosa al 0.8% P/V (Conda/Pronadisa) en buffer TBE 1X pH 8, (Tris (hidroxymethyl) 

aminomethane, Applichen/Panreac; ácido bórico, Applichem/Panreac; EDTA 0.5 M 

VWR/Prolabo) y con la ayuda de un peine se realizaron 20 pocillos. Se tomó 1 µL de 

ADN con 9 µL de buffer de carga. El tampón de carga se había preparado añadiendo a 

60 mL de TBE 10X pH=8,0, 0.125 ml de azul de bromofenol (Merck), 0.125 mL de 

xilencianol (Applichen) y 30 mL de glicerol (VWR, Prolabo). La electroforesis se realizó 

en una cubeta para 20 muestras (Real Comb 20 Sample MC, Durviz) a 120 voltios 

durante 40 minutos (Fuente de alimentación Real 300V/700MA/150W, Durviz).  

3.5.3.- Amplificación mediante PCR de 15 loci MIRU 

Para caracterizar e identificar genéticamente los aislados clínicos, se utilizó un set 

de 15 loci MIRU-VNTR (4, 26, 40, 10, 16, 31, 424, 577, 2165, 2401, 3690, 4156, 
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2163b, 1955 y 4052) diseñados por Supply (2005). Se realizaron 5 PCR multiplex con 

el fin de analizar 5 grupos de 3 loci simultáneamente siguiendo el protocolo propuesto 

por Supply (2005) con las modificaciones propuestas por Alonso-Rodríguez et al. 

(2009a). Los tamaños de los productos de la PCR se analizaron en un secuenciador de 

DNA automatizado por electroforesis capilar (ABI Prism 3730, Applied Biosystems). 

Cuando no se consiguió obtener un resultado aceptable por secuenciación, se realizó la 

amplificación de cada locus por separado y se analizaron los productos mediante 

electroforesis en geles de agarosa. Este último procedimiento se explicará más 

adelante con detalle. 

 

Tabla 1: Secuencias de los cebadores (primers) de cada uno de los loci MIRUs y longitud de 

cada unidad de repetición. Se indica en cada par el cebador marcado y el 

fluoróforo empleado en el marcaje. 

PCR MULTIPLEX LOCUS ALIAS 
LONGITUD DE LA 

UNIDAD DE 
REPETICIÓN (pb) 

SECUENCIAS DE LOS PARES DE 
CEBADORES 

MIX 1 

580 
MIRU 4/  

ETR-D 
77 

GCGCGAGAGCCCGAACTGC (FAM) 

GCGCAGCAGAAACGCCAGC 

2996 MIRU 26 51 
TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC 

CATAGGCGACCAGGCGAATAG (VIC) 

802 MIRU 40 54 
GGGTTGCTGGATGACAACGTGT (NED) 

GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA 

MIX 2 

960 MIRU 10 55 
GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC 

GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT (FAM) 

1644 MIRU 16 53 
TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA 

CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC (VIC) 

3192 MIRU 31 53 
ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA 

GTGCCGACGTGGTCTTGAT (NED) 

MIX 3 

424 VNTR 42 51 
CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT 

GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC (FAM) 

577 
VNTR 43/ 

ETR C 
58 

CGAGAGTGGCAGTGGCGGTTATCT (VIC) 

AATGACTTGAACGCGCAAATTGTGA 

2165 ETR A 75 
AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT (NED) 

CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT 

MIX 4 

2401 VNTR 47 58 
CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT (FAM) 

ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA 

3690 VNTR 52 58 
CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC (VIC) 

TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG 

4156 
VNTR 53/  

QUB-4156 
59 

TGACCACGGATTGCTCTAGT 

GCCGGCGTCCATGTT (NED) 

MIX 5 

2163b QUB-11b 69 
CGTAAGGGGGATGCGGGAAATAGG 

CGAAGTGAATGGTGGCAT (FAM) 

1955 VNTR 1955 57 
AGATCCCAGTTGTCGTCGTC (VIC) 

CAACATCGCCTGGTTCTGTA 

4052 QUB-26 111 
AACGCTCAGCTGTCGGAT (NED) 

CGGCCGTGCCGGCCAGGTCCTTCCCGAT 
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Para cada PCR multiplex, se marcó un cebador de cada par (forward y reverse) con 

un colorante fluorescente específico. Sin embargo, cuando se realizó el análisis de los 

productos de la PCR usando electroforesis en gel de agarosa, se utilizaron los mismos 

oligonucleótidos no marcados (IDT, Integrated DNA Technologies). 

En la Tabla 1 se muestra la designación de cada locus, la longitud de cada 

repetición y la secuencia de los cebadores utilizados para la PCR. Éstos se utilizaron a 

una concentración de 10 µM, excepto los del locus 53 que fue de 20 µM. 

3.5.3.1.- Amplificación mediante PCR multiplex 

La reacción de amplificación se realizó en una placa para PCR de 96 pocillos de 

media faldilla (Cultek), que se identificó correctamente con la fecha, indicándose la 

posición de cada muestra y de cada una de las 5 reacciones de PCR multiplex (Mix1, 

Mix2, Mix3, Mix4, Mix5). En cada placa de reacción se incluyó un control positivo 

(H37Ra) y uno negativo (agua ultrapura, MilliQ) (Figura 11).  

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

 
A 

M 1 
MIX1 

M 2 
MIX1 

M 3 
MIX1 

M 4 
MIX1 

M 5 
MIX1 

M 6 
MIX1 

M 7 
MIX1 

M 8 
MIX1 

M 9 
MIX1 

M 10 
MIX1 

C- 
MIX1 

H37Ra 
MIX1 

 
B 

M 1 
MIX2 

M 2 
MIX2  

M 3 
MIX2 

M 4 
MIX2 

M 5 
MIX2 

M 6 
MIX2 

M 7 
MIX2 

M 8 
MIX2 

M 9 
MIX2 

M 10 
MIX2 

C- 
MIX2 

H37Ra 
MIX2 

 
C 

M 1 
MIX3 

M 2 
MIX3 

M 3 
MIX3 

M 4 
MIX3 

M 5 
MIX3 

M 6 
MIX3 

M 7 
MIX3 

M 8 
MIX3 

M 9 
MIX3 

M 10 
MIX3 

C- 
MIX3 

H37Ra 
MIX3 

 
D 

M 1 
MIX4 

M 2 
MIX4 

M 3 
MIX4 

M 4 
MIX4 

M 5 
MIX4 

M 6 
MIX4 

M 7 
MIX4 

M 8 
MIX4 

M 9 
MIX4 

M 10 
MIX4 

C- 
MIX4 

H37Ra 
MIX4 

 
E 

M 1 
MIX5 

M 2 
MIX5 

M 3 
MIX5 

M 4 
MIX5 

M 5 
MIX5 

M 6 
MIX5 

M 7 
MIX5 

M 8 
MIX5 

M 9 
MIX5 

M 10 
MIX5 

C- 
MIX5 

H37Ra 
MIX5 

 
F * * * * * * * * * * * * 

 
G * * * * * * * * * * * * 

 
H * * * * * * * * * * * * 

FECHA REACCION PCR 

Figura 11: Modelo de placa para la PCR multiplex. 

 

El volumen final de cada reacción fue de 50 µL, siendo 45 µL de mastermix  y 5 µL 

de muestra con el DNA problema. El kit comercial utilizado fue QIAGEN Multiplex PCR 
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Kit (1000) (Qiagen) que contiene: i) la QIAGEN Multiplex PCR Master Mix (compuesta 

por la HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen), los dNTPs, el tampón (Multiplex PCR 

buffer) y MgCl2 25mM), ii) la solución Q y iii) agua ultrapura (RNase-Free Water).  

Los volúmenes de los reactivos (en µL) utilizados para realizar las PCR multiplex 

son los que se indican en la Tabla 2. 

 

REACTIVOS MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4 MIX 5 

 4 26 40 10 16 31 42 43 ETRA 47 52 53 
Qub11b 

(2163b) 

1955 Qub26 

Primer -1 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 2 1,25 1,25 1,25 

Primer -2 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 2 1,25 1,25 1,25 

Qi PCR mMIX 

 

25 

     

25 

  

25 

  

25 

 

Q solution 

 

5 

     

5 

  

5 

  

5 

 

H2O ultrapura 

 

7,5 

     

7,5 

  

6 

  

7,5 

 

 Tabla 2: Tabla de reactivos PCR multiplex 15 MIRU-VNTR. 

 

Una vez realizadas las diluciones en cada pocillo con la mastermix y la muestra, 

antes de introducir la placa en el termociclador, se selló con film de aluminio para 

placas de 96 pocillos (Corning, VWR) que también se identificó correctamente. 

Para llevar a cabo la reacción de amplificación, se definieron en el termociclador 

(Mastercycler® Pro, Eppendorf) las condiciones de PCR esquematizadas en la Tabla 3. 

 

CICLOS TEMPERATURAS TIEMPO 

1X 95º C 15 minutos 

20X  

94º C 1 minuto 

59º C 1 minuto 

72º C 1:30 minuto 

1X 72º C 10 minutos 

1X 8 º C Indefinido 

Tabla 3: Condiciones de temperatura, nº de ciclos y tiempo para la reacción de PCR multiplex. 
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En caso de no realizarse seguidamente el análisis por secuenciación de los 

productos de la amplificación, la placa se almacenó a -20ºC hasta su uso.  

3.5.3.2.- Amplificación mediante PCR individuales 

Como ya se ha comentado, cuando la tipificación del aislado o el número de 

repeticiones de algún MIRU no se pudo conseguir con PCR multiplex y posterior 

secuenciación por electroforesis capilar, está se obtuvo mediante PCR de cada locus 

MIRU y posterior análisis de los productos mediante electroforesis en gel de agarosa. 

Se utilizó una placa de 96 pocillos, que se identificó correctamente con la fecha y los 

números de muestra. Se incluyó un control positivo H37Ra y un control negativo (agua 

ultrapura milliQ). El volumen final de cada reacción fue de 50 µL, siendo 45 µL de 

mastermix (44,8 µL del MIX indicado en la tabla+ 0,2 µL de Taq HotStart Qiagen) y 5 

µL de muestra con el DNA problema. El kit comercial utilizado fue HotStarTaq® DNA 

Polymerase (Qiagen) KIT que contiene: i) la HotStarTaq DNA Polymerase 5Units/µL 

(Qiagen); ii) el tampón (PCR buffer 10X); iii) MgCl2 25mM); iv) la solución Q  5X; y v) 

agua ultrapura (milliQ). Y por otra parte se utilizaron los dNTPs a una concentración de 

5mM (Promega). Los volúmenes de los reactivos (en µL), stocks con cantidades 

calculadas para 20 muestras, son los que se indican en la Tabla 4. 

 

REACTIVOS 
MIX 

4 26 40 10 16 31 42 43 ETRA 47 52 53 Qub11b 
(2163b) 

1955 Qub26 
(4052) 

Primer -1 

(100 µM) 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  

Primer -2 

(100 µM) 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1  

BUFFER 
(10X) 

100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

MgCl2 25mM 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 

dNTPs 5mM 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 

Q 5x 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 

AGUA 
ultrapura 

526 526 526 526 526 526 526 526 526 526 526 526 526 526 526 

          Tabla 4: Reactivos para PCR simple, con cantidades calculadas para 20 muestras. 
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Las condiciones de PCR definidas en el termociclador (Mastercycler® pro, 

Eppendorf) para la PCR individual fueron las indicadas en la Tabla 5. 

 

CICLOS TEMPERATURAS TIEMPO 

1X 95º C 15 minutos 

35X  

94º C 1 minuto 

59º C 1 minuto 

72º C 1:30 minuto 

1X 72º C 10 minutos 
1X 8 ºC Indefinido 

Tabla 5: Condiciones de temperatura, nº de ciclos y tiempo para la reacción de PCR individual 

para posterior análisis con gel de agarosa. 

 

Habida cuenta de que no se obtuvo resultados para el MIRU 4156, ni utilizando la 

electroforesis capilar ni con electroforesis en gel de agarosa, con los cebadores 

definidos en las tablas correspondientes, se revisó la bibliografía y se constató la 

existencia de problemas para la obtención de los resultados para ese MIRU (de Beer et 

al., 2012, 2014). Así que, se decidió utilizar la pareja de cebadores siguientes, de la 

misma marca comercial que los anteriores descritos (IDT, Integrated DNA 

Technologies).   

 

4156-F GAT GTG CGG TAC GTG ATC 

4156-R TGA CCA CGG ATT GCT CTA GTC 

3.5.3.3.- Medición del producto amplificado tras PCR multiplex 

Una vez finalizada la reacción de PCR, se midió el DNA obtenido tras amplificación 

con el fluorímetro portátil (QuantiFluorTM Single Tube, Promega), utilizando el kit 

PicoGreen (Invitrogen-Molecular Probes), de la siguiente manera (medimos sólo la 

concentración de DNA de la primera fila de la placa de 96 pocillos, asumiendo que en 

el resto de reacciones se obtuvieron concentraciones similares): i) se realizó una 

dilución en un tubo eppendorf de 1 µL de la muestra de la placa de PCR en 24 µL de 

TE 1X (10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH7.5); ii) en un tubo eppendorf se preparó la 
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cantidad necesaria de PicoGreen, diluido a 1:200 en TE 1X,  para medir el DNA de 12 

muestras como indica el kit; iii) se añadió a la muestra diluida unos 25 µL de fluoróforo 

diluido y se incubó a temperatura ambiente y a la oscuridad durante 3 minutos y; iv) 

transcurrido ese tiempo se procedió a medir en el fluorímetro con la ayuda de unos 

tubos capilares (Minicell Adapter Cuvettes, Promega).  

Una vez obtuvimos la concentración de DNA de las 12 muestras, realizamos una 

media de todas ellas, siempre y cuando fueran similares. Si por el contrario había 

alguna muestra cuya concentración de DNA era muy diferente, se ajustaba por 

separado. La concentración media obtenida se ajustó con agua ultrapura (MilliQ) a 2,5 

ng/µL en volumen final de 10 µL. Esta dilución se realizó en una placa de 96 pocillos 

rotulada correctamente como “PLACA DILUCIÓN POST-PCR (FECHA)”. 

3.5.4.- Secuenciación mediante electroforesis capilar 

3.5.4.1.- Preparación de la placa para el secuenciador 

Preparamos un mix con 9 µL de formamida (Applied Biosystem) y 0,3 µL de 

GeneScanTM-1200 Liz ® Size Standar (Applied Biosystem) por cada muestra. De este 

mix, dispensamos 9 µL en otra placa de 96 pocillos de media faldilla (Cultek) adaptada 

para el secuenciador de DNA automatizado por electroforesis capilar  (ABI Prism 3730, 

Applied Biosystem). Seguidamente, se dispensó 1 µL de muestra de la “PLACA 

DILUCIÓN POST-PCR” con la ayuda de una pipeta multicanal. En los pocillos donde no 

había muestra, se dispensaron 10 µL de agua. 

La sellamos con un film de aluminio para placa de 96 pocillos (Corning, VWR)  y se 

centrifugó con el fin de que la muestra y el mix formamida-liz se mezclaran y se 

dispusieran en el fondo de cada pocillo. La placa se almacenó a -20º C hasta que se 

secuenció. Como se recomienda en el protocolo, una vez realizada la mezcla 

formamida-liz-DNA no se almacenó más de una semana.  

La placa se envió a la Sección de Genómica del Servicio Central de Soporte a la 

Investigación Experimental (Universitat de València). Para ello, se rellenó previamente 

una plantilla (véase modelo en el anexo 2) indicando la posición de cada muestra en la 

placa e identificamos la placa de la siguiente manera: primero el año, luego el mes y 

luego el día _TB. Así pues, la placa del día 26 de junio del 2014, se llamaría 

140626_TB. 
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La secuenciación fue llevada a cabo mediante electroforesis capilar con un 

secuenciador automático de DNA ABI Prism 3730, Applied Biosystems. 

3.5.4.2.- Análisis de los productos obtenidos  

Los cromatogramas obtenidos para cada locus MIRU fueron analizados con el 

programa GeneMapper v 4.0. (Applied Biosystems) para asignar el tamaño de los 

alelos. Este programa realiza la identificación de los fragmentos de interés y el cálculo 

de su tamaño en nucleótidos, así como la altura y el área de los picos. Además 

identifica los alelos correspondientes a estos picos, mostrándonos la información de 

forma gráfica. 

Una vez obtenidos los tamaños de los alelos del locus MIRU analizado, éstos fueron 

convertidos a un código numérico. Esta conversión está disponible en el manual 

“Multilocus Variable Numbers of Tandem Repeat typing of Mycobacterium tuberculosis 

complex isolates” (de Beer & van Soolingen, 2012) (véase anexo 3). 

3.5.5.- Electroforesis en gel de agarosa 

Después de la amplificación mediante PCR simple para un locus MIRU de un 

determinado número de muestras, se procedió a su análisis mediante electroforesis en 

gel de agarosa.  

Para poder llevarla a cabo, se preparó un gel de agarosa al 2% P/V 

(Conda/Pronadisa), en buffer TBE 1X pH=8,0 ((Tris (hidroxymethyl) aminomethane, 

Applichen/Panreac; ácido bórico, Applichem/Panreac; EDTA 0.5 M VWR/Prolabo). Se 

pesaron 2,4 g de agarosa y se diluyeron en 120 mL de TBE 1X; se calentó hasta 

ebullición, con el fin de disolver totalmente la agarosa; se dejó enfriar ligeramente y se 

añadieron 4 µL de Gel RedTM (Biotium)  para poder visualizar correctamente los 

tamaños de las bandas de ADN. Se vertió en la cubeta en la que se había colocado un 

peine para dar lugar a 20 pocillos. Una vez se hubo solidificado el gel de agarosa, se 

retiró el peine y se colocó en la cubeta de electroforesis (Real Comb 20 sample, Durviz) 

que previamente se había llenado con tampón TBE 1X para que cubriera todo el gel. 

Con el fin de poder medir el DNA, se dispensó, con la ayuda de una micropipeta en el 

primer y en el último pocillo, 3 µL de un marcador de peso molecular (PM) de 100 pb 

(DNA Ladder Mix, GeneRuler, Thermo Scientific); y en el resto de pocillos, la mezcla de 

2 µL de tampón de carga y 4 µL de muestra (de esta mezcla sólo se dispensó en cada 



Material y Métodos   

58 

 

pocillo 5 µL). El tampón de carga se había preparado añadiendo a 60 mL de TBE 10X 

pH=8,0, 0.125 mL de azul de bromofenol (Merck), 0.125 mL de xilencianol (Applichen) 

y 30 mL de glicerol (VWR, Prolabo).  Una vez se dispensó todas las muestras, se tapó 

la cubeta y se puso en marcha la electroforesis seleccionando una corriente eléctrica 

de 110 Voltios durante 2 horas (Fuente de alimentación Real 300V/700MA/150W, 

Durviz).  

3.5.5.1.- Análisis de los tamaños obtenidos  

Tras finalizar ese tiempo de migración, y con la finalidad de visualizar los tamaños 

de los amplicones, los geles fueron depositados en un transiluminador de luz 

ultravioleta (Vilber Lourmat) y las imágenes fueron fotografiadas mediante un sistema 

de captación de imágenes (DC290 Zoom Digital Camera, Eastman Kodak Company) 

que permitía visualizarlas en un monitor (Rainbow CCTV RMB92), en donde se podía 

guardar en una tarjeta de memoria para posteriormente analizarlas con detalle. Para 

determinar el número de repeticiones en tándem de cada locus MIRU, o lo que es lo 

mismo el PM de los productos de PCR evidenciados en cada gel de electroforesis, se 

comparó la altura de la banda obtenida con el marcador de PM. Primero, se analizó la 

cepa control H37Ra y se comprobó que los tamaños de los fragmentos eran los 

esperados para ésta. Al igual que se hizo con la electroforesis capilar, el tamaño de 

cada MIRU-locus se convirtió a un número (número de repeticiones) basándonos en el 

Manual “Multilocus Variable Numbers of Tandem Repeats Typing of M. tuberculosis 

complex isolates” donde se encuentra descrita la correspondencia entre el PM y el 

número de repeticiones de cada locus (de Beer & van Soolingen, 2012). 

El número de repeticiones esperadas para cada locus MIRU-VNTR de la cepa 

control H37Rv/H37Ra se muestra en la Tabla 6 y su código MIRU de 15 dígitos sería: 

243132253233552. 
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Tabla 6: Nº de repeticiones esperadas de la cepa control H37Ra para cada loci MIRU-VNTR. 
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3.5.6.- Análisis de los genotipos obtenidos 

3.4.6.1.- Genotipos 

Una vez calculado el número de repeticiones de cada locus MIRU-VNTR, bien tras 

electroforesis capilar o bien por electroforesis en gel de agarosa, los resultados 

obtenidos, es decir el código numérico de cada cepa, se recogió en una base de datos 

elaborada en hojas de cálculo de Excel 2010. El código numérico de cada uno de los 

genotipos fue analizado usando el portal de internet MIRU-VNTR plus.  

http://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces 

Con la finalidad de conocer el número de clusters (genotipos idénticos) y de 

patrones únicos de transmisión (genotipos únicos) se utilizó una herramienta de la web 

que se denomina árbol de mínima expansión. Este árbol muestra la relación entre los 

genotipos de M. tuberculosis; la longitud de las ramas indica la cantidad de alelos 

diferentes; y los círculos representan el número de aislados agrupados o no. 

Dependiendo del tamaño y de la intensidad del color de cada círculo, éstos incluirán 

más o menos aislados. Cuanto mayor sea el círculo, y más intenso el color de éste, 

más cepas estarán incluidas en el cluster.  

Como se ha comentado con anterioridad, se consideran genotipos únicos aquellos 

que están representados por un solo aislado y los clusters se definen como dos o más 

aislados de diferentes pacientes que presentan el mismo genotipo. Los cluster se 

consideran resultado de una transmisión reciente, mientras que los genotipos únicos 

pertenecen a reactivaciones de infecciones de TB latentes (Small et al., 1994).  

3.4.6.2.- Tasa de transmisión 

La tasa de transmisión se calculó a partir del número de aislados en cluster, menos 

el número de clusters y todo ello dividido entre el número total de aislados (Small et 

al., 1994; Nabyonga et al., 2011).   

3.4.6.3.- Poder de discriminación de la técnica 

El poder discriminatorio de un método de tipificación es su capacidad para 

distinguir entre cepas no relacionadas genéticamente entre sí (Hunter & Gaston, 

1988). Para su cálculo, se aplicó el índice de diversidad de Hunter-Gaston (D ó HGDI) 

para cada locus MIRU-VNTR (Hunter & Gaston, 1988; Dillon et al., 1993).  

http://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index.faces
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El índice viene dado por la siguiente ecuación: 

 

Donde “N” es el número total de cepas en el estudio; “s” es el número total de 

clusters obtenidos;  y “nj” es el número de aislados por cluster. El HGDI ó D varía entre 

0.00 y 1.00; de manera que un valor de 0.00 indica que todos los aislados son 

indistinguibles, y un valor de 1.00 indicaría que todos los aislados en la muestra se 

diferencian. 

Los loci que presentaron un valor de HGDI > 0,6 se clasificaron como altamente 

discriminantes.  Los que presentaron valores entre ≥ 0,3 y ≤ 0,6 como de moderado 

poder de discriminación y finalmente, los de valores < 0,3 se clasificaron como de bajo 

poder de discriminación (Sola et al., 2003). 
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4.1.- Resultados obtenidos a partir de las fuentes de información 

Las tasas de incidencia de TB registradas en la provincia de Castellón fueron 18 por 

105 habitantes en 2008; 15,3 por 105 en 2009; 12,8 por 105 en 2010; 10,3 por 105 en 

2011; y de 9,6 por 105 en 2012 (Conselleria de Sanitat, Generalitat Valenciana, 2009, 

2010, 2011, 2012 y 2013).  

En los tres Departamentos de Salud de la provincia analizados se declararon 387 

casos de TB: 101 casos en el año 2008;  91 en 2009; 76 en el 2010; 61 en el 2011; y 

58 casos en el año 2012.  

El número de casos y las tasas de incidencia por Departamento de Salud y por año, 

se distribuyeron tal y como se recoge en la Tabla 7.  

 

 
2008 2009 2010 2011 2012 Total 

Nº Tasa Nº Tasa Nº Tasa Nº Tasa Nº Tasa Nº Tasa 

Vinaroz 17 20,4 17 19,7 10 11,1 9 9,9 14 15,4 67 15,3 

La Plana 30 17,1 18 10,0 26 14,0 32 10,7 18 10,1 124 12,4 

Castellón 54 20,1 56 20,5 40 14,1 20 11,1 26 9,0 196 14,9 

Tabla 7: Distribución de casos de TB y tasas por 105 habitantes por Departamento de 
Salud de la provincia de Castellón y por año. 

 

Durante este periodo se diagnosticaron 320 pacientes con cultivo positivo que 

representaban el 82,7% de los casos declarados. En el año 2008 se diagnosticaron 74 

casos, 83 en el 2009, 66 en 2010, 56 en 2011 y 41 en el año 2012. El 43,7% de los 

pacientes eran extranjeros (140/320) y la mayoría procedía de Rumanía (57,4%, 

80/140), Marruecos (21,4%, 30/140) y Colombia (3,6%, 5/140).  

En la Tabla 8 se describe la distribución de los casos por año de estudio, 

diferenciando nacionales de extranjeros. Durante los 5 años analizados, se puede 

constatar cómo ha ido disminuyendo el número total de casos de TB a partir del año 

2009, tanto en españoles (46 casos en 2009 y 23 en 2012) , como en extranjeros (37 

casos en 2009 y 18 en 2012). 
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AÑO Nº CASOS ESPAÑOLES % EXTRANJEROS % 

2008 74 44 59,5 30 40,5 

2009 83 46 55,4 37 44,6 

2010 66 32 48,5 34 51,5 

2011 56 35 62,5 21 37,5 

2012 41 23 56,1 18 43,9 

TOTAL 320 180 56,3 140 43,7 

Tabla 8: Distribución de casos españoles y extranjeros por año del estudio en la provincia de 
Castellón. 

 

En la Tabla 9 se detalla la distribución del origen de los extranjeros por año de 

estudio, englobando en el norte de África los casos procedentes de Marruecos y de 

Argelia. En los del Centro y Sudamérica, se incluye los casos de Perú, Colombia, Brasil 

y Ecuador, mientras que en “otras nacionalidades” se incluye los nacidos en Ucrania, 

Italia, Alemania, Pakistán y China. 

 

AÑO RUMANÍA % 
NORTE 

AFRICA 
% 

CENTRO Y 

SUR AMERICA 
% OTRAS % 

2008 19 63 6 20 2 6,7 3 10 

2009 22 59,4 12 32,4 2 5,4 1 2,7 

2010 16 47,1 9 26,5 5 14,7 4 11,8 

2011 13 61,9 5 23,8 1 4,8 2 9,5 

2012 10 55,5 3 16,7 4 22,2 1 5,6 

TOTAL 80 57,1 35 25,1 14 10 11 7,9 

Tabla 9: Distribución de casos extranjeros por origen y por año de estudio en la provincia de 

Castellón. 

 

En cuanto a la distribución por sexo, cabe decir que fue más frecuente en hombres, 

representando el 65% (208/320) de casos, que en las mujeres que fue de un 35%, 

(112/320), siendo la razón hombre/mujer de 1,9. Si se analiza año a año, se observa 
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como predomina siempre el sexo masculino: 70,3% en el año 2008; 69,9% en el 2009; 

53% en el 2010; 67,9% en el 2011; y de un 61% en el 2012.  

La edad media de los pacientes fue de 32,4 años (rango etario: 0-91). Un 4,6% 

(15/320) eran menores de 14 años; un 60,6% (194/320) tenían entre 15 y 44 años; un 

22,5% (72/320) entre 45 y 64 años; y, el 12,2 % (39/320) eran mayores de 65 años. 

La distribución por sexo, edad y año del estudio se recoge en la Tabla 10. 

 

AÑO 

SEXO (N/%) EDAD (N/%) AÑOS 

H M 0-4 5-14 15-24 25-34 35-44 45-54 55-64 65-74 >75 

2008 52 
(70,3) 

22 
(29,7) 

4 
(5,4) 

1 
(1,3) 

7 
(9,6) 

14 
(18,9) 

27 
(36,5) 

12 
(16,2) 

2 
(2,7) 

3 
(4,1) 

4 
(5,4) 

2009 58 
(69,9) 

25 
(30,1) 

4 
(4,8) 

0 
11 

(13,2) 
16 

(19,3) 
22 

(26,5) 
16 

(19,3) 
2 

(2,4) 
7 

(8,4) 
5 

 (6) 

2010 35 
(53) 

31 
(47) 

2 
(3) 

0 
13 

(19,7) 
16 

(24,2) 
13 

(19,7) 
10 

(15,1) 
6 

(9,1) 
3 

(4,5) 
3 

(4,5) 

2011 38 
(67,9) 

18 
(32,1) 

0 
1 

(1,8) 
4 

(7,1) 
14 

(25) 
13 

(23,2) 
13 

(23,2) 
3 

(5,4) 
3 

(5,4) 
5 

(8,9) 

2012 25 
(61) 

16 
(39) 

2 
(4,9) 

1 
(2,4) 

2 
(4,9) 

13 
(31,7) 

9 
(21,9) 

5 
(12,2) 

3 
(7,3) 

3 
(7,3) 

3 
(7,3) 

TOTAL 208 
(65) 

112 
(35) 

12 
(3,7) 

3 
(0.9) 

37 
(11,6) 

73 
(22,8) 

84 
(26,2) 

56 
(17,5) 

16 
(5) 

19 
(5,9) 

20 
(6,2) 

Tabla 10: Distribución de número de casos y porcentaje de TB por sexo, grupo de edad y por 

año de estudio en la provincia de Castellón. 

  

En relación a los pacientes que habían recibido tratamiento, el 93,8% (300/320) de 

los pacientes eran casos no tratados previamente. 

En relación a los factores de riesgo (FR) para el desarrollo de enfermedad 

tuberculosa, el 36,6% (117/320) de los casos presentaba al menos uno: alcoholismo, 

tabaquismo, diabetes, neoplasia, usuarios de drogas por vía parenteral (UDVP) o 

infección por VIH. El FR más frecuente fue el alcoholismo, solo o asociado a otros, con 

un 17,2% (55/320), seguido de la infección por el VIH 7,8% (25/320), bien como 

única predisposición o junto con otra. El tabaquismo, se recogió en el 7,2% (23/320) 

de los casos y la diabetes en el 5% (16/320). Un 6,6% (21/320) de los pacientes 

presentaron dos FR, destacando la combinación VIH+UDVP con 6 (1,9%) casos; y en 5 

(1,6%) pacientes coincidían hasta 3 FR a la vez (VIH+Alcoholismo+UDVP) (Tabla 11). 
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2008 11 19 2 1 0 3 0 2 0 1 2 2 1 
44 

(59,5) 

2009 14 2 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 
20 

(24,1) 

2010 9 2 1 0 1 3 0 0 0 0 1 0 2 
19 

(28,8) 

2011 1 0 5 2 1 1 3 2 1 0 3 0 1 
21 

(37,5) 

2012 4 0 3 1 0 2 1 0 0 1 0 0 1 
13 

(31,7) 

TOTAL 

% 

39 
(12,2) 

23 
(7,2) 

12 
(3,7) 

5 
(1,6) 

2 
(0,6) 

10 
(3,1) 

5 
(1,6) 

4 
(1,2) 

1 
(0,3) 

2 
(0.6) 

6 
(1,9) 

2 
(0.6) 

5 
(1,6) 

117 
(36,6) 

Tabla 11: Distribución de casos con factores de riesgo de TB por año de estudio. 

 

El 45,6% (146/320) eran población de riesgo: indigentes, inmigrantes (extranjeros 

con estancia inferior a 5 años), personal sanitario, presos, ancianos institucionalizados, 

o colectividades. En este grupo de población, la TB se dio con mayor frecuencia en 

inmigrantes 17,5% (56/320), seguido de indigentes con un 15% (48/320). Los presos 

sólo representaron el 5,3% del total (17/320) (Tabla 12). 
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2008 7 20 0 4 2 3 
36 

(48,6) 

2009 10 20 0 1 1 3 
35 

(42,2) 

2010 16 11 2 5 1 3 
38 

(57,6) 

2011 11 4 1 3 1 3 
23 

(41,1) 

2012 4 1 1 4 1 3 
14 

(34,1) 

TOTAL 48 
(15) 

56 
(17,5) 

4 
(1,25) 

17 
(5,3) 

6 
(1,8) 

15 
(4,7) 

146 
(45,6) 

                     Tabla 12: Distribución de la población de riesgo por año de estudio. 
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El número de pacientes hospitalizados fue de 215 (67,2%): 52 (70,3%) en el año 

2008; 55 (66,3%) en el 2009; 45 (68,2%) en el 2010; 37 (66,1%) en el 2011; y, por 

último, 26 (63,4%) en el año 2012. 

En cuanto a las formas clínicas, el 87,2% (279/320) presentaba TB pulmonar y el 

12,8% (41/320) extrapulmonar (EP). La forma clínica predominante dentro de las TB 

EP fue la ganglionar, con un 5,9% (19/320), seguida de la pleural y la genitourinaria, 

ambas con un 2,5% (8/320). Hubo un bajo porcentaje de TB osteoarticular (0.9%, 

3/320) y de TB miliar (0,6%, 2/320), y tan sólo se diagnosticó un caso de TB intestinal 

y otro peritoneal. No se diagnosticó ningún caso de meningitis tuberculosa. 

Si analizamos las características de los pacientes con TB EP, observamos que un 

51,2% eran mujeres y que es muy poco frecuente en población infantil (un caso). El 

53,6% de los casos se englobó dentro del grupo de edad de entre los 25 y 54 años, 

mientras que el 26,8% eran mayores de 65 años. El 51,2% eran de nacionalidad 

española; el 29,3% marroquí; el 9,7% rumana; y el resto de otras nacionalidades. 

A partir del ECC, se sospecharon 7 posibles agrupaciones: cada brote estaba 

formado por 2 miembros.  

 

Nº 

BROTE 
ÁMBITO RELACIÓN SEXO 

EDAD 

(años) 
NACIONALIDAD 

Nº 

CEPA 

AÑO 

AISLAMIENTO 

870 Familiar Hermanos 
V 16 PERUANA 50 2010 

M 15 PERUANA 11 2010 

885 Familiar Madre e hija 
M 25 RUMANA 13 2010 

M 0 ESPAÑOLA 15 2010 

1027 Familiar Matrimonio 
V 53 MARROQUÍ 62 2010 

M 43 MARROQUÍ 18 2011 

1079 Familiar Hermanos 
V 40 ESPAÑOLA 26 2011 

V 32 ESPAÑOLA 32 2010 

1180 Comunitario Amigos 
M 26 BRASILEÑA 1 2012 

M 4 COLOMBIANA 4 2012 

1274 Familiar Amplio círculo 
V 41 RUMANA 15 2012 

M 1 RUMANA 30 2012 

1294 Familiar Padre e hija 
M 32 ESPAÑOLA 13 2012 

V 66 ESPAÑOLA 31 2012 

   Tabla 13: Características de los brotes obtenidos tras el ECC y datos relevantes de los casos.  
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Todos ellos se dieron dentro del ámbito familiar, excepto uno en el que la relación 

era de amigos. De los 14 casos agrupados, 5 eran españoles y 9 extranjeros. Uno de 

los brotes se consideró de agrupación mixta, al estar formado por una madre de 

nacionalidad rumana y su hija de 6 meses nacida en España. En la Tabla 13 se 

muestran las características de los brotes definidos por el ECC y de los casos que los 

forman. 

4.2.- Resultados sobre el diagnóstico microbiológico 

4.2.1.- Resultado de la baciloscopia 

De los 320 casos diagnosticados con cultivo positivo en la provincia de Castellón, el 

resultado de la baciloscopia fue positivo en el 60,6% (194/320) de los pacientes. Si lo 

analizamos según la forma clínica, observamos que ésta fue mayoritariamente positiva 

en las formas pulmonares, siendo un 66,3% (185/279), mientras que en las 

extrapulmonares lo fue en un 17,1% (7/41). La distribución del resultado de la 

baciloscopia, según la forma clínica y año de estudio, se puede observar en la Tabla 

14. 
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2008 47 63,5 45 70,3 2 20 

2009 50 60,2 50 65,8 0 0 

2010 34 51,5 31 57,4 3 25 

2011 34 60,7 32 68,1 2 22,2 

2012 27 65,8 27 71,1 0 0 

TOTAL 194 60,6 185 66,3 7 17,1 

Tabla 14: Distribución del resultado de la baciloscopia según forma clínica y por año de 

estudio. 
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4.2.2.- Resultado de la PCR 

Desde la implantación de la técnica de PCR en nuestro laboratorio, en junio del 

2009, se realizó ésta a 69 pacientes (69/320). Se analizaron 60 muestras respiratorias 

(60/279) resultando 54 positivas, y 9 muestras extrapulmonares (9/41), siendo 

positivas 6. 

4.3.- Resultados del estudio de sensibilidad  

El estudio de sensibilidad frente a los fármacos de primera línea se realizó a las 320 

cepas aisladas. Se detectó M. tuberculosis resistente a cualquier fármaco (DR-TB) en el 

13,5% (41/320) de los aislados. Todas las DR-TB fueron casos que no habían sido 

tratados previamente (inicial o primaria).  

En el año 2008 hubo un 5,4% (4/74) de cepas resistentes; un 10,8% (9/83) en el 

año 2009; 18,2% (12/66) en el 2010; 16,1% (9/56) en el 2011; y finalmente 17,1% 

(7/41) en el 2012.  

En los 5 años analizados, la resistencia global a isoniazida (H) fue de un 8,1% 

(26/320), siendo en un 50% (13/26) en población extranjera. En el año 2008 hubo un 

4% (3/74) de cepas resistentes a H; en el 2009 fue de un 7,2% (6/83); en el 2010 del 

16,7% (11/66); en el 2011 del 7,1% (4/56); y en el 2012 de un 4,9% (2/41).  

La combinación de resistencia a H y a estreptomicina (S) se observó en 11 (3,4%) 

casos. No se detectó ninguna cepa extremadamente resistente (TB-XDR), ni ninguna 

con resistencia aislada a etambutol (E).  

Del total de las cepas resistentes, el 51,2% (21/41) presentó resistencia a un solo 

fármaco; el 31,7% (13/41) a 2 fármacos; y el 17,1% (7/41) a más de 2 fármacos. 

Cabe destacar que en el año 2008, 2009, 2010, 2012 se aislaron 1 (1,3%), 3 (3,6%), 2 

(3%) y 1 (2,4%) cepas multirresistentes (TB-MR) respectivamente, lo que resultó el 

2,2% (7/320) del total, presentando 6 de estas cepas resistencia a los 5 fármacos de 

primera línea (1,9%).  

La distribución de las resistencias a los fármacos antituberculosos de primera línea 

y por año de estudio está indicada de forma detallada en la Tabla 15. 
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(5,4) 1 1 0 0 1 0 1 0 
3 

(4) 

2009 
9 

(10,8) 2 3 0 0 1 1 2 0 
6  

(7,2) 

2010 
12 

(18,2) 2 0 1 0 7 0 2 0 
11 

(16,7) 

2011 
9 

(16,1) 2 1 1 2 2 0 0 1 
4 

(7,1) 

2012 
7 

(17,1) 1 3 0 1 0 0 1 1 
2 

(4,9) 

TOTALES 
(%) 

41 
(13,5) 
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8 
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2 
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11 
(3,4) 

 

1 
(0,3) 

 

6 
(1,9) 

 

2 
(0,6) 

 

26 
(8,1) 

 

    Tabla 15: Distribución de resistencias a los fármacos antituberculosos de primera línea y  

por año de estudio. 

 

El porcentaje de resistencia en la población española fue del 10,6% (19/180) y en 

extranjeros del 15,7% (22/140). La distribución de las resistencias por año de estudio 

y nacionalidad fue del 4,5% en españoles vs 6,7% en extranjeros durante el año 2008; 

del 10,9% vs 10,8% en el 2009; 12,5% vs 23,5% en 2010; 14,1% vs 14,3% en el 

2011; y del 8,7% vs 27,8% en el año 2012 (Tabla 16). 

 

AÑO 
ESPAÑOLES  

% (n/N) 

EXTRANJEROS 

% (n/N) 

TOTAL 

 % (n/N) 

2008  4,5 (2/44) 6,7 (2/30) 5,4 (4/74) 

2009 10,9 (5/46) 10,8 (4/37) 10,8 (9/83) 

2010 12,5 (4/32) 23,5 (8/34) 18,2 (12/66) 

2011 14,1 (6/35) 14,3 (3/21) 16,1 (9/56) 

2012 8,7 (2/23) 27,8 (5/18) 17,1 (7/41) 

TOTAL  10,6 (19/180)  15,7 (22/140) 13,5 (41/320) 

Tabla 16: Porcentajes de casos resistentes por año y nacionalidad. 



  Resultados 

71 

 

Del total de las DR-TB, un 53,7% (22/41) fue en extranjeros y un 46,3% (19/41) 

en españoles. De los extranjeros con DR-TB, 6 (14,6%) eran marroquíes; 6 (14,6%) 

procedían de Centro y Sudámerica; 5 (12,2%) eran rumanos; y 5 (12,2%) de otras 

nacionalidades.   

4.4.- Resultados del polimorfismo genético mediante 15 MIRU-VNTR 

De las 163 cepas que habían sido aisladas durante el periodo comprendido entre 

enero de 2010 y diciembre de 2012 se pudieron recuperar 151 (92,6%): 85 (56,3%) 

pertenecían a pacientes españoles y 66 (43,7%) a casos de nacionalidad extranjera. 

Estas 151 cepas se tipificaron mediante un set de 15 loci MIRU-VNTR, lo que supuso la 

realización de 2.265 determinaciones.  

Mediante electroforesis capilar, se pudo obtener resultado en 1.760 (77,7%) de los 

análisis realizados, mientras que a partir de electroforesis en gel de agarosa se obtuvo 

en 503 (22,2%),  y únicamente en 2 (0.09%) loci no se consiguió resultado.  

En la Tabla 17 se puede observar el número de resultados obtenidos para cada 

locus-MIRU a partir de electroforesis capilar y a partir de electroforesis en gel de 

agarosa. 

Los loci que fallaron más con electroforesis capilar fueron: el VNTR 4052, con un 

77,9%; el MIRU 42; con un 32,5%; y el VNTR 4156, en el que no se consiguió ningún 

resultado con dicha técnica. 

 Los resultados obtenidos con la electroforesis capilar para el VNTR 4156 fueron 

realmente desesperanzadores. No se logró determinar el número de repeticiones para 

dicho MIRU-VNTR en ninguna cepa, pese a las mejoras ensayadas aumentando las 

concentraciones de la muestra, de los cebadores y de los reactivos de la PCR multiplex. 

Para lograr resultados en la tipificación de este VNTR, se tuvieron que rediseñar los 

cebadores basándonos en el trabajo publicado por de Beer et al. (2014) y se realizaron 

las repeticiones de las PCR individuales que se analizaron con electroforesis en gel de 

agarosa. 
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SET LOCUS 
Electroforesis 

capilar 
N (%) 

Electroforesis en gel 
de agarosa 

N (%) 

No resultado 
 

N (%) 

1 MIRU 4-580 151 (100) - - 

2 MIRU 26-2996 128 (84,8) 23 (15,2) - 

3 MIRU 40-802 140 (92,7) 11 (7,3) - 

4 MIRU 10-960 147 (97,3) 4 (2,7) - 

5 MIRU 16-1644 139 (92,0) 12 (8,0) - 

6 MIRU 31-3192 144 (95,4) 7 (4,6) - 

7 MIRU 42-424 102 (67,5) 49 (32,5) - 

8 VNTR 577 129 (85,4) 22 (14,6) - 

9 VNTR 2165 128 (84,8) 23 (15,2) - 

10 VNTR 2401 147 (97,3) 4 (2,7) - 

11 VNTR 3690 140 (92,7) 11 (7,3) - 

12 VNTR 4156 - 150 (99,3) 1 (0,7) 

13 VNTR 2163b 109 (72,2) 41 (27,1) 1 (0,7) 

14 VNTR 1955 112 (74,2) 39 (25,8) - 

15 VNTR 4052 44 (29,1) 107 (70,9) - 

TOTAL 1760 (77,7) 503 (22,2) 2 (0,09) 

Tabla 17: Número de resultados obtenidos mediante electroforesis capilar y en gel de agarosa 
para cada locus. 

 

El número de alelos detectados por locus varió de 2 en el MIRU 4, a 10 en el VNTR 

52, resultando este último el más polimórfico en nuestro estudio. El poder de 

discriminación de la técnica, calculado mediante el índice de HGDI, fue de un 0.998. La 

diversidad alélica, o HGDI de cada MIRU, varió de 0,05 en el MIRU 4 a 0,83 en el 

VNTR 4052. Los MIRU 26, 40 y 10, y los VNTR 577, 2401, 3690, 2163b, 1955 y 4052 

mostraron un elevado poder discriminante. Los MIRU 16, 31 y 42, y los VNTR 2165 y 

4156 presentaron un moderado poder de discriminación. Finalmente, el MIRU 4, con 

un HGDI de 0.05, presentó una baja capacidad discriminante (Tabla 18).  
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LOCUS 
(MIRU / VNTR) 

Nº DE ALELOS HGDI 

MIRU 4-580 2 0.05 

MIRU 26-2996 9 0,67 

MIRU 40-802 6 0,73 

MIRU 10-960 6 0,72 

MIRU 16-1644 4 0,57 

MIRU 31-3192 4 0,36 

MIRU 42-424 6 0,57 

VNTR 577 5 0,66 

VNTR 2165 5 0,56 

VNTR 2401 4 0,62 

VNTR 3690 8 0,70 

VNTR 4156 3 0,54 

VNTR 2163b 8 0,76 

VNTR 1955 6 0,62 

VNTR 4052 10 0,83 

Tabla 18: Nº de alelos y diversidad alélica para cada MIRU-VNTR. 

 

Los pesos moleculares (PM) para los loci 1955 y 2163b de algunos aislados, y su 

correspondencia con el número de repeticiones, obtenido a partir de electroforesis en 

gel de agarosa, se muestran en las Figuras 12 y 13. 
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Figura 12: Imagen gel electroforesis agarosa de locus 1955. M: Marcador de peso molecular; 

Carril 1: Cepa control H37Ra, PM: 203, 2 copias MIRU, Carril 2: Cepa 8-2011, PM: 309, 4 copias MIRU; 

Carril 3: Cepa 9-2011, PM: 149, 1 copia MIRU; Carril 4: Cepa 13-2011, PM: 149, 1 copia MIRU; Carril 

5: Cepa 16-2011, PM: 472, 7 copias MIRU; Carril 6: Cepa 21-2011, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 7: 

Cepa 30-2011, PM: 309, 4 copias MIRU; Carril 8: Cepa 41-2011, PM: 256, 3 copias MIRU; Carril 9: Cepa 

48-2011, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 10: Cepa 54-2011, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 11: Cepa 3-

2010, PM: 149, 1 copia MIRU; Carril 12: Cepa 10-2010, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 13: Cepa 13-

2010, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 14: Cepa 14-2010, PM: 256, 3 copias MIRU; Carril 15: Cepa 15-

2010, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 16: Cepa 23-2010, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 17: Cepa 24-

2010, PM: 203, 2 copias MIRU; Carril 18: Cepa 27-2010, PM: 149, 1 copia MIRU. 
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Figura 13: Imagen gel electroforesis agarosa de locus 1955 y 2163b. M: Marcador de peso 

molecular; Carril 1: Cepa control H37Ra (VNTR 1955) , PM: 203, 2 copias MIRU, Carril 2: Cepa 34-2010, 

PM: 149, 1 copia MIRU; Carril 3: Cepa 36-2010, PM: 149, 1 copia MIRU; Carril 4: Cepa 39-2010, PM: 

256, 3 copia MIRU; Carril 5: Cepa 41-2010, PM: 256, 3 copias MIRU; Carril 6: Cepa 61-2010, PM: 256, 3 

copias MIRU; Carril 7: Cepa 62-2010, PM: 256, 3 copias MIRU; Carril 8: Cepa H37Ra (QUB-11b), PM: 

417, 5 copias MIRU; Carril 9: Cepa 5-2011, no se obtuvo resultado; Carril 10: Cepa 9-2011, PM: 204, 2 

copias MIRU; Carril 11: Cepa 13-2011, PM: PM: 204, 2 copias MIRU; Carril 12: Cepa 16-2011, PM: 560, 

7 copias MIRU; Carril 13: Cepa 21-2011, PM: 204, 2 copias MIRU; Carril 14: Cepa 24-2011, PM: 204, 2 

copias MIRU; Carril 15: Cepa 41-2011, PM: 346, 4 copias MIRU; Carril 16: Cepa 48-2011, PM: 346, 4 

copias MIRU; Carril 17: Cepa 50-2011, PM: 346, 4 copias MIRU; Carril 18: Cepa 51-2011, PM: 346, 4 

copias MIRU. 
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Los PM para los MIRUs 10, 16 y 31 de algunos aislados y su correspondencia con el 

número de repeticiones, obtenido a partir de electroforesis capilar, se muestran en las 

Figuras 14 a 17.  

 

 

Figura 14: Imagen de electroforesis capilar de MIRU 10: Muestra C40-2010. 

               PM 638, 3 copias MIRU.  

 

 

 

 

   Figura 15: Imagen de electroforesis capilar de MIRU 10: Muestra C2-2011. 

             PM: 691, 4 copias MIRU. 
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Figura 16: Imagen de electroforesis capilar de MIRU 16: Muestra C2-2011.  

         PM: 670, 2 copias MIRU. 

 

 

 

Figura 17: Imagen de electroforesis capilar de MIRU 31: Muestra C2-2011. 

         PM: 639, 3 copias MIRU. 

 

Con el número de repeticiones que se obtuvo de cada MIRU-VNTR para cada 

muestra (patrón numérico), se creó una base de datos Excel (Microsoft®), 

especialmente diseñada, para introducir los resultados en el portal MIRU-VNTR plus 

que se muestran en las Tablas de la 19 a la 21. En estas Tablas se muestra, en negro, 

los resultados obtenidos por electroforesis capilar y, en rojo, los que se consiguieron a 

partir de electroforesis en gel de agarosa. Esta serie de repeticiones permitieron 

asignar a cada una de las cepas del estudio un código MIRUs de 15 dígitos.  
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Tabla 19: Distribución del número de repeticiones para los loci MIRU de cada cepa aislada en 

el 2010. 
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Tabla 19 (continuación): Distribución del número de repeticiones para los loci MIRU de cada 

cepa aislada en el 2010. 
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Tabla 20: Distribución del número de repeticiones para los loci MIRU de cada cepa aislada en 

el 2011. 
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Tabla 20 (continuación): Distribución del número de repeticiones para los loci MIRU de cada 

cepa aislada en el 2011. 
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Tabla 21: Distribución del número de repeticiones para los loci MIRU de cada cepa aislada en 

el 2012. 
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Tabla 21 (continuación): Distribución del número de repeticiones para los loci MIRU de cada 

cepa aislada en el 2012. 
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Una vez se introdujeron todos los códigos en el portal de internet MIRU-VNTR plus, 

se determinó la relación genética de los 151 aislados genotipados con un árbol de 

mínima expansión, el cual evidenció que 122 cepas presentaban un patrón único. 

Además determinó la presencia de 12 clusters, que incluían 29 cepas (Figura 18), 

considerando cluster o brote a la agrupación de 2 o más cepas idénticas para los 15 

loci estudiados.  

 

Figura 18: Árbol de mínima expansión que formaron las 151 cepas del estudio. Los 

círculos blancos representan las cepas con patrón único y los círculos con 
color las cepas en cluster, señalando en color azul claro los clusters formados 

por 2 miembros y en azul más intenso agrupaciones formadas por 3 o más 

miembros.  
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El árbol de mínima expansión muestra la relación que hay entre los diferentes 

genotipos de las 151 cepas: los círculos blancos representan los patrones huérfanos y 

los círculos azules los casos en cluster, siendo más intenso el color cuántos más 

miembros forman la agrupación. El número de aislados de cada brote varió entre 2 y 4 

miembros. El porcentaje de agregación fue de 19,2% (29/151) y la tasa de transmisión 

de 11,3%.  

Con todo ello podemos afirmar que en nuestro entorno, durante los años 2010 al 

2012 y con la limitación de que no se pudo recuperar todas las cepas estudiadas, el 

80,8% (122/155) de los casos con cultivo positivo se debía a reactivaciones de 

infecciones antiguas y el 19,2% (29/151) eran casos de transmisión reciente.  

De los 7 brotes que se habían sospechado por ECC, sólo se confirmaron 5 por 

epidemiología molecular, al no poder recuperar en los otros dos brotes una de las dos 

cepas de los pacientes que formaban el cluster. Pero, gracias a la aplicación de la 

técnica 15 MIRU-VNTR, se constató que durante esos 3 años, además de confirmar las 

agrupaciones anteriores, se detectaron 7 brotes más.  

Pudimos conocer que los casos españoles se agrupaban más que los extranjeros, 

21,2% (18/85) vs 16,7% (11/66). Del total de agrupaciones, 6 (50%) incluyeron 

únicamente pacientes españoles; 3 (25%) estaban formadas sólo por extranjeros; y 3 

(25%) fueron mixtas. De los 11 extranjeros, un 45,5% se encontraba en agrupaciones 

mixtas y un 54,5% en agrupaciones formadas únicamente por extranjeros. 

El 27,3% de los extranjeros que se agruparon procedían de Marruecos, el 27,3% 

de Rumanía; el 18,2% de Perú; y los 3 restantes (27,3%) de Alemania, Ucrania e 

Italia. 

De los pacientes en cluster, el 58,6% eran hombres y el 41,4% mujeres. En cuanto 

a la edad, 3 (10,3%) eran menores de 15 años (2 de ellos con 6 meses y 1 año 

respectivamente); 22 (75,9%) tenían entre 15 y 59 años; y 4 (13,8%) pacientes eran 

mayores de 65 años.   

En el 93,1% de los casos la forma clínica fue pulmonar, mientras que en 2 casos 

(6,9%) fue extrapulmonar, una ganglionar y otra pleural.  

Además, indicar que las baciloscopias habían sido positivas en 21 (72,4%) de las 

muestras y de las 8 (27,6%) negativas, 2 pertenecían a los casos de 6 meses y 1 año; 
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1 al paciente de la TB pleural; y otras 5 eran de casos con TB pulmonar (en uno de 

ellos la muestra había sido un lavado broncoalveolar). 

Analizando si los pacientes agrupados eran población de riesgo, se pudo constatar 

que 7 (24,1%) de ellos si tenían esta característica. Uno procedía de un centro 

penitenciario; 3 padecían diabetes; 2 neoplasia; y, por último, un caso presentaba a la 

vez alcoholismo y neoplasia. No hubo ningún caso de coinfección con el VIH. 

De las 29 cepas, 8 (27,6%) mostraron resistencia a uno o a más fármacos de 

primera línea; 5 lo fueron a H y a S; 2 a S; y una presentó resistencia a S y a P. Esta 

última compartió patrón con una cepa totalmente sensible. Ninguno de los casos 

agrupados presentó MR.  

El primer cluster lo formaron 3 cepas sensibles a los cinco fármacos de primera 

línea, pertenecientes a 3 casos de nacionalidad española: una mujer de 82 años con 

TB ganglionar; y 2 hombres, de 40 y 34 años con TB pulmonar. Ninguno presentaba 

factores de riesgo. Los 3 casos tenían la baciloscopia positiva. 

El segundo cluster fue una agrupación mixta formada por 4 cepas de 4 pacientes, 

sensibles a los 5 fármacos de primera línea: una paciente alemana de 59 años, una 

rumana de 29; y 2 españoles con 69 y 46 años. Todos ellos padecían TB pulmonar y 

no tenían factores de riesgo. Tres casos tuvieron la baciloscopia positiva y uno 

negativa. 

 El tercer cluster estuvo compuesto por 2 cepas resistentes a H y a S que 

pertenecían a 2 casos de nacionalidad peruana: una mujer de 15 años y un hombre de 

16 con TB pulmonar. No presentaron factores de riesgo y los 2 casos eran bacilíferos.  

El cuarto cluster lo formaban 2 cepas, sensibles a los 5 fármacos, de 2 pacientes de 

nacionalidad española: un hombre de 20 años y una mujer de 15, con TB pulmonar. 

Tampoco tenían factores de riesgo y los 2 casos tenían la baciloscopia positiva. 

 El quinto cluster estuvo constituido también por 2 cepas sensibles, propias de 2 

pacientes de nacionalidad española: 2 hombres de 42 y 54 años con TB pulmonar. Uno 

de ellos era población de riesgo, puesto que procedía de un centro penitenciario, y el 

otro refería simultáneamente neoplasia y alcoholismo. Ambos con baciloscopia positiva. 

El sexto cluster fue una agregación mixta formada por 3 cepas sensibles de 3 

pacientes: una mujer de 29 años de nacionalidad rumana; una niña de 6meses de 

nacionalidad española; y un hombre de 46 años también autóctono. Los tres casos 
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fueron TB pulmonar y sin factores de riesgo. Los dos adultos fueron casos bacilíferos, 

mientras que la niña tuvo la baciloscopia negativa. 

El séptimo cluster estuvo formado por 2 cepas pertenecientes a 2 casos 

extranjeros: una paciente de 13 años de nacionalidad marroquí, con TB pleural; y que 

presentó resistencia a P y a S; y el otro caso era un rumano de 43 años con TB 

pulmonar. En ambos casos sin factores de riesgo. El caso con TB pleural tuvo 

baciloscopia negativa, mientras que la del caso con TB pulmonar fue positiva. 

El octavo cluster constaba de 3 cepas resistentes a H y a S pertenecientes a: una 

paciente de nacionalidad italiana de 50 años; un paciente ucraniano de 1 año; y una 

española de 44 años. Los tres casos carecían de factores de riesgo, presentaban TB 

pulmonar, dos con baciloscopia positiva y el niño la tuvo negativa.  

Por lo que se refiere al noveno cluster, cabe señalar que agrupaba a 2 cepas 

resistentes a S pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad española, con TB 

pulmonar: una mujer de 32 años sin factores de riesgo y con baciloscopia positiva; y 

un hombre de 66 años, diabético y con baciloscopia negativa.  

 El décimo cluster lo constituyeron 2 cepas sensibles a los 5 fármacos 

pertenecientes a 2 pacientes españoles, con TB pulmonar: 2 hombres, uno  de 40 años 

con diabetes, y el otro de 32 años con neoplasia, ambos con baciloscopia positiva. 

 El undécimo cluster estuvo formado por 2 cepas sensibles pertenecientes en 

ambos casos a marroquíes con TB pulmonar: 2 hombres de 43 y 53 años, sin factores 

de riesgo de padecer TB y ambos con baciloscopia negativa, uno de ellos considerado 

probable caso índice.  

Por último, el duodécimo cluster lo integraron 2 cepas sensibles a los 5 fármacos 

pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad española y con TB pulmonar: una mujer 

de 46 años, con diabetes y baciloscopia positiva; y un hombre de 78 años, con 

neoplasia y que no era bacilífero. 

En las Figuras 19 a 24 se muestran detalladamente todas las agrupaciones 

procedentes del árbol de mínima expansión, donde se puede ver el número de cepa y 

el año de aislamiento. Además, en el pie de Figura se indica la sensibilidad de las cepas 

y la nacionalidad, el sexo y edad de cada paciente.   
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Figura 19: Representación del 1er cluster formado por 3 cepas sensibles a todos los fármacos 

pertenecientes a 3 pacientes de nacionalidad española; 1 mujer y 2 hombres; y 

edades de 82, 40 y 34 años. 

 

 

 

Figura 20: Representación del 2º cluster formado por 4 cepas sensibles a todos los fármacos 

pertenecientes a 4 pacientes, 1 con nacionalidad alemana, 1 rumana y 2 española; 

2 mujeres y 2 hombres; y edades de 59, 29, 69 y 46 años. 

 

 



  Resultados 

89 

 

 

Figura 21: Representación del 3er cluster formado por 2 cepas resistentes a H y a S, 

pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad peruana; 1 mujer y 1 hombre; y 

edades de 15 y 16 años. 

 

 

 

Figura 22: Representación del 4º cluster formado por 2 cepas sensibles a los 5 fármacos de 1ª 

línea, pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad española; 1 hombre y 1 mujer; 

y con edades de 20 y 16 años. 
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Figura 23: Representación del 5º cluster formado por 2 cepas sensibles a los 5 fármacos de 1ª 

línea, pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad española, 2 hombres; y edades 

de 42 y 54 años. 

 

 

 

Figura 24: Representación del 6º cluster formado por 3 cepas sensibles a los 5 fármacos de 1ª 

línea, pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad española y 1 rumana; 2 

mujeres y 1 hombre; y edades de 25 años , 6 meses y 46 años. 
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Figura 25: Representación del 7º cluster formado por 2 cepas una de ellas resistente a S y a P 

y la otra sensible a los 5 fármacos de 1ª línea, pertenecientes a 2 pacientes una de 

nacionalidad marroquí y otro rumana; 1 mujer y 1 hombre; y edades de 13 y 43 

años. 

 

 

 

Figura 26: Representación del 8º cluster formado por 3 cepas resistentes a H y a S, 

pertenecientes a 3 pacientes de nacionalidad italiana, ucraniana y española; 2 

mujeres y 1 hombre; y edades de 50, 44 y 1 años. 
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Figura 27: Representación del 9º cluster formado por 2 cepas resistentes a S, pertenecientes a 

2 pacientes de nacionalidad española; 1 mujer y 1 hombre; y edades de 32 y 66 

años. 

 

 

 

Figura 28: Representación del 10º cluster  formado por 2 cepas sensibles a los 5 fármacos, 

pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad española; 2 hombres; y edades de 40 

y 32 años. 
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Figura 29: Representación del 11º cluster  formado por 2 cepas sensibles a los 5 fármacos, 

pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad marroquí;  2 hombres; y edades de 

43 y 53 años. 

 

 

 

Figura 30: Representación del 12º cluster  formado por 2 cepas sensibles a los 5 fármacos, 

pertenecientes a 2 pacientes de nacionalidad española; 1 mujer y un hombre; y 

edades de 46 y 78 años respectivamente. 
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En las 151 cepas estudiadas, se identificaron 122 (80,8%) patrones huérfanos que 

correspondían a 77 (63,1%) pacientes varones y 45 (36,9%) mujeres. Únicamente 2 

(1,6%) casos en menores a 15 años presentaron patrón único, mientras que los 

mayores de 65 años lo hicieron en un 11,5% (14/122). Al analizar la nacionalidad, se 

observó que un 54,9% (67/122) eran españoles; un 27,9% (34/122) eran rumanos; un 

7,4% (9/122) marroquíes; un 4,9% procedía de Centro y Sudamérica; y, por último, 

también un 4,9% procedían otros países. El 28,7% (35/122) presentaba algún factor 

de riesgo.  

Por lo que se refiere a las formas clínicas, el 85,4% (104/122) padecían TB 

pulmonar; 7,4 % (9/122) TB ganglionar; 4,9% (6/122) TB pleural; y el resto, un 2,5% 

(3/122), fueron pacientes uno con una TB urinaria, otra peritoneal y otra endometrial. 

Además, cabe señalar que las baciloscopias fueron positivas en un 57,4% (70/122) de 

los casos y un 13,1% (16/122) de las cepas presentaron resistencias a uno o más 

fármacos de primera línea. Un 3,2% (4/122) lo fueron a H y a S; un 3,2% (4/122) a H; 

un 1,6% (2/122) a S; un 1,6% (2/122) a P; y 1 cepa (0,8%) fue resistente a S y a P. 

Cabe destacar que en este grupo un 2,5% (3/122) eran TB MR. 

Cuando comparamos las características de los pacientes que estaban agrupados 

con los que presentaron patrones huérfanos, observamos que el porcentaje de mujeres 

en el primer grupo era algo superior (41,4% vs 36,9%). Sin embargo, la proporción de 

extranjeros es mayor en el grupo de patrones únicos. En el grupo de pacientes en 

cluster, los marroquíes y rumanos mostraron la misma proporción (27,3%), mientras 

que en el de patrones únicos fue muy superior la de los rumanos con un 27,3% vs un 

7,4% de los marroquíes. Hubo un porcentaje más elevado de casos menores de 15 

años dentro del grupo en cluster (10,3%), mientras que en el otro la proporción fue de 

un 1,6%. Sin embargo, la relación fue muy similar en los pacientes mayores de 65 

años (13,8% vs 11,5%). Los casos con patrones únicos presentaron con más 

frecuencia factores de riesgo de padecer TB (28,7% vs 20,7%). Una mayor proporción 

de casos con TB extrapulmonar (14,6% vs 6,9%) mostraron patrones huérfanos y el 

porcentaje de casos con baciloscopia positiva fue mayor en las agrupaciones (72,4% 

vs 57,4%). Respecto a las cepas resistentes, la proporción fue mayor en los pacientes 

en cluster (27,6% vs 13,1%). 
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Este trabajo es el primero realizado en la provincia de Castellón que reúne los 

principales aspectos de la TB. Describe las características clínico-epidemiológicas y 

microbiológicas de los casos diagnosticados con cultivo positivo, detalla la frecuencia 

de resistencias de M. tuberculosis frente a los fármacos de primera línea, y analiza los 

patrones de transmisión de la TB mediante tipificación molecular, utilizando la técnica 

15 MIRU-VNTR por primera vez en nuestra provincia.  

Este capítulo está dedicado a discutir los resultados obtenidos en la presente Tesis. 

Para ello, y con la finalidad de aportar claridad a la discusión, hemos considerado 

oportuno en primer lugar, comparar nuestros resultados con los obtenidos en trabajos 

previos realizados en nuestra provincia; y posteriormente, con los de otros estudios 

similares llevados a cabo por autores a nivel nacional y en otros escenarios geográficos 

de Europa y de otros países fuera de Europa. Nuestra intención es detallar, de una 

forma clara y precisa, cómo ha evolucionado la TB en Castellón y situarnos dentro del 

panorama que esta enfermedad supone como problema de Salud Pública. 

5.1.- Sobre la evolución epidemiológica y clínica de la tuberculosis 

En la provincia de Castellón se produjo una tendencia decreciente en la tasa de 

incidencia de TB, que pasó de 18 por 105 habitantes en el año 2008 a 9,6 por 105 en el 

año 2012 (Generalitat Valenciana. Conselleria de Sanitat,  2009, 2013). Con respecto a 

las tasas notificadas para la provincia en la década de los 90, que era del orden de 27 

por 105 habitantes, supone una reducción de casi una tercera parte (Moreno et al., 

1996).  

En España, la tasa de 18,4 por 105 habitantes en el año 2008 (Rodríguez et al., 

2009) pasó a ser de 13 casos por 105 en el 2012 (CNE, 2013).  

El ECDC, en el año 2008, describe una tasa media de 16,7 casos por 105 habitantes 

(ECDC, 2010) y en su último informe Tuberculosis surveillance and monitoring in 

Europe 2014 (ECDC, 2014), notificó una tasa media de incidencia para la UE de 13,5 

por 105 en 2012, con un rango que iba de 3,4 casos por 105 de Islandia, a los 85,2 por 

105 habitantes de Rumanía.  

Estos datos muestran que también en España, y en Europa, en este mismo periodo 

(2008-2012), la incidencia de TB ha disminuido aunque no de una manera tan notable 

como la ocurrida en Castellón, donde la tasa se redujo casi a la mitad (de 18 a 9,6).  
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Durante los 5 años del estudio, se diagnosticaron 320 casos de TB con cultivo 

positivo. Se considera que nuestra serie representa la situación real de la TB en la 

provincia, ya que supone el 82,7% de los casos declarados. La distribución de casos 

por año fue la siguiente: 74 en el año 2008; 83 en el 2009; 66 en el 2010; 56 en el 

2011; y 41 en el año 2012. El número de casos con cultivo positivo ha ido 

disminuyendo de forma paralela a la incidencia, como era de esperar.  

En nuestra provincia, gracias a los trabajos realizados de forma conjunta por un 

grupo multidisciplinar formado por neumólogos, microbiólogos y epidemiólogos, se ha 

podido analizar cómo ha ido evolucionando la TB desde el año 1992 (Moreno et al., 

1996; Marín et al., 2000; Tirado et al., 2006; Gil et al., 2011).  

 

 

  Figura 26: Tendencia en el número de casos de TB con cultivo positivo desde el año 

1992 al 2012 en la provincia de Castellón. 

 

Marín et al. (2000) diagnosticaron, en el periodo de 1992 a 1998, 532 casos de TB 

con cultivo positivo. En los dos primeros años se registraron 66 y 54 casos, 

respectivamente, números similares a los del final de nuestro estudio. Sin embargo, a 

medida que avanzaron los años, los autores informaron de un número de casos más 

elevado que en nuestra serie: 95 en 1994; 88 en 1995; 81 en 1996; 78 en 1997; y 70 



  Discusión 

99 

 

en 1998. El periodo siguiente, de 1999 hasta el 2003, fue revisado por Tirado et al. 

(2006). En éste se detectaron 644 casos: 89 casos en el año 1999; 55 en el 2000; 66 

en el 2001; 64 en el 2002; y 65 en el 2003. En ese estudio ya se observaba como los 

casos de TB comenzaban a disminuir. Gil et al. (2011) describen que en el periodo 

siguiente, de 2004 a 2007, se diagnosticaron 301 casos: 63 en el 2004; 85 en el 2005; 

80 en el 2006; y 73 en el 2007.  Durante este espacio de tiempo no hubo una 

tendencia definida (Figura 26).  

En los últimos años, los cambios en la tasa de incidencia van muy unidos al 

problema de la inmigración y la TB se encuadra dentro del contexto que supone la 

globalización (Paliceo, 2005). En España, al igual que en otros países europeos, el 

incremento de la TB relacionada con el fenómeno migratorio se detecta en menor o 

mayor grado en todas las comunidades autónomas, soportando un mayor peso 

aquellas que presentan una mayor concentración de inmigrantes (Molina-Salas et al., 

2014). Nuestra provincia también se ha visto inmersa en este fenómeno. En el periodo 

estudiado, la población extranjera representaba el 43,7% (140/320) de los casos de TB 

con cultivo positivo, siendo las nacionalidades más frecuentes la rumana, con una 

proporción del 57,1%, y las procedentes del norte de África, con un 25,1%. Tirado et 

al. (2006), ya comentaban la influencia que supuso la inmigración en la evolución de la 

TB en Castellón, al reseñar que, en el periodo 1995-2003, la población extranjera había 

aumentado del 3,8% en el año 1995 al 33,8% en el 2003. El país de donde procedía la 

mayoría de los pacientes era Rumanía (36,9%), al igual que en nuestra serie. Marín et 

al. (2010), en un trabajo sobre lo que suponía la inmigración desde Rumanía en 

nuestra provincia, describen como durante el periodo 2004 al 2007 los casos de TB en 

españoles fueron disminuyendo de un 71,4% a un 53,1%. Sin embargo, la proporción 

de extranjeros aumentó de un 28,5% en el 2004 a un 46,9% del total en 2007. En ese 

periodo, el 64% de la población extranjera con TB también era rumana.  

Con todo lo señalado, queda patente cómo el impacto de la inmigración ha influido 

en la dinámica de la TB en nuestra provincia. Todo ello ha ocurrido sobre todo, a 

expensas de la población rumana, que en el año 2008 suponía el 8,7% de la población 

total en la provincia de Castellón y que fue llegando de forma masiva debido a la 

amplia oferta de trabajo que había en el campo de la construcción, servicio doméstico 

y cerámica  (Marín et al., 2010).  
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La inmigración ha influido más en unas zonas que en otras de nuestro país. Según 

refieren Molina-Salas et al. (2014), durante los años 2004 al 2009 en el Área III de 

Salud de la Región de Murcia la proporción de población inmigrante de los casos con 

TB era del 67,9%, muy superior a la detectada en nuestra provincia. Sin embargo, 

Ballesteros et al. (2014) describen, que en dos áreas urbanas de Cataluña, durante los 

años 2001 al 2011, la población extranjera supuso el 36% del total de los casos de TB, 

cifras algo inferiores a las recogidas en nuestra provincia. En el Área de Salud Sur de 

Granada, zona receptora de población inmigrante procedente de países con alta 

incidencia de TB, se reseña que durante el periodo 2003-2010 ésta fue del 22,6%, 

pasando de ser menos de un 5% en el 2003 a un 50% en el 2010 (Morales-García et 

al., 2015), observándose la misma influencia que en Castellón ha tenido el fenómeno 

migratorio en la evolución de la TB. 

El Centro Nacional de Epidemiología publicó que el 31,2% de los casos de TB en el 

año 2012, correspondían a personas nacidas fuera de España (CNE, 2013). Los autores 

refieren que el número de extranjeros respecto del total de casos de TB varía mucho 

entre las diferentes comunidades autónomas: La Rioja (49%), Murcia (47%) y 

Cataluña y Madrid (con un 46% cada una) que son las que presentan mayor 

proporción; destacan que Extremadura y Galicia son las que tienen un menor número 

de extranjeros (1% y 7%, respectivamente). La proporción de nacidos fuera de España 

para la Comunidad Valenciana estaría sobre un 32,5%, inferior a la de nuestra 

provincia para ese mismo año.   

Cuando se analiza la evolución de los casos declarados según el país de nacimiento, 

en el periodo 2005-2012, se observa como el número de casos ha ido aumentando 

hasta el año 2008, posiblemente debido a la mejora en la recogida de la información, y 

que, a partir de ese año, hay un descenso en ambos grupos, menos acusado en el 

grupo de extranjeros (CNE, 2013).  

Hay que tener en cuenta, cuando se trata sobre datos de TB e inmigración en 

España, que hasta el año 2004 existían lagunas en la información en lo referente al 

número de casos declarados en personas nacidas fuera de España (Chaves & Íñigo, 

2007). Parece ser que no había una adecuada conexión entre los registros 

autonómicos y las bases de datos de ámbito nacional. En el año 2004, el CNE, en su 

Boletín Epidemiológico, informaba que de los 7.766 casos de TB, 787 (10,1%) 

correspondían a personas nacidas fuera de España. Sin embargo, en ese mismo año 
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tres comunidades autónomas notificaron un total de 964 casos de TB en extranjeros, lo 

cual permitía comprobar que los registros no estaban completos. Afortunadamente 

este problema ha sido subsanando con los años, y cada vez las comunidades 

autónomas cumplimentan mejor las variables de declaración de la TB, tal y como 

puede observarse en el Informe Epidemiológico sobre la situación de la tuberculosis en 

España (CNE, 2013). 

En un estudio multicéntrico, realizado entre el 1 de enero del 2006 y 31 marzo del 

2007, en el que participaban 53 hospitales españoles, García-García et al. (2011) 

referían que de los 1.500 pacientes con TB, un 29,7% eran extranjeros procedentes 

mayoritariamente de Rumanía (13,9), Bolivia (13,5%), Marruecos (11,5%), Pakistán 

(9,5%), Ecuador (7,5%), Senegal (4,6%), Colombia (4,4%) y Perú (4,4%). La 

proporción de extranjeros de este trabajo es bastante inferior a la nuestra, que en el 

2008 era del 40,5%. El porcentaje de casos procedentes de Rumanía, aun siendo la 

nacionalidad extranjera más prevalente, era muy inferior a la nuestra (63%).  

Si nos centramos en las características de los pacientes con TB de nuestra serie, el 

65% eran hombres y el 35% mujeres, siendo la razón hombre/mujer de 1,9. En los 

estudios previos realizados en Castellón, la proporción de hombres fue del 76,9% en el 

periodo 1992-1998 y la razón era 3,3 (Marín et al., 2000); del 69,6% en el periodo 

1995-2003 (Tirado et al., 2006); y del 67% durante los años 2004-2007 (Gil et al., 

2011). Observamos como a lo largo del tiempo, la TB sigue siendo más frecuente en 

hombres, aunque la proporción de casos en mujeres ha ido aumentando en nuestra 

provincia. 

El porcentaje en nuestra serie es similar a la descrita en Madrid por Álvarez-Castillo 

et al. (2011), para el periodo 1999-2004, en el que el porcentaje de hombres fue del 

62,1%, y al referido por Giménez Durán et al. (2011), en las Islas Baleares del 63,7%. 

En un estudio multicéntrico de 32 hospitales españoles realizado durante los años 

2010-2011, la razón fue 2,1 (Blanquer et al., 2015). 

Todos estos datos coinciden con los factores epidemiológicos reseñados en la 

literatura, donde se afirma que los hombres tienen mayor riesgo de enfermar, sobre 

todo a partir de determinadas edades (Caminero, 2003). 

La media de edad de nuestros pacientes fue de 32,4 años (rango etario: 0 - 91). El 

grupo más afectado, representando el 60,6% del total, correspondió a los adultos 
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jóvenes; un 4,6% de los casos fueron en población infantil; y un 12,2% en mayores de 

65 años.  

 Al contrastar nuestros datos con los publicados anteriormente en nuestra 

provincia, vemos que en el periodo 1992-1998 la edad media de los pacientes con TB 

fue superior a la nuestra (40,7 años), y que también la mayoría de los casos (55,4%) 

se concentró entre los 15 y 44 años; un 4,2% fueron menores de 14 años; y el 

porcentaje en el grupo de mayores de 65 años fue más alto (18,3%) (Marín et al., 

2000). En el estudio realizado por Tirado et al. (2006) durante los años 1995-2003, los 

pacientes tenían una edad media de 40,5 años, también superior a la de nuestra serie; 

el 60,9% se concentró en el grupo de edad entre 15 y 44 años; un 3,9% eran menores 

de 15 años; y un 15,5% eran mayores de 65. De 2004 a 2007, según señalan Gil et al. 

(2011), la edad media de los casos con TB fue de 42 años; un 65% tenían entre 16 y 

45 años; un 2% era población infantil; y no podemos conocer cuántos eran mayores 

de 65 años puesto que estos autores analizaron los grupos de edad entre 46 y 75 años 

con un 25% de casos y mayores de 75 años con un 8%.  

La media de edad de los casos de TB en Castellón, según nuestra experiencia, ha 

ido disminuyendo a lo largo del tiempo, aunque el grupo en el que se dan la mayoría 

de los casos sigue siendo el de adultos jóvenes (15-45 años), al igual que ocurre en 

otras series de nuestro país (Alvárez-Castillo et al., 2011; Molina-Salas et al., 2014; 

Blanquer et al., 2015; Morales-García et al., 2015). En los mayores de 65 años, en 

nuestra provincia, el número de casos ha ido disminuyendo, mientras que en la 

población infantil desde el año 1992 ha ido oscilando. 

A nivel nacional, según el informe del año 2012 (CNE, 2013), también se 

concentran la mayoría de los casos de TB (48,9%) en el grupo de 15-44 años. Sin 

embargo, la proporción de pacientes mayores de 65 años es mayor que la nuestra 

(20,5%). El porcentaje de menores de 15 años fue de 6,3%, un poco más alta que 

nuestra serie.  

Según se señala en el informe europeo (ECDC, 2014), la mayoría de los casos 

nuevos (44%) se concentró en el grupo de edad de entre los 25 y 44 años, siendo del 

35,7% en los países de la Unión Europea (UE/EEE) y del 45,7% en los países no 

UE/EEE. La población infantil, en la UE/EEE, representó un 4,7% del total en el año 

2012. Sin embargo, cabe señalar que la tendencia, durante el periodo 2006-2010, en 

toda la región europea, de la notificación global de TB en niños disminuyó en un 10%. 
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Desde la mitad la década de los 80, los adultos jóvenes han sido el grupo de edad 

más afectado, en gran parte debido a los enfermos con infección por VIH. No obstante, 

y aunque los casos de VIH han disminuido, el predominio en este grupo etario se 

mantiene debido al incremento de los casos de TB en el colectivo inmigrante (Balagué 

et al., 2002).  

De las encuestas epidemiológicas de las que se recogieron los factores de riesgo 

para desarrollar TB, se pudo conocer que el 29,4% de los casos presentaba al menos 

un factor de riesgo (FR). El alcoholismo, como único FR o asociado a otros, se presentó 

en el 17,2% de los pacientes, siendo el más frecuente. los pacientes con infección por 

VIH representaron el 7,8% y un 5% de los casos tenían diabetes.  

En nuestra provincia, la infección por el VIH en los enfermos tuberculosos fue, en 

los primeros trabajos, del 23,9% en el periodo 1992-1998 (Marín et al., 2000), del 

17,7% en el 1995-2003 (Tirado et al., 2006); y del 7,3% en los años 2004-2007 (Gil et 

al., 2011). Cabe señalar que, en Castellón, tras el elevado porcentaje de casos VIH 

positivos registrados, al principio de los años 90 se produce un descenso a partir de 

1995, tendencia que se ha consolidado en años sucesivos, llegando hasta el periodo 

analizado en este trabajo a un 7,8%. Este descenso es atribuible a la instauración de la 

terapia antiretroviral de gran actividad (TARGA), a partir de la segunda mitad de los 

años 90, con la que se empezó a mejorar la situación inmunitaria de los pacientes, con 

lo que se ha conseguido reducir el desarrollo de la enfermedad tuberculosa en estos 

pacientes (Campos et al., 2002). 

Nistal et al. (2015), en un estudio multicéntrico, analizando la presencia de 

infección por VIH en pacientes ingresados en nuestro país por TB entre los años 2001 

y 2011, describen que el 15,9% de casos tenían infección por VIH. También resaltaban 

que, a lo largo de los 10 años del estudio, el porcentaje de coinfectados disminuyó de 

un 19,8% en el 2001 a un 10,7% en el 2011. Además, Rojas-Marcos et al. (2015), 

durante el mismo periodo, estudian la presencia de diabetes también en los pacientes 

ingresados con diagnóstico de TB y encuentran que un 8,1% de los pacientes tenían 

esta enfermedad, observándose un fenómeno contrario al mencionado con el VIH, ya 

que la proporción aumentó de un 6,8% en el 2001 a un 10,2% en el 2011.  

González-Moreno et al. (2013), en un hospital secundario, durante el periodo 2003-

2011, refieren que el 11% eran VIH; el 3,2% tenían diabetes; y el 2,4% alguna 

neoplasia. En un estudio prospectivo realizado durante los años 1997-2008 en el 
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Hospital Ramón y Cajal, se reseña como el porcentaje de pacientes VIH disminuyó del 

26% en los años 1997 a 2000 al 12% en los años 2005 a 2008 (Fortún et al., 2011). 

Además se comenta otros factores de riesgo como el alcoholismo y diabetes, que 

presentaron porcentajes similares a los de nuestro estudio con 13,5% y 8,6%, 

respectivamente. En el informe nacional, se comunica que durante el año 2012, de los 

casos en los que se disponía de información acerca del estatus VIH en el momento del 

diagnóstico de TB, un 8,8% eran positivos (CNE, 2013). 

El porcentaje de casos de TB hospitalizados en nuestro periodo (67,2%) ha 

disminuido en relación a los estudios previos realizados en nuestra provincia. De 

hecho, Marín et al. (2000) refieren un 85,5% de hospitalizaciones de los pacientes con 

TB en el periodo 1992-1998; y Tirado et al. (2006) un 80% durante 1995-2003. El 

porcentaje continúa siendo elevado, teniendo en cuenta que la hospitalización debería 

eludirse, sobretodo en casos de TB respiratorias no complicadas (March, 1989; 

Montes-Santiago et al., 2010). En Castellón, podría ser que este número elevado de 

hospitalizaciones se deba a la ausencia de una consulta monográfica de TB en nuestro 

Departamento de Salud, como sí existe entre otras provincias, como Barcelona (UITB, 

1999), Mallorca (González- Moreno et al., 2013), Sevilla (Toral et al., 2000) y Madrid 

(Soler et al., 2009). Esto hace que se siga hospitalizando más de lo deseable ante la 

necesidad de controlar que se realicen las pruebas diagnósticas necesarias, supervisar 

la adherencia al tratamiento de pacientes problemáticos y la necesidad de asegurarse 

que se siguen las medidas de aislamiento. 

Existen dos trabajos en España, publicados en los últimos años, donde se analiza, 

en uno de ellos, la epidemiología de las hospitalizaciones por TB en nuestro país 

(Culqui et al., 2015) y, en el otro, el coste de éstas (Montes-Santiago et al., 2010). En 

el primero se comenta como la tasa nacional de hospitalización por TB se redujo de 

16,44 casos por 105 habitantes en el año 1999 a 12 por 105 habitantes en el año 2009. 

Las comunidades autónomas que mostraron valores más elevados en el año 2009 

fueron Melilla y Ceuta, con tasas de 35,49 y 33,06, respectivamente, y las 

comunidades autónomas que, por el contrario, presentaron tasas de hospitalizaciones 

más reducidas fueron Canarias, Andalucía y Navarra con 5,75, 9,60 y 9,89 por 105 

habitantes respectivamente. La Comunidad Valenciana, en ese mismo año, no presentó 

una tasa muy elevada, ya que fue del 10,80. En el segundo trabajo, sobre los costes, 

los autores comentan que las TB respiratorias hospitalizadas constituyeron el 80,4% de 

todas las TB respiratorias declaradas por el Sistema EDO en el periodo 1999-2006, si 
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bien es cierto que se produjo un descenso medio anual en esos años del 3%. En el año 

2006, el gasto de estas hospitalizaciones supuso 30,8 millones de euros. Teniendo en 

cuenta que bastantes ingresos hospitalarios fueron innecesarios, se podría haber 

evitado esa carga económica y sanitaria para nuestro país.  

Esta misma reflexión nos hacemos los responsables del diagnóstico, tratamiento y 

control de la TB en Castellón y, aunque en los últimos 20 años haya habido una 

reducción en el número de hospitalizaciones, deberíamos intentar, en la medida de lo 

posible, reducir aún más estos ingresos evitables. 

Por lo que se refiere a las formas clínicas, el 87,2% de nuestra serie presentaba TB 

pulmonar y el 12,8% extrapulmonar (EP). La forma EP predominante fue la ganglionar 

(5,9%), seguida de la pleural (2,5%) y genitourinaria (2,5%). Se dieron 3 casos 

(0,9%) de TB osteoarticular y 2 (0,6%) de TB miliar.  

Analizando los datos de la TB según la localización anatómica, en las distintas 

publicaciones realizadas en nuestra provincia, observamos que, durante el periodo 

1992-1998, la proporción de TB pulmonar fue de un 90,8% y la de la EP de un 9,2%, 

sin especificar localización anatómica en estas últimas (Marín et al., 2000). En el 

trabajo realizado durante 1995-2003 no se especifica localización de la TB y en el 

último, realizado durante el periodo 2004-2007, Gil et al. (2011) sólo analizan la 

población que está en cluster y de ésta mencionan que un 88% de los pacientes 

presentaba TB pulmonar; un 6,1% pleural; un 3,5% linfática; y el 1,8% meníngea.  Al 

comparar nuestros datos con los del primer periodo, vemos que la proporción de TB 

extrapulmonar en nuestra serie ha sido superior, de un 12,8%.  

En nuestra provincia estamos muy por debajo del porcentaje de TB EP observado a 

nivel nacional, en torno a un 30% desde el año 2007, y que apenas ha variado a lo 

largo de los años, al contrario de lo que ocurre con la TB respiratoria (CNE, 2013).  

En otros estudios realizados en nuestro país, las proporciones de TB EP son mucho 

mayores. En Asturias de un 38,7% (Servicio de Vigilancia epidemiológica de Asturias, 

2013), mientras que en Mallorca, durante el periodo 2003-2011, la proporción de TB 

EP diagnosticadas fue de un 33,8% (González-Moreno et al., 2013). 

Según los datos reportados por el ECDC, en el año 2012 en los países de la 

UE/EEE, la localización EP tuvo un promedio del 13%, muy similar a la nuestra. Sin 

embargo, 10 países informaron cifras superiores, más de un 30% de sus casos de TB 
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tenían localización EP y 3 de ellos con un porcentaje superior al 40%, como Holanda 

(48,6%), Reino Unido (46,8%) y Suecia (40,3%). 

5.2.- Sobre el estudio de sensibilidad 

El estudio de sensibilidad fue realizado a las 320 cepas aisladas, resultando 

resistentes el 13,5% (41/320) de los aislamientos. Nuestro porcentaje fue muy 

superior a los referidos en los estudios previos de nuestra provincia, ya que Marín et al. 

(2000) refieren una resistencia del 4,7%, siendo un 3,9% en casos no tratados 

previamente y un 11,1% en casos con tratamiento previo. En cambio, Tirado et al. 

(2006) señalan que un 5% de los casos presentó resistencia a uno o más fármacos, un 

4,6% era resistencia inicial (no tratados previamente) y un 6,7% en casos previamente 

tratados. 

En los estudios anteriores, el porcentaje de resistencias siempre fue mayor en 

casos con tratamiento previo. Sin embargo, todas las resistencias del presente trabajo, 

como ya se ha comentado, se detectaron en pacientes que no habían sido tratados 

previamente, ni siquiera en población extranjera, lo que resulta especialmente 

llamativo. Aunque este dato resulte sorprendente, nos consta que la fuente de  

información es fiable, ya que procede de las encuestas epidemiológicas realizadas de 

forma exhaustiva e individualizada. La desaparición de las resistencias en casos 

tratados previamente podría atribuirse a una mayor adecuación de las pautas 

terapéuticas y a un mejor cumplimiento de éstas. Y, por otro lado, la proporción mayor 

de resistencias globales descritas en nuestro estudio podría deberse al menor número 

de casos de TB en dicho periodo.  

Desde el año 2008 al 2012, la resistencia global frente a H fue de un 8,1% 

(26/320), muy superior a la descrita en los primeros años, 1992 a 1998, por Marín et 

al. (2000), que fue de un 3%, y a la referida por Tirado et al. (2006) durante 1995 y 

2003, que recoge una resistencia a H del 4,3%. Hay que hacer notar que en el año 

2010 la resistencia a H fue del 16,7%, cifra, nunca antes observada, en nuestra 

provincia, lo que ha contribuido a elevar el porcentaje total de nuestra serie. Este 

elevado porcentaje de resistencia a H se debió a la existencia de 2 brotes, detectados 

tras la realización de la técnica de epidemiología molecular, uno de 2 miembros y otro 

de 3, con cepas resistentes a H y a S.  
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De nuestras cepas, un 2,2% mostraron TB-MR y un 1,9% de éstas eran resistentes 

a los 5 fármacos de primera línea. Este porcentaje es algo más elevado a los descritos 

previamente en nuestra provincia, ya que se obtuvo un 1,1% (Marín et al., 2000), un 

0,5% (Tirado et al., 2006) y un 1,4% (Marín et al., 2010). 

Para comparar con los datos nacionales, proporcionados en el Informe 

Epidemiológico de la TB en el año 2012 (CNE, 2013), debemos tener en cuenta que los 

datos no son extrapolables al total de casos de toda España, ya que las cepas que se 

reciben  en el CNM no proceden de todas las comunidades autónomas. De las 871 

cepas que recibieron, 50 (5,74%) fueron resistentes a H, dato muy inferior al nuestro. 

Por otra parte, en el Estudio RETUBES (Blanquer et al., 2015), un trabajo prospectivo 

multicéntrico de pacientes con aislamiento de M. tuberculosis y antibiograma a 

fármacos de primera línea, en el que participaban 32 hospitales españoles durante los 

años 2010 y 2011, los autores refieren una resistencia global del 9,2%, del 6,7% a H, 

y que un 1,9% de los pacientes tuvo TB-MR, estos datos también son inferiores a los 

nuestros.  

En un trabajo sobre la TB resistente en Castilla y León realizado durante el periodo 

1996 a 2000 (Alberte-Castiñeiras et al., 2006), también de 5 años, se refieren unas 

resistencias muy inferiores a las de nuestro estudio: del 3,8% a cualquier fármaco de 

primera línea; del 1,9% a H; y 1 caso (0.1%) de TB-MR. Todas estas resistencias eran 

en casos no tratados previamente, como en nuestro trabajo. Esa misma comunidad 

(Alberte-Castiñeiras et al., 2010), durante los años 2000 a 2005, cifra sus resistencias 

globales en un 4,2%; un 3,2% a H; y 0,1% TB-MR.  

En Málaga, en un estudio de resistencias que se realizó a 465 cepas procedentes de 

diferentes centros hospitalarios de la provincia, se obtuvo una resistencia aislada a H 

del 6,5%; a R del 1,3%; a S del 5,5%; a E del 0,4%; y a P del 5,8%. El 1,1% fueron 

TB-MR; el 2,2% presentaron resistencia combinada a I+S; y el 0,4% a I+E. Entre los 

pacientes que recibieron tratamiento previo, encuentran una resistencia a H del 

10,7%, mientras que en los que no lo tomaron fue del 7,2% (Montiel et al., 2011). 

Según señalan Cucurrull et al. (2011), en un estudio amplio realizado entre los años 

1996 a 2009 en la provincia de Girona, en los que se identificaron 1278 cultivos 

positivos, el 6,4% presentó resistencia a uno o más fármacos de primera línea y el 

89% eran casos no tratados anteriormente. En Zaragoza, durante el periodo 2000 a 

2012, en uno de los hospitales de referencia de la provincia se aislaron 758 cepas, de 
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las que un 11,5% fueron resistentes y un 0,92% mostraron MR (Garrido et al., 2013). 

Otro estudio, que abarca 12 años (2001 a 2012), realizado en un hospital de Córdoba, 

muestra una resistencia a H de 7,2%; a S del 3,5%; a R del 3,4%; a P del 1,8%; a E 

del 1,1%; y un 1,8% de las cepas fueron MR (Gutiérrez et al., 2014). En Mallorca, en 

el trabajo mencionado anteriormente sobre la experiencia de una consulta monográfica 

de TB, se dispuso del estudio de sensibilidad en 357 cepas, de las que un 4,8% 

(17/357) mostraron resistencia a H, todas ellas pertenecientes a pacientes que no 

habían recibido tratamiento previamente y el 1,1% (4/357) fueron TB-MR. De estas 4 

MR, en 2 casos los pacientes si habían sido tratados previamente (González-Moreno et 

al., 2013).  

García-Rodríguez et al. (2011) señalan que, en el Área Sanitaria de La Coruña 

donde hay una consulta monográfica de TB, los datos de resistencia son muy bajos. 

Diagnosticaron 2.258 casos de TB desde 1991 hasta finales de 2010, con un 63,8% de 

cultivos positivos y se realizó el estudio de sensibilidad únicamente en el 58,8% de 

ellos. En 726 casos sin antecedentes de tratamiento previo, las resistencias fueron del 

0,7% a H; de 0.4% a R; y 0,8% a S. Además, en 122 casos tratados previamente, de 

un 8,2% a H, de 4,9% a R, de 0,8% a S, y el 2,4% fueron cepas TB-MR. El periodo 

analizado no es comparable, ya que este estudio abarca 20 años.  

En general, los porcentajes de resistencia publicados en otros estudios son 

inferiores a los obtenidos en la provincia Castellón y nos llama especialmente la 

atención la resistencia aislada a R y E, recogida por estos autores, ya que en nuestro 

caso no se detectó ninguna.  

En nuestros pacientes, pudimos comprobar que la DR-TB fue algo más elevada en 

población extranjera (15,7%) que en españoles (10,6%). Esta proporción de DR-TB, 

más prevalente en inmigrantes, se recoge por primera vez en Castellón en el trabajo 

de Tirado et al. (2006), en donde la diferencia de resistencia entre españoles y 

extranjeros, en aquel periodo, era mucho más acusada, (3,7% vs 13,1%).  

Rodrigo et al. (2010) también comunican esta diferencia en los resultados de un 

trabajo prospectivo de cohorte a nivel nacional, donde se analizan las características 

diferenciales de la TB en inmigrantes en España. Desde enero del 2006 al 31 de 

diciembre del 2007. Los autores reflejan que la resistencia total de las cepas a algún 

fármaco en la población autóctona fue del 7,9%, frente al 18,3% en inmigrantes. Otro 

artículo, presentado por Ballesteros et al. (2014), en el que se describen las 
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características de la tuberculosis en inmigrantes y autóctonos en dos hospitales de 

Cataluña, muestra también esta mayor proporción de resistencias (9,2% vs 5%) en la 

población extranjera. En el Área Sur de Granada, Morales-García et al. (2015), señalan 

que la población extranjera mostró un porcentaje superior al de los españoles (7,5% 

vs 5,8%).  

Existen otros trabajos donde no hubo diferencia en las resistencias entre la 

población inmigrante y la autóctona (González-Moreno et al., 2013) y otros donde el 

porcentaje de resistencias fue superior en españoles que en extranjeros (77% vs 

23%)(Garrido et al., 2013). 

5.3.- Sobre la caracterización molecular  

En el presente trabajo se ha llevado a cabo la caracterización molecular de 151 

cepas de M. tuberculosis de las 163 que habían sido aisladas durante los años 2010 a 

2012. Se planteó analizar 3 años, ya que la duración de un estudio de epidemiología 

molecular no debe ser inferior a 2 años, para no interpretar erróneamente un patrón 

único de DNA como una reactivación endógena (Seidler et al., 2004; García-Pachón & 

Rodríguez, 2005).  

De estas 151 cepas, el 56,3% pertenecían a pacientes españoles y el 43,7% a 

casos de nacionalidad extranjera. Para la caracterización molecular se utilizó un set de 

15 loci MIRU-VNTR diseñado por Supply et al. (2006).  

Se realizó un primer análisis tras amplificar el DNA de las cepas mediante 

electroforesis capilar, y cuando no se obtuvo resultado, se repitió el análisis mediante 

electroforesis en gel de agarosa; lo que ocurrió en el 22% (503/2265) de las 

determinaciones realizadas. La necesidad de utilizar otra técnica pudo deberse a que 

no partimos de DNA purificado, lo que pudo suponer alguna limitación en algún locus.  

El DNA se extrajo mediante un procedimiento de lisis térmica de acuerdo con el 

protocolo de varios autores  (Allix et al., 2004; Alonso-Rodríguez et al., 2009a).  

Según nuestra experiencia, los loci que fallaron más fueron el VNTR 4156, el VNTR 

4052 y, por último, el MIRU 42. En un estudio multicéntrico en el que participaron 37 

laboratorios de 30 países (23 de Europa, 4 situados en Asia, 1 en Oceanía, 1 en África 

y 8 en América), se mostraban los resultados tras la tipificación mediante MIRU-VNTR 

de 30 muestras de DNA extraídas de 20 cepas de M. tuberculosis (10 de ellas eran de 
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la misma cepa) con el fin de conocer la reproducibilidad intra e inter-laboratorios (de 

Beer et al., 2012). Los participantes dieron a conocer que los loci que más fallaban 

eran: los VNTR 4052 y 4156, y los MIRU 31 y 42 por este orden. Nuestro datos 

coinciden con los de estos autores excepto para el MIRU 31, que sólo requirió 

electroforesis en gel de agarosa en un 4,6% (7/2265) de las determinaciones, y el 

VNTR 4156, que no funcionó mediante electroforesis capilar, teniendo que realizar el 

100% de las cepas por electroforesis de agarosa e incluso rediseñar los cebadores 

basándonos en la bibliografía (de Beer et al., 2014). 

En la presente investigación, con el método 15 MIRU-VNTR, se reportó un elevado 

poder de discriminación del 0.998, similar al obtenido por Alonso-Rodríguez et al. 

(2008), de un 0.995; al reportado en Uganda por Nabyonga et al. (2011) del 0,996; y 

superior al informado por Sola et al. (2003), de un 0.988, y por Nikolaevskii et al. 

(2005), que fue de un 0.747. 

Cuando analizamos los índices de discriminación de diferentes loci vemos que, en 

particular, 9 de ellos mostraron un índice de discriminación elevado y fueron: los MIRU 

10, 26, 40 y los VNTR 577, 2401, 3690, 2163b, 1955 y 4052. Hubo 5 que presentaron 

un índice de discriminación moderado (los MIRU 16, 32 y 42, y el VNTR 2165) y sólo el 

MIRU 4 fue el que mostró un bajo poder de discriminación. La mayoría de ellos 

coinciden con los resultados informados por otros autores (Sola et al., 2003; 

Nikolaevskii et al., 2005; Alonso-Rodríguez et al., 2008; Comas et al., 2009). En la 

Tabla 22 se muestra la comparación de los resultados con el de otros trabajos. 

La mayoría de estos estudios coinciden con nuestros resultados en que el MIRU 4 

tiene un bajo poder de discriminación; que el MIRU 16, el 31 y el VNTR 53 tienen una 

moderada capacidad discriminante; y que los VNTR 47, 52, 1955, 2163b y 4052 lo 

tienen elevado. Además, todos ellos coinciden en que los MIRU 10 y 40 tienen un 

elevado poder discriminante. 

El MIRU 4 (locus 580) tiene una capacidad de discriminación muy reducida para las 

cepas circulantes en nuestro entorno, lo que nos lleva a pensar que podría ser 

sustituido por otro en el set 15 loci MIRU-VNTR, como por ejemplo el MIRU 23 o el 

VNTR 3171 que, según Comas et al. (2009) y Alonso-Rodríguez et al. (2008), son loci 

moderadamente discriminantes.  
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Tabla 22: Comparación de nuestros resultados en cuanto al poder de discriminación con el 

resto de trabajos revisados. 

 

Las 151 cepas caracterizadas dieron lugar a 134 patrones diferentes. En concreto, 

122 cepas tenían patrón único, lo que significa que un 78,2% pertenecían a casos de 

reactivaciones de infecciones antiguas, y 29 (19,2%) cepas estaban agrupadas en 12 

clusters, con lo que durante el periodo 2010 a 2012 hubo una tasa de transmisión 

reciente de un 11,3%. Cabe decir que este estudio presenta una pequeña limitación, 

puesto que no se pudieron recuperar la totalidad de las 163 cepas aisladas durante 

esos 3 años, aunque se trata de una serie muy representativa ya que se obtuvieron 

datos del 92,6%. 

No hubo ningún cluster con un número elevado de casos, como sí ocurre en otros 

trabajos realizados en algunas áreas de nuestro país (Safi et al., 1997; Borrell et al., 

2010). Las agrupaciones contenían de 2 a 4 miembros, lo que parece indicar que la 

LOCUS ALIAS Esta Tesis 
Comas et al., 

2009 
Alonso-Rodríguez 

et al., 2008 
Nicolaevskii et 

al., 2005 
Sola et al., 

2003 

580 
MIRU 4/  

ETR-D 
Bajo Bajo Bajo  Moderado 

2996 MIRU 26 Elevado Moderado Moderado Elevado Elevado 

802 MIRU 40 Elevado Elevado Elevado Elevado Elevado 

960 MIRU 10 Elevado Elevado Elevado Elevado Elevado 

1644 MIRU 16 Moderado Moderado Moderado  Moderado 

3192 MIRU 31 Moderado Moderado Moderado Elevado Elevado 

424 VNTR 42 Moderado Elevado Elevado  No  analizado 

577 
VNTR 43 / 

ETR C 
Elevado Moderado Elevado  Moderado 

2165 ETR A Moderado Elevado Elevado Elevado elevado 

2401 VNTR 47 Elevado Elevado Elevado  No  analizado 

3690 VNTR 52 Elevado Elevado Elevado  No  analizado 

4156 
VNTR 53 / 

QUB-4156 
Moderado Moderado Moderado  No  analizado 

2163b QUB-11b Elevado  Elevado Elevado  No  analizado 

1955 VNTR 1955 Elevado Elevado Elevado  No  analizado 

4052 QUB-26 Elevado Elevado Elevado  No  analizado 
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infección reciente en nuestra provincia se está produciendo en pequeños brotes o 

microepidemias. Este hecho podría reflejar la eficiencia del ECC y de las medidas 

preventivas, quimioprofilaxis primaria o TITL, que se aplican inmediatamente en 

cuanto se localiza un posible contacto. 

Con el ECC se sospechó la existencia de 7 brotes durante este periodo. La 

aplicación de la técnica de epidemiología molecular 15 MIRU-VNTR posibilitó 

documentar 5 de estos brotes, ya que en 2 de ellos no se pudo recuperar las cepas. 

Pero, además, permitió detectar 7 brotes más que no habían sido sospechados por las 

técnicas epidemiológicas clásicas, probablemente por ser contactos esporádicos. Una 

limitación del presente estudio es que no se ha podido reencuestar a los pacientes, por 

lo que no hemos podido llegar a confirmar la posible relación epidemiológica. Pese a 

ello, la caracterización molecular de las cepas mejora claramente la investigación de la 

transmisión de la TB, permite encontrar nuevas rutas y, además contribuye a 

completar el ECC como se muestra en éste y en diversos trabajos. Por ejemplo, Borrell 

et al. (2009) comparan los resultados mediante la epidemiología clásica con los que se 

obtienen tras la aplicación de métodos de caracterización molecular y refieren que 

estos últimos detectan 65 agrupaciones, mientras que el ECC consigue 44. Asimismo, 

Solsona et al. (2001) constatan que en una serie de 44 pacientes, que por ECC no 

habían sido considerados que pudieran formar parte de brotes, pues vivían solos, la 

aplicación de técnicas moleculares demostró que el 50% estaban agrupados. 

La mayoría de los trabajos publicados en España referentes a la transmisión de la 

TB han sido realizados mediante la técnica de RFLP. La mayor parte de éstos describen 

unas tasas, o porcentajes de agregación, más elevadas que las encontradas en nuestra 

provincia y el número de casos agrupados en algunos brotes es también, en ocasiones, 

mayor.  

Existe un trabajo previo al nuestro en Castellón  sobre la transmisión de la TB (Gil 

et al., 2011) en el que se informaba que, durante el periodo 2004 a 2007 (4 años), 

hubo un porcentaje de agregación del 40%, obtenido tras la caracterización de 286 

cepas por RFLP. Describen la existencia de 40 brotes de 2 a 6 miembros. En este 

trabajo, según el ECC, al 85 % de los pacientes en cluster  se les había considerado 

como casos aislados y sólo el 15 % referían contacto con tuberculosos. Creemos que 

esta proporción de casos agrupados es tan elevada comparada a la nuestra (19,2%) 

por varios motivos. En primer lugar, la duración del estudio, que fue de un año más. 
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Además, en aquel periodo, el número de casos por año del estudio con cultivo positivo 

fue mayor y, finalmente, el uso exclusivo del método de RFLP puede sobrestimar el 

número de cluster y la transmisión reciente. Son varios los autores que afirman que el 

RFLP no siempre es un indicador fiable de la vinculación epidemiológica de los 

pacientes (van Deutekom et al., 2005; Alonso-Rodríguez et al., 2009b). En vista de la 

diferencia de los resultados en cuanto a la transmisión reciente y en el número de 

miembros de las agrupaciones, y aun teniendo en cuenta los factores antes 

mencionados, consideramos que en la provincia de Castellón se llevan a cabo cada vez 

mejor las medidas de control en la transmisión de la TB. 

Safi et al. (1997), en un estudio de 3 años en la ciudad de Sevilla, refirieron un 

porcentaje de agregación por RFLP del 38%; lo cual coincide con los datos de Íñigo-

Martínez et al. (2000, 2003) en Madrid, quienes encontraron un 42% de cepas 

agrupadas, tras caracterizar por RFLP y spoligotyping. En un trabajo sobre la 

transmisión reciente, en un área de baja incidencia como Segovia, Eliazaga et al. 

(2002) observaron un porcentaje de agrupación del 28%, también realizado mediante 

RFLP y spoligotyping. Existen trabajos españoles en los que se describe un porcentaje 

de agrupación superior al 50% (Ruiz-García et al., 2002; Cacho et al., 2005), aunque 

esta proporción tan elevada parece ser debida a la duración de esta investigación (de 7 

a 10 años) y esto hace que se aumente el porcentaje de casos en cluster. 

En un trabajo presentado por Borrell et al. (2008), realizado durante los años 2003 

y 2004 mediante RFLP, se refiere que la tasa de transmisión reciente en la ciudad de 

Barcelona fue de un 12,09%, similar a la nuestra.  

En un estudio realizado durante 3 años y medio (mayo 2009 a diciembre 2012), en 

un centro hospitalario de referencia de Andalucía, se estudiaron por 15 MIRU-VNTR, 

109 cepas procedentes de 5 provincias andaluzas, detectándose 21 brotes con un total 

de 57 casos, lo que correspondía a una tasa de transmisión del 33% (González-Galán 

et al., 2013).  

En Europa encontramos países donde el porcentaje de transmisión reciente es bajo, 

al igual que ocurre en nuestra provincia, como es el caso de Suiza, con un 17% de 

casos en cluster (Fenner et al., 2012); de Londres (Maguire et al., 2002), con una tasa 

de transmisión del 14,4% y un porcentaje de agregación del 22,7%; y de Noruega, 

donde Heldal et al. (2003) publican una proporción de pacientes en cluster del 17,5%. 

Sin embargo, la mayoría de estudios reportan un porcentaje de agrupación mayor, 
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como el de van Soolingen et al. (1999) en Holanda, con un 46,2%; el descrito por 

Moro et al. (2002) en Milán, con una tasa de transmisión de un 28,1%, y una 

proporción de casos en cluster del 44,1%; y el de Diel et al. (2005) que informan en 

Alemania un porcentaje de agrupación del 33,7%. 

Para poder suplir las limitaciones y las discrepancias del RFLP, aunque se ven 

minimizadas cuando se complementa con el spoligotyping, se propició el desarrollo de 

la técnica 15 MIRU-VNTR. Esta técnica es un método altamente reproducible, necesita 

menos cantidad de DNA y tiene menor tiempo de respuesta que el RFLP, método hasta 

hace poco considerado como gold estándar en epidemiología molecular de TB. La 

técnica 15 MIRU-VNTR, tiene un poder discriminatorio similar al del RFLP, éste 

especialmente en zonas de baja incidencia, lo que le convierte en el método molecular 

de primera línea más eficiente (Hawkey et al., 2003; van Deutekom et al., 2005; Allix 

et al., 2006; Alonso-Rodríguez et al., 2008). Por todo ello, nos ha resultado interesante 

aplicar esta técnica por primera vez en nuestra población.  

Los estudios poblacionales de epidemiología molecular de la TB han puesto 

repetidamente de manifiesto que la transmisión reciente en España es mayor en la 

población autóctona que en la inmigrante, como ocurre en el de como el de Íñigo et al. 

(2007), con un 41,9% vs 27,1%, y el de Borrell et al. (2010), con un 44,6% vs el 

28,8%. En nuestra provincia, durante los años estudiados, cabe señalar que también 

se ha observado esta tendencia, aunque la diferencia no alcance significación 

estadística, con un 21,2% de españoles en cluster vs un 16,6% de extranjeros. El 

mismo fenómeno se ha descrito fuera de España, en Houston, Londres y Noruega (de 

Bruyn et al., 2001; Maguire et al., 2002; Heldal et al., 2003). Asimismo, en una 

revisión de 36 estudios de epidemiología molecular realizados en 17 países, se señala 

que el hecho de ser nativo sería un factor de riesgo para formar parte de un cluster 

(Fok et al., 2008). En base a lo comentado, cabría pensar que la mayoría de los 

extranjeros desarrollarían la enfermedad principalmente por reactivación de una 

infección adquirida en su país de origen, hecho que también describen otros autores 

(Diel et al., 2004; Borrell et al., 2010).  

El 25% de agrupaciones en nuestro estudio eran mixtas, formadas por pacientes 

españoles y extranjeros. También en Castellón, Gil et al. (2011) refieren un 30% de 

brotes formados por población extranjera y autóctona, algo superior al de nuestro 

periodo. En otros trabajos realizados en España, se muestran cifras similares o 
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superiores: un 50% de clusters mixtos descritos por Íñigo et al. (2007); un 53% 

referido por Alonso-Rodríguez et al. (2009b) ambos en Madrid; y un 33,8% según 

Borrell et al. (2010) en Barcelona. Todo ello parece indicar que, en España, la 

población extranjera está totalmente integrada con la nacional, al contrario de lo que 

ocurre en otros países europeos con bajas tasas de incidencia, donde no parece que 

haya tanta integración como muestran los datos de Dhale et al. (2007) en Noruega, 

con un 12% de clusters mixtos, y Lillebaek et al. (2002) en Dinamarca, que, con un 

59% de casos de TB en población extranjera, describen que prácticamente no hay 

transmisión entre éstos y la población nativa. 

Cuando analizamos los pacientes en cluster, llama la atención que 8 (27,6%) de los 

casos tuvieron la baciloscopia negativa. Tradicionalmente, los pacientes no bacilíferos 

han sido considerados menos infecciosos, aunque algunos autores comunican que 

éstos son capaces de transmitir la infección (Hernández-Garduño et al., 2004; Sanz et 

al., 2006). Curiosamente, en el trabajo realizado previamente, en nuestra provincia, 

por de Gil et al. (2011) mediante RFLP, el porcentaje fue el mismo (27%). Sin 

embargo, en Elche los autores publican cifras muy superiores (42,3%) de baciloscopias 

negativas (Ruiz-García et al., 2002). En un estudio realizado por Tostmann et al. 

(2008) en Holanda, donde intentan determinar el papel que juegan los pacientes con 

baciloscopia negativa y con cultivo positivo en la transmisión de la TB; comentan que 

una posible explicación es que para poder visualizar una baciloscopia al microscopio se 

requiere una carga bacilar de 5.000-10.000 por mL. Sin embargo, una infección puede 

producirse con un número menor de bacilos. Otra explicación estaría relacionada con la 

realización de la técnica, el tipo de tinción y la experiencia del observador de las que 

depende la sensibilidad. Por otro lado, este hecho también se ve influido por las 

características de los pacientes: los niños y los pacientes VIH positivos suelen tener 

baciloscopia negativa. Estos autores refieren que la transmisión de TB en casos con 

baciloscopia negativa en Holanda es de un 12,6% y recomiendan que en el estudio de 

contactos se tenga en cuenta a estos pacientes como posibles fuentes de transmisión. 

En nuestro estudio, de los 8 casos con baciloscopia negativa al menos 1 era un 

probable caso índice.   

Aunque diversos autores definen  las cepas resistentes como menos transmisibles 

y, por tanto, con menor tendencia a formar clusters (van Soolingen et al., 1999; 

García-García et al., 2000; Burgos & Pym, 2002), de las 29 cepas agrupadas, en 

nuestro caso, hubo un 27,6% (8/29) que mostraron resistencia a algún fármaco de 



Discusión   

116 

 

primera línea. Además, de estas cepas resistentes, 4 estaban agrupadas en 2 brotes 

que se dieron en el año 2010, lo cual explicaría el aumento del porcentaje de la 

resistencia global observado este año. 

Las formas extrapulmonares de los pacientes agrupados fueron anecdóticas en 

nuestra serie, al contrario de lo que describieron otros autores (Ruíz-García et al., 

2002; Gil et al., 2011) En concreto, Hernández-Garduño et al.  (2004) refieren en un 

estudio de epidemiología molecular en Vancouver, que cuando  incluyen los casos de 

TB extrapulmonar, la tasa de transmisión aumenta.  

Pudimos comprobar, al comparar nuestros casos en cluster con los que presentan 

patrones huérfanos, que no hubo prácticamente diferencias en cuanto a la proporción 

de hombres y mujeres en los dos grupos. Dentro del grupo de casos agrupados hubo 

un mayor porcentaje de menores de 15 años, mayor proporción de baciloscopias 

positivas y resistencias. Sin embargo, en el grupo con patrones únicos, aquellos con TB 

por reactivación de una infección antigua, los pacientes presentaban en mayor medida 

factores de riesgo. 

Tras la caracterización molecular de las cepas aisladas en el periodo 2010 a 2012, 

los resultados obtenidos en la presente Tesis, permiten afirmar que la tasa de 

transmisión reciente en la provincia de Castellón es baja en comparación con estudios 

previos. Pensamos que las medidas en el control de la transmisión de la TB son cada 

vez mejores. Destacamos la estrecha relación existente entre clínicos, microbiólogos, 

epidemiólogos y preventivistas en Castellón. De hecho, una comunicación fácil, fluida y 

rápida, ha propiciado un abordaje multidisciplinar de la infección que lleva a que se 

pongan en marcha cuanto antes las medidas de control y tratamiento. Además, la Red 

de Vigilancia Microbiológica de la Comunidad Valenciana (RedMIVA), creada en el año 

2007, y que recoge diariamente a tiempo real todos los resultados microbiológicos de 

la red de hospitales de la Comunidad, permite recuperar todos los casos de TB con 

cultivo positivo, aunque no hayan sido declarados previamente, con lo que el 

porcentaje de pacientes con TB no declarados es cada vez menor en nuestra 

Comunidad.  

En nuestra opinión, y dado que la causa principal de la TB es la infección latente, 

se debería intensificar las medidas en la prevención de la reactivación en población con 

factores de riesgo tales como, diabetes, silicosis, insuficiencia renal crónica, neoplasias, 

alcoholismo, adicción a drogas por vía parenteral e infección por VIH. En los últimos 
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años, la población en la que se está reforzando las medidas de prevención frente a la 

TB son el grupo de pacientes que van a recibir terapias inmunosupresoras 

(transplantados y terapia anti-TNF). Las distintas sociedades científicas (Dermatología, 

Reumatología, Nefrología, Digestivo, etc.) han ido incorporando a sus protocolos el 

diagnóstico de la infección tuberculosa latente (ITL), recurriendo a nuevas 

herramientas diagnósticas como el estudio del IGRA.   

Aunque consideramos que el control de la TB en la provincia de Castellón se está 

llevando a cabo de una forma sistemática y satisfactoria, siempre se podría mejorar, 

asegurando un marco de calidad y eficiencia asistencial. Pensamos que la 

implementación de una Unidad Especializada en Tuberculosis contribuiría a agilizar el 

diagnóstico, tratamiento y seguimiento de los pacientes y en consecuencia abarataría 

los costes. Además, nos permitiría participar en estudios multicéntricos de TB con otras 

unidades ya creadas en nuestro país.  

Además, la incorporación de técnicas de epidemiología molecular de una forma 

sistemática contribuiría a mejorar el conocimiento de las cadenas de transmisión de la 

TB y ayudaría a optimizar las medidas de control. 
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Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, como respuesta a los 

objetivos marcados, permiten extraer las conclusiones siguientes: 

 

1. En el periodo analizado, del año 2008 al 2012, se ha observado una 

tendencia decreciente en las tasas de TB en la provincia de Castellón, hecho 

que coincide con el número de casos con cultivo positivo, los cuales, fueron 

disminuyendo a partir del año 2009.  

 

2. Aunque el número de extranjeros en los dos últimos años del estudio ha 

sido menor, la proporción de los mismos no ha disminuido, siendo aún en el 

2012 de un 43,9%, demostrando la influencia que sigue teniendo este 

grupo de población en la TB de Castellón.  

 

3. El número de hospitalizaciones, y el coste que conllevan, sigue siendo 

elevado, a pesar de que ha disminuido con respecto a otros periodos 

estudiados. Creemos en la necesidad de crear una Unidad Especializada de 

TB, como existe en otras provincias, para poder realizar un mejor 

seguimiento de ciertos pacientes sin tener que ingresarlos en el hospital. 

 

4. La resistencia global detectada es muy superior a lo que se observó en 

estudios previos en nuestra provincia. Los valores detectados de resistencia 

global a isoniazida refuerzan las recomendaciones de la OMS de tratar a los 

pacientes con asociación de 4 fármacos en los dos primeros meses.  

 

5. El porcentaje elevado de resistencia a isoniazida en el año 2010 nos hacía 

sospechar que pudiera haber habido algún brote. Este hecho se confirmó 

con la tipificación molecular. 

 

6. La técnica 15 MIRU-VNTR, con un elevado índice de discriminación, ha 

resultado una herramienta útil en el estudio de transmisión reciente en 

nuestra provincia. Los loci con mayor poder de discriminación en nuestra 
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serie han sido: MIRU 26, MIRU 40, MIRU 10, VNTR 577, VNTR 2401, VNTR 

3690, VNTR 2163b, VNTR 1955 y el VNTR 4052. Consideramos que éstos 

deberían constar siempre en el panel de tipificación molecular de TB en 

nuestro entorno. 

 

7. La aplicación de la técnica de epidemiología molecular 15 MIRU-

VNTR ha permitido detectar siete brotes que no habían sido considerados 

mediante el ECC, probablemente por deberse a contactos esporádicos.  

 

8. Y, por último, la baja tasa de transmisión reciente obtenida hace 

pensar que las medidas de control adoptadas han permitido disminuir la 

diseminación de la enfermedad en nuestra provincia. En consecuencia, se 

considera oportuno que los esfuerzos vayan destinados a aplicar medidas 

para prevenir la reactivación en la población de riesgo, sin olvidarse, en 

modo alguno, del control de la transmisión. 
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Anexo 1: Encuesta epidemiológica de tuberculosis de la Comunidad 
Valenciana. 
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Anexo 2: Modelo de plantilla que acompaña la placa para realizar electroforesis 

capilar en la Sección de Genómica del Servicio Central de Soporte a la 

investigación experimental (Universitat de València).  
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Anexo 3: Fragmentos esperables para cada MIRU, número de repeticiones para 

cada MIRU según el PM obtenido. Se ha rodeado con un círculo azul, el 
número de repeticiones para cada loci MIRU de la cepa patrón H37Ra. 
(Sg. de Beer & van Soolingen., 2012) 
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