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ABREVIATURAS. 

TB = Tuberculosis 

TBM = Tuberculosis meningea 

M. tuberculosis = Mycobacterium tuberculosis 

BAAR = Bacilo Acido- Alcohol- Resistente 

PCR = Reaccién en Cadena de la Polimerasa ( Polymerase Chain Reaction ) 

OMS = Organizaci6n Mundial de la Salud 

MPM = Marcador de peso molecular 

pb = pares de bases 

LCR = Liquido cefalorraquideo 

dNTP's = Desoxinuclesdtidos trifosfatados 

ADN = Acido desoxiribonucleico 

($6110 = Secuencia de insercién 6110 ( Insertion Sequence ) 

Dig = Digoxigenina 

Horganismos = microorganismos



1. INTRODUCCION. 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa generalizada producida 

principaimente por Mycobacterium tuberculosis (denominado Bacilo de Koch descubierto 

en 1882), aunque en raras ocasiones !a enfermedad puede ser causada por 

Mycobacterium bovis (1, 2). Estos microorganismos se caracterizan por ser parasites 

intracelulares con una gran capacidad para sobrevivir dentro de los macréfagos haciendo 

uso de mecanismos de evasi6n como son: a) Impedir la fusiédn del fagosoma con ej 

lisosoma al inhibir ta acidificacién del fagosoma, b) evasién a fa accidn de las enzimas 

lisosomales ai destruir ia membrana fagosomal para escapar al citoplasma y multiplicarse 

libremente dentro de Ja célula y ademas, c) adquisicién de resistencia a las enzimas 

lisosomaies y a reactivos intermediarios de oxigeno y nitrégeno (3, 4). 

Caracteristicas de Mycobacterium tuberculosis. 

M. tuberculosis es un bacilo que pertenece a la familia Mycobactericea dentro dei 

orden de los Actynomicetales y a la clase Schizomicetos (1, 2, 5). 

Cabe mencionar que en los tejidos de animales M. tuberculosis se presenta tipicamente en 

forma de un bacilo recto y delgado midiendo aproximadamente de 2 a 4 um de largo y de 

0.2 a 0.5 ym de ancho, mientras que en los medios de cultivo sus formas pueden variar de 

cocoides a filamentosas. Estructuralmente {a bacteria es una tipica célula procarionte cuya 

membrana citoplasmatica se encuentra cubierta por una pared muy gruesa que contiene 

grandes cantidades de acido meso-diaminopimélico y de arabinogalactana (5, 6). La pared 

posee un alto contenido de lipidos que constituyen mas del 60% del peso seco de la 

bacteria. Estos lipidos se encuentran unidos a las proteinas y a polisacaridos como 

glucana, manana, arabinogalactana y arabinomanana. 

Los glicolipidos y las proteinas se encuentran firmemente unidos a la capa externa de ia 

pared bacteriana y la localizacién de los lipidos le confieren algunas propiedades como son 

la impermeabilidad a las tinciones, la hidrofobicidad, !a resistencia a la destruccién por 

acidos y Alcalis, la resistencia a la digestion intracelular por ios macréfagos y a la actividad



bactericida del cornplemento (5). Entre {os fipidos extraidos de M. tuberculosis con 

solventes organicos neutros se han encontrado ceras verdaderas y glicolipidos. 

Se ha descrito que M. tuberculosis posee tres factores de virulencia, los cuales, son 

localizados en la parte extema de la pared bacteriana. Uno de ellos es el factor cordén que 

ha sido identificado como un micdsido, 6, 6'-dimicoliltrealosa responsable dei crecimiento 

de la bacteria en filas paralelas compactas formando serpentinas y se le ha asociado con la 

capacidad de inducir la formacién de granulomas, ademas de inhibir la migracién de los 

polimorfonucleares al sitio de infeccién (5-7). Su efecto toxico es debido a su interaccién 

con las membranas mitocondriales provocando asi una disminucion de la actividad de tas 

enzimas microsomales dependientes de NAD en varios tejidos (4, 5). 

Otro factor son los sulfatidos que son glicolipidos que reaccionan con el rojo neutro en 

condiciones alcalinas. El papel que se les ha asignado es e] de incrementar la toxicidad del 

factor cordon favoreciendo la formacién del granuloma, ademas de tener la capacidad de 

inhibir la fusi6n fagosoma-lisosoma y promover la sobrevivencia de la bacteria dentro de 

los macréfagos (4, 8). 

Los micésidos son el tercer factor de virulencia caracterizados por ser glicolipidos especie- 

especificos y peptidoglicolipidos de {a bacteria. Los glicolipidos de superficie especie- 

especificos de de M. tuberculosis son \ipooligosacaridos que contienen trealosa. Se ha 

observado que ciertos micdésidos inducen !a formacién de una zona clara alrededor de la 

bacteria fagocitada y probablemente su funcién es Ja de conferirle cierto grado de 

resistencia a la destruccién intracelular (4). 

M. tuberculosis es un aerobio estricto con multipticacién binaria, inmovil, sin flagelos, no 

esporulado y no se ha descrito que sea productor de endotoxinas o exotoxinas. Otra 

caracteristica importante de este microorganismo es su lento crecimiento, esto, en parte 

debido al gran contenido de lipides en su pared. Su temperatura optima para crecer es 

entre 35 a 37°C a un pH entre 6.5 y 7.2 (5-7, 9). En los medios de cultivo sintéticos el 

microorganismo se divide aproximadamente cada 15 a 20 horas, de manera que para tener 

un cuitivo se necesitan mas de dos semanas de incubaci6n. Sin embargo, cuando el medio 

es suplementado con glicerol, sales de amonio, asparagina o una mezcla de aminoacidos 

se ve incrementada su velocidad de crecimiento. 
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La bacteria muestra una preferencia nutricional por los lipidos y se le puede aislar con 

relativa facilidad de las muestras clinicas en medios sdlidos con huevo como son el 

Lowenstein-Jensen y Petragnani en un periodo de 3 a 6 semanas. Sus colonias en medio 

S6lido son rugosas y sin pigmento, usualmente en forma de cordones o bandas serpentinas 

(8). 

El complejo Mycobacterium tuberculosis. 

El término “complejo tuberculoso" ha sido utilizado para referirse a 4 especies de 

micobacterias entre las que se incluyen a M. tuberculosis, M. bovis, M. microti y M. 

africanum (10, 11). Esta asociacién ha sido respaldada por los hallazgos realizados por 

Eisenach y colaboradores (11) quienes con el objetivo de determinar la cercania genética 

de aigunas especies de micobacterias extrajeron ADN cromosémico de tres cepas de 

referencia de M. tuberculosis, dos aislados clinicos de M. tuberculosis, dos cepas de 

referencia de M. bovis, dos de M. bovis BCG y una cepa de referencia de M. kansasii. 

Posteriormente el material genético de estas micobacterias fueron tratados con nueve 

endonucleasas (Bam H1, Pst E ti, Eco R1, Hind ill, Kon I, Pst !, Sal 1, Smal y Sst 1) para 

posteriormente hacer un analisis de patrones de restriccién por electroforesis en gel de 

agarosa al 0.8% y observaron que el unico patrén diferente entre las micobacterias fue el 

mostrado por M. kansasii. Después !levaron a cabo hibridaciones utilizando ocho sondas 

de ADN marcadas con “P provenientes de clones de una genoteca de ADN de M. 

tuberculosis H37Rv, donde se utilizo al bacteri6fago fambda 1059 como vector de 

clonacion. Sus resultados mostraron que M. tuberculosis, M. bovis y M. bovis BCG 

pertenecen a la misma especie existiendo algunas regiones del cromosoma que muestran 

una relacién evolutiva muy cercana entre fos miembros del complejo tuberculoso 

incluyendo a M. microti y M. africanum, pero también existen regiones de alta divergencia. 

Epidemiologia de la tuberculosis. 

La tuberculosis es la principal causa de muerte ocasionada por sdlo un agente 

infeccioso (12-14). A pesar de ser una de las enfermedades mas antiguamente descritas,



hasta nuestros dias sigue constituyendo un serio problema de salud publica a nivel 

mundial. 

Se ha estimado que aproximadamente una tercera parte de la poblacion mundial (1,700 

millones) ha sido infectada por M. tuberculosis y la mayor parte de esta poblacién se 

encuentra principalmente en los paises en desarrollo y esta en riesgo de desarrollar la 

enfermedad. La proporcidn de personas infectadas en los paises desarrollados y los paises 

en desarrollo es similar, sin embargo, en los paises desarrollados el 80% de las personas 

infectadas son mayores de 50 afios, a diferencia de lo que ocurre en los paises en 

desarrollo en donde el 75-80% de las personas infectadas son menores de 50 afios. La 

mayoria de los enfermos son adultos j6venes en etapa econdémicamente productiva entre 

los 15-49 afios y nifios expuestos al contagio desde el} nacimiento y durante su infancia 

(12-1), De acuerdo a los datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 1989 se 

reportaron 1.3 millones de casos y 450,000 muertes ocasionadas por la tuberculosis en 

paises en desarrollo afectando principaimente a nifios menores de 15 arios (12, 14). 

En el afio de 1992 a nivel mundial se registraron mas de 8 millones de nuevos casos de 

tuberculosis y 2.7 millones de muertes y en abril de 1993 la O.M.S. declardo a la 

tuberculosis como un problema mundial de salud y advirtié que la ineficiencia de los 

programas de control de la enfermedad pueden ocasionar que para la ultima década del 

presente siglo se registren 90 millones de nuevos casos y mas de 30 millones de muertes 

(14-16). 

Existen diversos factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de la enfermedad y 

algunos de ellos son los escasos recursos econdémicos, la falta de atencién médica, la 

desnutricién, los estados de inmunodeficiencia, la sobrepoblacién, el aumento de la 

esperanza de vida, el hacinamiento y ia maia ventilacion en !a vivienda. 

A partir de ios afios ochenta se ha observado un incremento alarmante el numero de casos 

de tuberculosis presentandose con mayor frecuencia en las personas infectados por el 

virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). La pandemia ocasionada por el VIH ha sido 

uno de los factores de riesgo que han repercutido de manera importante en el 

resurgimiento de la enfermedad ya que se ha estimado que mas de 3 millones de pacientes 

son infectados por el bacilo tuberculioso y por el VIH. 
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La infeccién por el VIH incrementa las probabilidades para que una infeccién latente y 

asintomatica ocasionada por el bacilo tuberculoso progrese hasta una forma activa de fa 

enfermedad, esto, como consecuencia de un sistema inmune dafiado e incapaz de 

proporcionar !a inmunidad celular adecuada. Generalmente, en este tipo de pacientes las 

formas extrapulmonares de la enfermedad son las mas frecuentes, fo cual, constituye un 

problema ya que son mucho mas dificiles de diagnosticar. En la tuberculosis extrapulmonar 

frecuentemente se ven involucrados sitios relativamente inaccesibles y aun la presencia de 

pocas bacterias puede ocasionar un gran da/io, lo que hace que et diagndéstico sea mas 

dificil de establecer por los métodos bacteriolégicos tradicionales como son el cultivo y la 

tinci6n (12-19). 

Otros de los factores que también han contribuido a este problema es la aparicion de cepas 

multirresistentes a drogas antituberculosas y ademas el incremento de las enfermedades 

causadas por otras micobacterias diferentes de M. tuberculosis a las cuales se les ha 

denominado MOTT (Mycobacteria other than tuberculosis) (9). Estos factores han traido 

como consecuencia el fracaso parcial de los programas encaminados al control de la 

enfermedad, ya que son factores que no habian sido considerados (13, 15, 18). 

El resurgimiento de {a tuberculosis ha ocasionado que los organismos e instituciones 

relacionados con el area de la salud impulsen los estudios de investigacién para el! 

diagndéstico, fa prevencion, el tratamiento y el control de fa enfermedad. 

Tuberculosis en México. 

De acuerdo a ios reportes de la Secretaria de Salud en 1993 la morbilidad 

registrada por tuberculosis en todas sus formas clinicas fue de 17.1 casos por cada 

100,000 habitantes con una tendencia de incremento en tasa de acuerdo a la edad desde 

8.3 para menores de un afio y hasta 52.5 en mayores de 64 afios. Con respecto a ia 

mortalidad en 1993 e] 81.6% fueron causadas por la tuberculosis pulmonar, 1.3% por la 

tuberculosis meningea y el 17% por otras formas (1).



Patogenia de fa tuberculosis. 

La bacteria ingresa al organismo humano principaimente por via aérea mediante la 

inhalacién de material infectante que previamente ha sido eliminado al medio ambiente por 

pacientes con tuberculosis pulmonar activa a través de la tos o el estormudo (1, 2, 4-7). 

Las gotitas permanecen suspendidas en el aire y el riesgo de adquirir !a enfermedad 

depende de !a inhalacion de las gotas que contienen a la bacteria. Las gotas grandes se 

depositan en las vias aéreas altas como son la traquea y los bronquios y son removidas de 

estas regiones por el mecanismo mucociliar de limpieza, mientras que las gotas pequefias 

de aproximadamente 1-5 um que contienen tres o menos bacterias se depositan en los 

alvéoios (4). Los macréfagos aiveolares que constituyen la primera y principal linea de 

defensa en el pulmén, fagocitan la bacteria y la infeccién primaria puede tener dos cursos: 

uno de ellos es que el sistema inmune sea capaz de controlarla y no se desarrolle la 

enfermedad, mientras que el otro, es cuando el sistema inmune es incapaz de controlar ta 

infeccion y la enfermedad progrese hasta su forma activa. En este caso, en pocos dias el 

microorganismo se multiplica ilimitadamente en el interior del macréfago evadiendo los 

mecanismos bactericidas intracelulares hasta que la célula muere y las nuevas bacterias 

son ingeridas por otros macréfagos y este proceso se vuelve a repetir y en el sitio se forma 

la lesi6n primaria (1, 2, 4). 

Posteriormente, la bacteria es diseminada hematogenamente a varios érganos incluyendo 

las secciones apicales de los pulmones, la corteza de tos rifiones, ios cuerpos vertebrales y 

el sistema nervioso central. Una caracteristica de estas regiones es la alta concentracién 

de oxigeno local que presumiblemente ayuda a la sobrevivencia del microorganismo (4). 

En un lapso de 2 a 10 semanas los antigenos micobacterianos se liberan e inducen una 

respuesta inmune humoral que no tiene realmente una funcion importante; también se 

genera ia respuesta inmune celular que es dependiente de los linfocitos T, los cuales, 

sintetizan linfocinas cuya funci6én es la de activar a los macrofagos infectados para que 

tengan la capacidad de destruir a las bacterias que contienen en su interior mediante sus 

mecanismos bactericidas y de esta manera detener el progreso de la enfermedad. La 

hiperactividad conduce a la secrecién de diversos mediadores de ia inflamaci6n y enzimas 

fisosomales, moléculas que junto con las liberadas por jos macréfagos destruidos y por la 
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accién de {os linfocitos T citotéxicos son los responsables de fa necrosis caseosa local y el 

resultado final de la respuesta inmune es la eliminacién de M. tuberculosis en casi todos los 

focos de infeccién. 

La primoinfeccién confiere cierto grado de inmunidad, sin embargo, es relativa ya que no 

elimina totalmente a la bacteria. Esto explica que la tuberculosis en ej adulto con frecuencia 

sea originada por jas bacterias que ingresaron anteriormente y que quedaron en forma 

latente en los nédulos y que se reactivan cuando el sujeto entra a un estado de 

inmunodeficiencia (Reinfecci6n endégena). Este proceso se da principalmente en {os 

paises desarrollados donde existe una baja incidencia de la enfermedad; sin embargo, en 

estos paises existe un pequefio porcentaje que resulta de una infeccién reciente y se da 

principalmente entre los grupos étnicos e inmigrantes (12). En cambio, en ios paises en 

vias de desarrollo que tienen una alta incidencia de la enfermedad ja reinfeccién es 

originada frecuentemente por la llegada de nuevas bacterias provenientes de una fuente 

externa (Reinfeccién exdgena). 

Formas Clinicas de la enfermedad. 

Tuberculosis pulmonar. 

La forma que se presenta con mayor frecuencia es a nivel pulmonar y se caracteriza 

por la presencia de tubérculos y necrosis caseosa. De acuerdo a la informacién recabada 

por la Direcci6n General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud en 1993 en nuestro 

pais fa incidencia de la tuberculosis pulmonar fue de 82.5%, la tuberculosis meningea de 

1.2% y 16.3% para otras formas (9). La forma pulmonar en la mayoria de los casos provoca 

un cuadro crénico caracterizado por {a tos, la expectoracion, la fiebre, la pérdida de peso y 

ataque al estado general. Sin embargo, M. tuberculosis es capaz de afectar a cualquier 

6rgano y sistema en forma progresiva y cronica por lo que el cuadro clinico se encuentra 

muy relacionado con el érgano o sistema afectado. Considerando fa patogenia de la 

infecci6n, la bacteria puede cdiseminarse de los pulmones, que constituye la principal via de 

entrada, hacia otros sitios como son los ganglios linfaticos, ios rifiones, los cuerpos



  

vertebrales y el sistema nervioso central por via hematégena para posteriormente crear 

facos de infeccién que daran origen a las formas extrapulmonares de la enfermedad (1, 2). 

Tuberculosis meningea. 

La tuberculosis meningea (TBM) puede ocurrir a cualquier edad de la vida, pero se 

presenta con mayor frecuencia en menores de 10 afios (20). Su desarrollo sigue a una 

diseminacién hematégena de M. tuberculosis al sistema nervioso central ocurrida durante 

la etapa de infecci6n inicial o mas tarde como resultado de la caseificaci6n del sitio primario 

u otros sitios. 

Los estudios patoldgicos llevados a cabo por Rich y McCordick en 1933 demostraron que 

esta forma de la enfermedad podia ser ocasionada aun en ausencia de la tuberculosis 

miliar ya que hasta entonces se creia que {a diseminacién hematégena era la responsable 

(21). 

Como resultado de estas investigaciones actuaimente se piensa que la TBM es 

consecuencia de la ruptura o el desarrollo de uno o mas tubérculos, lesiones subpiales, 

denominadas Focos de Rich que se desarrollan posteriormente a la diseminacién temprana 

hacia el sistema nervioso central. Los estimulos especificos para la ruptura o desarrollo de 

estas lesiones se desconoce, sin embargo, se cree que existen mecanismos inmunolégicos 

involucrades en éstos procesos. Cuando las lesiones se rampen en el espacio 

subaracnoideo o en el sistema ventricular ocasionan la meningitis, mientras que el 

desarrollo de las lesiones pueden ser meningeos, parameningeos o a lo largo de 

parénquima en alguna porcién del neuraxis. Los signos y sintomas dependen en gran 

medida del sitio de las lesiones y de su grado de extension. 

Diagnéstico de la tuberculosis. 

E| diagnéstico clinico de la tuberculosis puede sospecharse por signos y sintomas 

del paciente como son la tos, la fiebre y la pérdida de peso; sin embargo, existen 

problemas cuando no se tiene un cuadro clinico sugestivo de la enfermedad. 

Para establecer el diagndéstico de la tuberculosis pulmonar la radiografia de torax ha sido 

considerada de gran utilidad, sin embargo, su utilidad es limitada ya que existen imagenes 
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radiolégicas muy similares a las producidas por infecci6n con M. tuberculosis que son 

ocasionadas por otros microorganismos infectantes e incluso por enfermedades 

pulmonares de tipo no infecciosa (22). Estos problemas han determinado que para 

establecer un diagndstico acertado es necesario respaldarse en pruebas bacteriolégicas de 

laboratorio como son el aisiamiento e identificacién de la bacteria. 

En el laboratorio de bacteriologia se cuenta con dos métodos tradicionales para establecer 

el diagndstico el cultivo y la baciloscopia; que a pesar de ser muy ttiles tienen ciertas 

limitaciones. 

El cultivo constituye el "estandar de ora" y proporciona una especificidad del 100% ademas 

de permitimnos realizar pruebas bioquimicas de caracterizacién y pruebas de 

susceptibilidad a {os aislados. Sin embargo, !a principal desventaja que tiene son jos largos 

periodos de tiempo que se requieren para obtener los resultados (3 a 6 semanas) debido al 

lento crecimiento de la micobacteria. Cuando existen pocas micobacterias en el sitio de 

infeccion los cultivos multiples pueden ser necesarios para tener un resultado positivo y 

esto retrasa atin mas el diagndstico. Debe procurarse que una vez que la muestra ha sido 

descontaminada se cultive tan pronto como sea posible ya que la viabilidad de la 

micobacteria disminuye con ei tiempo, especialmente en las muestras en que el agente 

descontaminanate (NaOH) no ha sido completamente neutralizado. Los resultados han 

mostrado una sensibilidad alta para la tuberculosis pulmonar, sin embargo, disminuye para 

las formas extrapulmonares (22). 

La baciloscopia o examen microscépico directo es un método tradicional rapido que se ha 

utilizado para el diagndstico de la tuberculosis pulmonar y la tuberculosis extrapuimonar asi 

como para el contro! del tratamiento (9). Este método cansiste en {a identificaci6n del bacilo 

Acido-alcohol resistente (BAAR) mediante ef uso de dos tipos de tinciones para 

micobacterias: 1) el método de Ziehl-Nielsen o Kinyoun en donde la micobacteria puede 

ser teflida con fucsina basica; éste métode se utiliza con mayor frecuencia debido a su 

accesibilidad y bajo costo; o bien, 2) mediante la tincién de Truant en la que se utiliza una 

mezcla de fluorocromos auramina-rodamina y donde se requiere de un microscopio de 

fluorescencia para hacer la lectura de las laminillas. El uso de los fiuorocromos tiene la 

ventaja de permitir la evaluacion de las muestras en menos tiempo en comparacién con las 
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tehidas con el método de Ziehl-Nielsen. El limite de deteccién de la baciloscopia es de 

aproximadamente 5,000-10,000 bacterias por mililitro de muestra, pero la baciloscopia 

tiene la desventaja de no poder diferenciar a M. tuberculosis de las otras especies 

micobacterianas (23). La especificidad de la baciloscopia es muy aita, sin embargo, su 

sensibilidad es baja ya que en estudios prospectivos de tuberculosis pulmonar ha 

demostrado una sensibilidad del 75% con respecto al cultivo y la sensibilidad es menor de! 

50% en pacientes con las formas extrapulmonares tales como la tuberculosis meningea, la 

tuberculosis pleural y la tuberculosis peritoneal (22). 

Uno de los nuevos procedimientos implementados en algunos laboratorios de bacteriologia 

es inocular en medio liquido selectivo ya que muchas especies de Mycobacterium crecen 

mas rapidamente en los medios liquidos que en tos sélidos. Se trata del sistema de cuitivo 

radiométrico denominado Bactec, el cual, permite detectar el crecimiento de la micobacteria 

al utilizar un medio liquido selectivo que tiene como sustrato el acido palmitico marcado 

con “C. Las micobacterias jo metabolizan y liberan “COs, el cual, es cuantificado por el 

equipo Bactec. Esto hace posible detectar el crecimiento en un periodo de 7 a 14 dias, aun 

cuando no haya el! desarrollo visibie de colonias para lo cual se requieren tres semanas en 

los medios sdlidos (23). 

Otra alternativa para el diagnéstico han sido las técnicas inmunoenzimaticas (ELISA) que 

nos permiten analizar la respuesta humoral de los pacientes con tuberculosis hacia 

determinados antigenos micobacterianos y han mostrado ser utiles en algunas situaciones 

clinicas, pero su sensibilidad y especificidad en términos generales son poco satisfactorias 

(22, 24, 25). 

Existe otro método utilizado para identificar a M. tuberculosis que se basa en el analisis por 

cromatografia de los fipidos de la pared bacteriana por HPLC (High-performance liquid 

chromatography), GLC (gas-liquid chromatography) 0 cramatografia en capa fina. Para 

evar a cabo este procedimiento se hace una extraccién de tos acidos micdlicos de ias 

micobacterias y posteriormente son esterificados y separados por cromatografia. Cada 

especie de micobacteria sintetiza acidos micdlicos especificos, por lo que el patron 

cromatografico de Acidos micdlicos es especifico para cada especie. Este es un método 

rapido ya que requiere menos de cuatro horas para llevarlo a cabo, sin embargo, no es 
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aplicabie al analisis directo de muestras clinicas ya que se requieren cultivos puros (23, 

26). 

Dentro de las técnicas de biologia molecular la hibridaci6n de ADN o ARN con sondas 

especificas han constituido una alternativa ya que en e! mercado existen sondas que 

hibridan especificamente con algunas especies de micobacterias como son M. fuberculosis, 

M. avium, M. intracellulare, M. kansasii y M. gordonae. La prueba se lleva a cabo en unas 

cuantas horas y muestra una sensibilidad y especificidad cercanas al 100% para estas 

especies; sin embargo, tiene ia desventaja de requerir de cultivos puros, ya que la 

sensibilidad es baja cuando se analizan directamente las muestras clinicas. Cabe 

mencionar que el limite de detecci6n por esta técnica es mayor a 100,000 bacterias (23, 

26). 

En jas ultimas décadas se han dado grandes avances en el desarrollo de técnicas mas 

sensibles y especificas que las ya existentes cuyo principal objetivo es el de detectar al 

agente infectante de manera rapida y eficiente. 

Una de fas técnicas es la Reaccién en Cadena de la Polimerasa también conocida como la 

técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) que ha abierto nuevas posibilidades para el 

diagnéstico de las enfermedades infecciosas y no infecciosas. Con respecto a otros 

métodos ha demostrado tener una mayor sensibilidad en la deteccién del agente infectante 

y en investigacién ha sido aplicada en ta identificaci6n de un gran numero de 

microorganismos con fines de diagndéstico, pero hasta ahora ha sido limitada su aplicacion 

clinica (27). 

Reaccién en Cadena de la Polimerasa { PCR ). 

En abril de 1983 Kary B. Mullis conducia su automdévil en las montafias de 

California, y durante este viaje ided una nueva metodologia que no tuviera como limitacion 

el numero de copias de los genes. Actualmente este proceso es conocido como la 

Reaccién en Cadena de ja Polimerasa ( Polymerase Chain Reaction ). 

Esta técnica fue patentada en julio de 1987 y Kary B. Mullis se hizo acreedor al premio 

nobel de quimica en 1993. El PCR ha tenido grandes repercusiones, ya que en los ultimos 
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afios se han publicado y se siguen publicando un gran numero de trabajos utilizando esta 

metodologia aplicada en diferentes campos de Ia investigacién. 

La técnica de PCR permite llevar a cabo la sintesis in vitro de un fragmento especifico de 

ADN en unas cuantas horas. Para este procedimiento se requiere de ia presencia del 

molde de ADN, la mezcla de fos cuatro desoxinucledtidos trifosfatados, los dos 

oligonucledtidos que delimitan el tamafio del fragmento que va a ser amplificado y la 

enzima Tag polimerasa que va a llevar a cabo la sintesis. 

Como se muestra en el siguiente esquema la amplificacién se lieva a cabo en ciclos 

constituidos por tres diferentes temperaturas. La amplificacion se inicia con la 

desnaturalizacién por temperatura (94-95°C) del ADN de doble cadena en presencia de un 

exceso de los dos oligonucledtidos, los cuatro dNTPs y la Taq polimerasa. En este paso, 

las dos cadenas de ADN se separan dando lugar a cadenas sencillas de ADN. 

En el segundo paso, la temperatura de la mezcla de reaccién es disminuida para permitir 

que fos oligonucleétidos iniciadores se unan por complementaridad a las cadenas sencillas 

de ADN en su extremo 5’ y funcionen como iniciadores de la sintesis. Tipicamente estos 

oligonucleétidos tienen secuencias diferentes entre si y son complementarios a las 

secuencias de las cadenas opuestas del molde de ADN; ademas limitan el tamafio del 

fragmento que va a ser amplificado. La temperatura de unién depende de la longitud y 

secuencia de los oligonucledtidos. Finalmente, el tercer paso consiste en la sintesis de las 

nuevas cadenas de ADN llevada a cabo por fa Taq polimerasa a 72°C. 

El ciclo de desnaturalizacién, unién y sintesis del ADN es repetido varias veces y los 

productos generados en un ciclo de amplificacién sirven como moldes de ADN para las 

siguientes amplificaciones. De esta manera, en cada ciclo se duplica ia cantidad de ADN 

amplificado y el principal producto de la reaccién exponencial es un fragmento de ADN de 

doble cadena, que en el extremo 5’ tiene incorporados a los oligonucledtides y su longitud 

esta definida por ta distancia entre ambos iniciadores, 

Los productos amplificados son analizados en electroforesis utilizando un gel de agarosa 0 

de poliacrilamida, posteriormente el gel es tefiido con una solucién de bromuro de etidio y 

tas bandas de amplificaci6n se observan bajo luz ultravioleta. 
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Amplificacién de un fragmento de ADN por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR ) 
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Cabe mencionar que fragmentos mas largos de ADN son generadas durante ia reaccion, 

ya que los productos que se generan en los primeros ciclos son moléculas de ADN de 

tarnafio heterogéneo, donde Ia longitud excede la distancia entre los sitios de unién de los 

iniciadores. En el! segundo ciclo, las moléculas de ADN de tamajio bien definido se 

acumularan en forma exponencial en los siguientes ciclos y seran los principales productos 

de la reaccién. Aunque los fragmentos largos contintian siendo producidos del moide 

original en cada ciclo, estos se acumulan solamente en proporcidn lineal y no contribuyen 

de manera significativa a la cantidad de ta secuencia amplificada. 

E! protocolo original de la técnica de amplificaci6n utilizaba la enzima DNA polimerasa | de 

E. coli denominada también fragmento de Klenow para catalizar la sintesis del ADN. EI 

inconveniente dei uso de esta enzima es que se inactiva a ia temperatura de 

desnaturalizacién del ADN, de manera que en cada ciclo de sintesis se requeria la adicién 

de enzima fresca. Estas reacciones funcionaron adecuadamente con la amplificacién de los 

fragmentos pequerios de ADN (menores de 200 pb) y no asi para los fragmentos grandes. 

Generaimente, el desarrollo fue pobre y los productos fueron heterogéneos en tamafio. 

Estos problemas fueron resueltos con la introduccién de una DNA polimerasa termoestable 

purificada de la bacteria termofilica Thermus aquaticus. Esta enzima puede soportar 

incubaciones prolongadas a 95°C y no es inactivada por la temperatura, por lo tanto, no 

necesita ser reemplazada en cada ciclo. 

Ventajas de PCR sobre otras técnicas. 

Para el diagndéstico de {a tuberculosis la tecnica de PCR ha mostrado ventajas sobre 

las técnicas ya existentes, tales como el cultivo, la tincién, el desarrollo en medio liquido 

selectivo Bactec y ta hibridacién. 

Sobre todas ellas tiene {a ventaja de detectar el material genético de 1 a 100 bacterias en 

muestras clinicas, mientras que {a tincién requiere de la presencia de 5,000-10,000 

bacterias/ml de muestra, la hibridacién de 100,000 bacterias provenientes estrictamente de 

cultivos puros y el cultive requiere de una gran carga bacteriana con buena viabilidad. 
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El PCR puede determinar la presencia dei material genético aun de las bacterias muertas, 

mientras que el cultivo, fa tincién, el Bactec y la hibridacion requieren que las bacterias se 

encuentren vivas. 

El resultado por tincién e hibridacién se obtienen en unas cuantas horas, por PCR se tiene 

en un lapso de 1-2 dias, por Bactec en 7-14 dias y por cultivo en un periodo de 3-6 

semanas. Sin embargo, ia tincidm no nos permite diferenciar a M. tuberculosis de las otras 

especies, mientras que la hibridacién requiere de cultivos puros, ya que cuando se 

analizan directamente las muestras la sensibilidad disminuye. 

La sensibilidad y especificidad det PCR es de 90-100% en muestras clinicas, ia hibridacién 

ha mostrado una sensibilidad y especificidad cercana al 100% en cultivos puros, mientras 

que la tincién y el cultivo muestran una alta sensibilidad (75%) en ta TB pulmonar. 

Aplicacién de PCR en la tuberculosis. 

Con respecto a la tuberculosis, hasta a Ja fecha hay una serie de trabajos 

publicados en los que se ha amplificado por PCR diferentes fragmentos de diferentes 

genes de M. tuberculosis. 

Uno de los genes utilizados para la amplificacion del ADN es el que codifica para la 

proteina de 65-kDa, fa cual, esta presente en todas las micobacterias y ha sido 

ampliamente estudiada como un antigeno de M. leprae. Este antigeno ha sido designado 

como ef antigeno de 65-K o como la proteina de pared celular a (CWP-a) y su secuencia 

nucleotidica ha sido deducida en base a la secuencia de aminoacidos (28). Se trata de una 

proteina de choque térmico que comparte algunas caracteristicas con el antigeno comun 

de P aeruginosa y con la proteina GroEL de E. coli (29, 30). 

En 1989 Hance y cols. tlevaron a cabo la amplificacién de un fragmento de 383 pb del gen 

de la proteina de 65-kDa en M. tuberculosis, M. bovis, M. avium, M. paratuberculosis y M. 

fortuitum, sin embargo, solamente con e! uso de sondas especie-especifica marcadas con 

2B \ograron hacer ja diferenciacién de las diferentes especies de micobacterias. Ellos 

mezciaron células mononucleares de sangre periférica con cantidades conocidas de M. 

tuberculosis y haciendo diluciones seriadas de la suspensién demostraron que la 
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amplificaci6n del ADN permitia detectar menos de 100 micobacterias, demostrando asi que 

la técnica podia ser utilizada con fines de diagndstico (31). 

Brisson-Noel y cols. amplificaron el mismo fragmento y llevaron a cabo la hibridacién en 35 

muestras (esputo, aspirado gastrico, aspirado de absceso y biopsia de nddulo linfoide) de 

34 pacientes con sospecha de tuberculosis. M. tuberculosis fue detectado en 15 muestras, 

donde en 2 de ellas el cultivo y la tincién fueron negativos. 20 muestras fueron negativas 

por PCR al igual que por cultivo y tincién. Al comparar los resuitados de PCR con el cultivo 

y la tincién mostraron que la técnica de PCR tiene mejor sensibilidad que los métodos 

tradicionales (32). 

Pao y cols. amplificaron un fragmento de 165 pb del mismo gen, ej cual, les permitié 

diferenciar a M. tuberculosis y M. bovis BCG de las otras especies de micobacterias. Al 

analizar muestras de esputo y liquido pleural ja sensibilidad que obtuvieron fue de 100% y 

una especificidad de 62.6% con respecto al cultivo (33), mientras que Popper y cols. 

analizaron muestras de tejido incluido en parafina de pacientes con tuberculosis y en todas 

las muestras ia amplificaci6n fue positiva teniendo mejor sensibilidad que la tincién (34). 

Sjobring y cols. amplificaron un fragmento de 419 pb del gen que codifica a la proteina de 

38kDa también conocida como el antigeno proteico b (Pab) (35) que se caracteriza por ser 

especifica del complejo M. tuberculosis (30). La amplificacién fa llevaron a cabo utilizando 

30 moldes de ADN de diferentes especies de micobacterias, 4 de neiserias, 2 de 

estafilacocos, 2 de estreptococos, ADN de leucocitos humanos.y demostraron que la 

amplificacién es especifica con el ADN de M. tuberculosis, M. bovis y M. bovis BCG. Sus 

resultados indicaron que pueden detectar el ADN de menos de 10 bacterias. Analizaron 

algunas muestras de esputo, lavado bronquial y lavado gastrico obteniendo buenos 

resultados (36). 

Por otra parte, Yuen y cols. amplificaron un fragmento de 239 pb de este mismo gen, 

analizando inicialmente ia especificidad de la amplificacién utilizando 31 cepas de M, 

tuberculosis, 15 especies de micobacterias atipicas y algunas bacterias del tracto 

respiratorio. La amplificaci6n se llev6 a cabo solamente con el ADN de M. tuberculosis, M. 

bovis y M. africanum. Posteriormente, analizaron 519 muestras de esputo de 85 pacientes, 

51 pacientes con lesiones radiolégicas sugestivas de tuberculosis y 34 con enfermedad 
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obstructiva crénica de vias aéreas. Para los 51 pacientes el diagndstico de tuberculosis 

pulmonar fue confirmado por cultivo y por PCR solamente en 41 de ellos; 5 pacientes 

tratados antes de la admisién fueron positivos solamente por PCR, mientras que todos los 

pacientes del grupo control fueron negativos por PCR. Ademas, en este estudio observaron 

que el PCR siguiéd siendo positivo después de 4 semanas con tratamiento anti-tuberculoso 

en 29 pacientes, de los cuales, 16 ya tenian cultivo negativo (37). 

Otra de las proteinas cuyo gen ha sido utilizado para amplificar es la proteina MPB64 que 

constituye una de tas principales proteinas de secrecién con peso molecular de 23kDa 

aisiada de M. bovis BCG y especifica del complejo M. tuberculosis, cuyo gen codificante se 

encuentra solamente una copia dentro de! cromosoma de la micobacteria (30, 38, 39). 

En un trabajo previo Shankar y cols. amplificaron un fragmento de 240 pb utilizando varios 

moldes de ADN y la amplificacién del fragmento se llevd a cabo especificamente con las 

micobacterias pertenecientes al complejo M. tuberculosis. Ademas analizaron 23 muestras 

por PCR (esputo, LCR y orina) obteniendo buenos resultados comparados con el cultivo y 

la tinci6n (40). 

Posteriormente, amplificaron este fragmento en muestras de liquido cefalorraquideo para 

evaluar fa utilidad de PCR en el diagndstico de la tuberculosis meningea (TBM). Sus 

resultados mostraron que elf PCR tiene mejor sensibilidad que el cultivo y la técnica de 

ELISA, ya que detecta el 75% de los casos de muy probable TBM, el 57% de los probables 

casos de TBM y el 43% de los posibles casos. Mientras que la técnica de ELISA detecta el 

55% de los casos de muy probable TBM y el 28% para los probables y posibles casos de 

TBM; mientras que el cultivo solamente detecta el 20% de los casos de muy probable TBM 

(41). 

Por otra parte, Manjunath y cols. analizaron diferentes tipos de muestras (esputo, liquidos 

pleurales, liquidos pericardicos, orina, biopsias de endometrio, nédulos linfoides) y la 

técnica de PCR mostré tener mejor sensibilidad que el cultivo y la tincién (42). 

En 1988 Eisenach y cois. identificaron de 10 a 16 secuencias repetitivas en el cromosoma 

de M. tuberculosis (43) y posteriormente Thierry y cols. determinaron la secuencia de 

nucledtidos de la Secuencia de insercién 6110 (186110) (/nsertion Sequence 6110) (44). 
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Esta secuencia de insercién (186110) es especifica del complejo M. tuberculosis (M. 

tuberculosis, M. bovis, M. africanum y M. microti) y se caracteriza por ser un elemento 

genético mévil que generalmente se encuentra de 10 a 20 copias en el cromosoma de M. 

tuberculosis y de 1 a 5 copias en M. bovis. La especificidad y la naturaleza repetitiva de 

($6110 ja han hecho ideal para llevar a cabo la amplificacién por PCR con fines 

diagnésticos ya que permite incrementar la sensibilidad. Posee una longitud de 1361 pb 

con tres sitios de restricci6n para las endonucleasas Pvu ll, Sal  y Bam Hi (10). 

En 1990 Eisenach y cols. amplificaron un fragmento de 123 pb de !S6110 y demostraron la 

especificidad de la amplificacion al utilizar moldes de ADN de diferentes micobacterias en 

donde la amplificacién unicamente se llevé a cabo con el ADN de las micobacterias 

pertenecientes al compiejo M. tuberculosis, ademas el limite de deteccién por PCR fue de 

1 fg de ADN que corresponde a una copia del cromosoma de M. tuberculosis 

(aproximadamente 3000 Kb) (45). 

Posteriormente ampiificaron e} mismo fragmento en muestras de esputo de pacientes con 

tuberculosis pulmonar y la amplificacién proporcionéd buena sensibilidad y especificidad 

para el diagndstico (46). 

La amplificaci6n se ha llevado a cabo en muestras de liquido pericardico para el 

diagndéstico de pericarditis tuberculosa (47) y en sangre de pacientes con tuberculosis 

pulmonar donde se obtuvo una sensibilidad y especificidad de 100% (48). 

Considerando las caracteristicas de los elementos genéticos discutides anteriormente 

como son el gen que codifica para la proteina MBP64 y ia secuencia |S6110, hemos 

llevado a cabo un estudio retrospectivo para evaluar !a utilidad de cada uno de ellos para 

respaldar el diagndéstico de algunas formas de la tuberculosis. 

En el presente trabajo hemos amplificado el] fragmento de ADN de 240pb localizado en ia 

regién (460-700) del gen que codifica para la proteina MPB64 y el fragmento de ADN de 

123pb localizado en ta region (759-881) de 1S6110. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

La tuberculosis es una enfermedad que constituye un problema de salud publica a 

nivel mundial ya que se ha estimado que una tercera parte de la poblaci6n mundial ha sido 

infectada por M. tuberculosis y se encuentra en riesgo de desarrollar la enfermedad. 

Existen factores que han contribuido de manera importante al resurgimiento de la 

enfermedad como son fa pandemia por ef VIH y la aparicion de cepas multirresistentes a 

drogas antituberculosas lo que ha provocado el fracaso de !os programas de control, cuyo 

principal objetivo es detener la transmisi6n entre la poblacién mediante un diagndstico 

oportuno y tratamiento adecuado de los pacientes con tuberculosis pulmonar. 

Ei diagndéstico de ta enfermedad es establecido mediante técnicas tradicionales 

como es el cultivo y ta tincién, sin embargo, proporcionan baja sensibilidad y especificidad. 

Esto ha encaminado a la btisqueda de nuevas metodologias que proporcionen mejores 

resultados, ademas de requerir menor tiempo para establecer ef diagndéstico. Considerando 

la importancia de establecer un diagnéstico rapido y oportuno de la tuberculosis es para los 

grupos de investigacién un gran reto el desarrollar métodos de diagndéstico rapidos y 

altamente sensibles y especificos 

Una nueva alternativa la constituye la Reaccién en Cadena de Polimerasa (Polymerase 

Chain Reaction ) (PCR) ya que permite detectar un bajo numero de micobacterias (1 a 10) 

mediante la amplificaci6n de una secuencia especifica del material genético de M. 

tuberculosis. 
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3. OBJETIVOS. 

1. Amplificar por PCR un fragmento de ADN de 240 pb localizado en la regién 460-700 

del gen que codifica a la proteina MPB64 especifica del complejo M. tuberculosis. 

2. Amplificar por PCR un fragmento de ADN de 123 pb localizado en la regién 759-881 

de la Secuencia de Insercién 1$6110 especifica de! complejo M. tuberculosis. 

3. Llevar a cabo el andlisis de especificidad de amplificacion para ambos fragmentos 

(240 pb y 123 pb ) utilizando diferentes moldes de ADN, asi como también analizar ta 

sensibilidad de PCR para determinar ia minima cantidad de ADN de M. tuberculosis 

que es posible detectar. 

4. Evaluar la utilidad de PCR para respaldar el diagnéstico de fa tuberculosis pulmonar, 

pleural y meningea. 
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4. MATERIALES Y METODOS. 

4.1. Muestras clinicas. 

En el presente trabajo se hizo la evaluaci6n de la técnica de PCR mediante el andlisis de 

dos tipos de muestras clinicas. 

1) Tejido incluido en parafina. 

2) Liquido cefalorraquideo. 

4.1.1, Tejido incluido en parafina. 

Se obtuvieron 40 muestras del laboratorio de Patologia del Instituto Nacional de 

Enfermedades Respiratorias comprendidas en el periodo de 1987-1989, las cuales, fueron 

clasificadas en cuatro grupos en base a datos de laboratorio y hallazgos clinicos. 

Grupo |. Tuberculosis pulmonar. En este grupo se incluyeron 8 biopsias de pulmén con 

granulomas y con cultive positive para M. tuberculosis. 

Grupo Il. Probable tuberculosis pulmonar. En este grupo se incluyeron 17 biopsias de 

puimén con granulomas, BAAR negativo, no se realiz6 el cultivo; sin embargo, los 

hallazgos clinicos y radiolégicos apoyaron e! diagndstico de la tuberculosis. 

Grupo Iii. Tuberculosis pleural. En este grupo se incluyeron S$ biopsias pleurales con 

granulomas y con cultivo positivo para M. tuberculosis. 

Grupo iV. Control, Este grupo comprende 10 biopsias de pulmén y otros tejidas con 

granulomas producidos por micobacterias atipicas o por otros microorganismos como 

Histoplasma, Coccidioides, Brucella, Paracoccidioides. 
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4.1.2, Liquido cefalorraquideo. 

Las 70 muestras de liquido cefalorraquideo fueron proporcionadas por e! Dr. Julio Sotelo 

Jefe del Departamento de tnmunoneurologia de! Instituto Nacional de Neurologia y 

Neurocirugia. Estas le fueron tomadas a los pacientes y se almacenaron a -20°C hasta ser 

procesadas para PCR. Se clasificaron en tres grupos de acuerdo a los datos de laboratorio 

y hallazgos clinicos. 

Grupo |. Tuberculosis meningea. Constituido por 8 muestras de liquido cefalorraquideo 

con Cultivo pasitivo a M. tuberculosis y / o BAAR positivo. 

Grupo if. Probable tuberculosis meningea. Constituido por 13 muestras de fiquido 

cefalorraquideo con cultiva a M. tuberculosis y BAAR negativos; ningun otro patégeno fue 

aislado por cultive, sin embargo, el cuadro clinico y la respuesta al tratamiento con 

antifimicos apoyaron el diagndstico. 

Grupo ill. Control. En este grupo se incluyeron 49 muestras de pacientes con 

enfermedades neurolégicas diferentes a tuberculosis meningea. Se incluyeron muestras de 

pacientes con enfermedades neurologicas infecciosas como: neurocisticercosis, encefalitis 

viral, coccidioidomicosis, meningitis bacteriana, criptocococis. Y enfermedades no 

infecciosas como: esclerosis multiple, enfermedad cerebrovascular isquémica, tumor 

cerebral, pardalisis facial, radiculopatia, enfermedad de Alzheimer, neuritis retrobulbar, 

Sindrome.de Parkinson, Enfermedad de Creutzfeidt-Jacob, adenoma pituitario, escierosis 

amiotrofica cerebral, neurofibromatosis, atrofia Optica Jateral, mielopatia, Sindrome de 

Wallenberg, Sindrome depresivo mayor, cefalea tensional y epilepsia. 
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4.2. Otro material bioldégico. 

4.2.1. Oligonuclestidos 0 iniciadores. 

Los oligonucledtidos utilizados en e! presente trabajo para llevar a cabo la amplificacién del 

fragmento de ADN de 240 pb del gen de la proteina MPB64 y el fragmento de ADN de 123 

pb de la secuencia 1S6110 fueron sintetizados en el Laboratorio de Sintesis de 

Oligonucleétidos de la Universidad de Columbia Britanica en Vancouver, Canada. 

Las secuencias utilizadas son las que se describen a continuacién 5’ -TCC GCT GCC AGT 

CGT CTT CC-3’ y 5’ - GTC CTC GCG AGT CTA GGC CA-3’ para el fragmento de 240 pb 

(Shankar P., Lancet: 1990); 5'-CCT GCG ACG GTA GGC GTC GG-3' y 5'- CTC GTC CAG 

CGC CGC TTC GG-3' para el fragmento de 123 pb (Eisenach K., J Infect Dis : 1990) 

4.2.2. Bacterias. 

El ADN de ™. tuberculosis (ATCC # 103C) fue gentilmente proporcionado por el Dr. Manuel 

Altamirano-Dimas, Jefe del Departamento de Microbiologia del Heather Pavillion Hospital 

en Vancouver, Canada. En este proyecto se utiliz6 para estandarizar las condiciones de 

amplificacién del ADN, asi como también para ser utilizado como control positivo de 

amplificacién para cada uno de los experimentos. 

M. tuberculosis H37Rv es {fa cepa virulenta con que cuenta el Departamento de 

Microbiologia de! Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias y se crecid en el medio 

Lowenstein-Jensen. 

M. tuberculosis H37Ra es una cepa con la que ahora cuenta e! Departamento de 

Microbiologia del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, y se crece en medio 

de cultivo 7H9. Originalmente fue proporcionada por la Universidad de Case Westem 

Reserve, Clevelan, Ohio. 

M. bovis, M. avium, M. avium-intraceliulare, M. gordonae, M. scrofulaceum y M. kansasii 

crecidas en medio Lowestein-Jensen fueron proporcionadas por el Departamento de 

Infectologia del Instituto Nacional de fa Nutricién Salvador Zubiran. 

El ADN de M™. bovis aisilado de un paciente con tuberculosis fue proporcionado por el 

Departamento de Parasitologia y Microbiologia de la Facultad de Medicina, UNAM. 
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M. bovis BCG crecido en medio Lowestein-Jensen fue proporcionado por Departamento de 

Micobacterias del Instituto Nacional de Referencia Epidemiolégica (INDRE). 

N. asteroides y N. brasiliensis también fueron donadas por el Departamento de Infectologia 

del Instituto Nacional de la Nutricién Salvador Zubiran. 

El ADN de E.coli cepa BH101 fue extraido en el Departamento de Inmunogenética del 

Instituto Nacional de Referencia Epidemiolégica de la Secretaria de Salud. 

4.2.3. Linfocitos. 

Et AON de linfocitos de sangre periférica se obtuvo siguiendo la metodologia 

proporcionada por el Departamento de Inmunogenética del Instituto Nacional de Referencia 

Epidemioldgica (INDRE) de la Secretaria de Salud. 

4.3. Procedimientos de extraccién de ADN. 

4.3.1. Micobacterias. Iniciaimente las micobacterias se crecieron en medio Lowenstein- 

Jensen y utilizando un hisopo estéril se transfirid una pequefia cantidad de masa 

bacteriana a un tubo eppendorf de 1.2 mi resuspendiéndola en 320 ul de TE (Tris 10 mM, 

EDTA 1 mM, pH=8.0). Se agregaron 50 ul de lisozima al 3.3% y las muestras fueron 

incubadas durante 1 hr a 37°C; posteriormente se les agregaron 30 ul de SDS al 20% 

incubandola 1 hr a 65°C. Finalizado este paso se agregaron 100 il de perclorato de sodio 

5M mezclando y dejando a temperatura ambiente por 10 min y posteriormente se les 

agregdé 500 il de la mezcla cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). El tubo de fa reaccién fue 

sometido a agitacién durante 30 min y posteriormente se centrifugd a 14,000 rpm durante 

15 min y la fase acuosa se transfirié a otro tubo y el ADN se precipitd con 50 pl de acetato 

de sodio (3 M, pH=5.2) y 700 ul de etanol absoluto frio. Para favorecer la precipitacién del 

ADN las muestras se incubaron a -20°C (15-30 min). Se cenitrifugé a 14000 rpm durante 15 

min y posteriormente el ADN se lavo con 700 ul de etanol frio al 75% y se dejo secar por 

evaporacion. Finalmente se resuspendié en agua destilada estéril y se conservé a -20°C 

hasta ser utilizado para la amplificaci6n por PCR. 
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4.3.2. £. coliBH101. La bacteria se sembrdé en el medio !iquido LB y se incubé toda la 

noche a 37°C con agitacién, se distribuyé el medio en tubos de 13 ml y se centrifug6é a 

3000 rpm durante 10 minutos. El paquete bacteriano se resuspendié en 10 ml de solucién 

salina-citratos y se distribuyd en 20 tubos de 1.2 ml agregando 500 ul en cada uno y se 

centrifugaron a 12000 rpm durante 2 min. Se eliminéd el sobrenadante y e/ paquete 

bacteriano se resuspendié en 250 pl de solucién de lisis 2X (glucosa 100 mM, EDTA 20 

mM, Tris-HC! 50 mM, pH= 8.0) conteniendo lisozima a una concentracion final de 8 mg/ml y 

10 pl de NaC! a una concentracién final de 0.15 M, se mezclé y se dejaron 10 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente se agrego un volumen equivalente de fenol saturado 

(Gibco) y se mezclé para posteriormente centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos a 4°C. La 

fase acuosa se recuperé en otro tubo y el ADN se precipité con NaC! e isopropanol; con la 

ayuda de una pipeta se recuperd el ADN y se lavé con etanol frio al 70%. Se dejé secar y 

se resuspendio en TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH=8.0) y se guardo a -20°C. 

4.3.3. Linfocitos humanos de sangre periférica. Se tomaron 25 mi de sangre periférica 

con 3 mi de EDTA al 5%(pH= 7.3) como anticoagulante y se centrifug6é a 3000 rpm durante 

10 min a 4°C. Con una pipeta Pasteur se tomo la capa de leucocitos localizada sobre los 

eritrocitos recuperandolos en otro tubo y se les agregé 20 mi de solucién para lisis de 

eritrocitos (MgCl, 5 mM, NaCl 10 mM, Tris-HCI 10 mM, pH= 7.6), se mezcl6 y se centrifugd 

a 1500 rpm durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se eliminé y el paquete de leucocitos 

fue tratado con 1 mi de solucién de lisis para gldbulos blancos conteniendo proteinasa K a 

una concentracién de 200 pg/ml y se incubé toda la noche a 55°C. Se procedié a extraer el 

ADN dos veces con 1m! de feno!l saturado (Gibco) centrifugando a 3000 rpm durante 10 

min a 4°C, posteriormente se hizo otra extraccién con 1 mi de la mezcla fenol-cloroformo- 

alcohol isoamilico (25: 24: 1). Se recuperd la fase acuosa y se le agrego NaCI a una 

concentracién final de 100 mM y 1 ml de isopropanol frio, se mezcl6 y se dejé durante 10 

min a -20°C. El ADN se recuperé con una pipeta Pasteur y se lavé con etanol frio al 75%, 

se dejé secar y finalmente se resuspendié en agua destilada estéril y se mantuvo a -20°C 

hasta ser utilizado en PCR. 
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4.3.4. Tejido incluido en parafina. Se hicieron cortes de 10 um de espesor de las 

muestras de tejido incluido en parafina y se colocaron dentro de un tubo eppendorf de 1.2 

ml y se procedié a eliminar la parafina. 

a) .Desparafinacién. Se agregaron 700 jl de xilol (Merck) y la muestra se dejé incubando 

en bario de aqua a 55°C por 15 min; al finalizar este paso ia muestra se centrifugé a 14000 

pm durante 3 min y el sobrenadante fue eliminado (este paso se repitidé nuevamente). 

Posteriormente el tejido se lavé dos veces con 700 J! de etanol absoluto y se dejé secar 

por evaporacién. 

b) Extraccién. El tejido desparafinado se resuspendié en 320 pl de TE (Tris 10 mM, EDTA 

1 mM, pH=8.0) y se le agregaron 50 ul de lisozima al 3.3 % y se incubé durante 1 hr a 

37°C. Posteriormente, se le agregaron 30 pl de SDS al 20 % y se incubdé 1 hr a 65°C. Sele 

agregaron 100 ul de ta solucion de lisis conteniendo Proteinasa K a una concentracién de 2 

mg/ml y se dejé toda la noche a 56°C. Al dia siguiente la muestra fue tratada con 100 pl de 

perclorato de sodio 5M dejando 10 min a temperatura ambiente y se hizo una extraccién 

con 600 pI de fa mezcla cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) centrifugando a 14000 rom 

durante 15 min. La fase acuosa se recuperd y transfirié a otro tubo y el ADN fue precipitado 

con 60 iI de acetato de sodio (3 M, pH=5.2) y 700 ul de etanol absoluto frio. Para favorecer 

la precipitaci6n del ADN la muestra se mantuvo a -20°C por 15-30 min y posteriormente se 

centrifugo a14000 rpm por 15 min. Ef etanol fue eliminado cuidadosamente y se agregaron 

700 i de etanol frio al 75% para lavar el precipitado. El ADN se dejé secar y se 

resuspendié en agua destilada estéril conservandolo a -20°C hasta ser utilizado para la 

ampiificaci6én por PCR. 

4.3.5. Liquido cefalorraquideo. Las muestras de liquido cefalorraquideo fueron 

centrifugadas durante 5 min a 14000 rpm y el precipitado se utilizé para Hevar a cabo la 

extraccién de ADN siguiendo el procedimiento aplicado a las muestras de tejido descrito en 

4.3.4. (inciso b) . 
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4.4. Concentracién éptima de MgCl, en la amplificacién del ADN. 

Para iniciar la amplificaci6n del fragmento de ADN de 240 pb de! gen que codifica a la 

proteina MPB64, el primer paso fue establecer la concentracién éptima de MgCl en la 

mezcia de reaccién. Para determinarla preparamos siete soluciones de reaccién 10X con 

las siguientes concentraciones de MgCl2: 15 mM, 20 mM, 25 mM, 30 mM, 40 mM, 50 mM y 

sin MgCl. La amplificacién del fragmento se liev6 a cabo manteniendo constantes fos 

siguientes parametros: 100 pg de ADN de Ia cepa de referencia de M. tuberculosis (ATCC # 

103C), 100 ng de cada uno de los iniciadores, 5 ul de solucién de amplificaci6n 10X y 1.0 

unidad de Taq polimerasa (Gibco). El volumen final de cada reaccién fue de 50 tl. 

4.5. Concentracion éptima de los iniciadores. 

Una vez determinada la concentracion de MgCl. procedimos a establecer la concentracién 

éptima de los iniciadores y para esto, llevamos a cabo la amplificacién del fragmento de 

240 pb manteniendo constantes: 100 pg de ADN de la cepa de referencia de M. 

tuberculosis (ATCC # 103C), 5 ul de solucién de reaccidn 10X y 1.0 unidad de Taq 

polimerasa. Los iniciadores fueron agregados a las siguientes concentraciones: 20 ng, 40 

ng, 60 ng, 80 ng, 100 ng, 150 ng y 200 ng. Mientras que para la amplificacién del fragmento 

de 123 pb se utilizaron: 20 ng, 40 ng, 60 ng, 80 ng y 100 ng. 

4.6. Especificidad de !a amplificacién. 

Para analizar la especificidad de amplificacién para los fragmentos de 240 pb y 123 pb se 

llev6 a cabo un experimento en el que se utilizaron diferentes moides de ADN. En este se 

incluy6 el ADN de 8 micobacterias (M. tuberculosis ATCC #103C, M. tuberculosis H37Rv, 

M. bovis, M. avium, M. avium-intracellulare, M. gordonae, M. scrofulaceum, M.kansasii), 2 

nocardias (N. asferoides, N. brasiliensis) y E. coli BH101. Ademas se incluyo el ADN de 

linfocitos humanos de sangre periférica teniendo como objetivo constituir un control, ya que 

se debe asegurar que la amplificacién no se lleve a cabo con el ADN del huésped. Para la 

amplificacién del fragmento de 240 pb se utilizaron 100 pg de cada uno de los ADNs, 

mientras que para el fragmento de 123 pb se utilizaron 20 pg. 
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4.7. Sensibilidad de la amplificacién. 

Para analizar la sensibilidad de amplificaci6n se utilizaré como molde diferentes cantidades 

del ADN de la cepa de referencia de M. fuberculosis (ATCC # 103C). Para el andlisis de la 

sensibilidad de amplificacion del fragmento de 240 pb se utilizaron 100, 80, 60, 40, 20, 10, 

0.5 y 0.1 pg, mientras que para el fragmento de 123 pb se utilizaron 1.0, 0.5, 0.1 y 0.01 pg. 

Cabe mencionar que inicialmente se utilizaron las mismas cantidades de ADN para 

amplificar ambos fragmentos; sin embargo, para el fragmento de 123 pb se hicieron mas 

diluciones ya que no se advertia correlacién entre la intensidad de la amplificacion y la 

concentracién. Al hacer las diluciones observamos que puede amplificar bajas cantidades 

de ADN. 

4.8. Preparacién de las muestras para la amplificaci6én de ADN por PCR. 

En un tubo de 0.6 ml se agregaron los siguientes reactivos para amplificar el fragmento de 

240 pb. 

Componentes Volumen Concentraci6n final 

1) Agua destilada estéril 16 ul — 

2) Solucién de reaccién 10 X 5 ul 1X (MgClz 2.5 mM) 

( MgC! 25 mM ) 

3) Mezcla de dNTPs 1.25 mM 8 yl 0.2 mM cada uno 

4) Iniciador B1 (20 ng/l) 5 ul 2ng 

5) tniciador B2 (20 ng/ul) 5 ul 2ng 

6) ADN de las muestras 10 ul — 

7) Taq polimerasa (1unidad/ul) iu 0.02 unidades 

Volumen fina! de ia reaccién = 50 ul 

Para la amplificacion del fragmento de 123 pb se agregaron 20 pl de agua y 3 pl de cada 

uno de los iniciadores (B3 y B4) a una concentracién de 20 ng/l. 

Cabe mencionar que antes de agregar la enzima, la mezcla de reaccién conteniendo el 

ADN fue cubierta con una gota de aceite mineral (Sigma) y se incubd a 95°C durante 5 min. 

Finalmente se amplifico el ADN en un DNA Thermal Cycler 480 Perkin Eimer Cetus. 
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Control negativo. En cada uno de los experimentos se incluyé un control negativo de la 

amplificaci6n que tiene todos los componentes de la reaccién excepto el ADN de M. 

tuberculosis cuyo volumen se sustituy6 con agua. Con este control podemos evaluar las 

contaminaciones. 

Control positive. También se incluyé un control positive que contiene una cantidad conocida 

de ADN de M. tuberculosis de la cepa de referencia ATCC # 103C. 

4.9. Amplificacién det fragmento de 240 pb de MPB64, 

Para amplificar el fragmento de 240 pb del gen que codifica para la proteina MPB64 

especifica del complejo M. tuberculosis se utilizaron iniciadores con una longitud de 20 

nucledtidos y con las siguientes secuencias ( 40 ): 

5'- TCC GCT GCC AGT CGT CTT CC 3 

5'- GTC CTC GCG AGT CTA GGC CA -3' 

( Shankar P., Lancet: 1990 ) 

Condiciones estandanizadas. En la mezcia de reaccion se utilizé 2.5 mM de MgCl, 100 ng 

de cada uno de los iniciadores y 1.0 unidad de Taq polimerasa por reaccién. En cada 

experimento se incluyo un control positivo constituido por 100 pg de ADN de la cepa de 

referencia de M. tuberculosis (ATCC # 103C). La amplificacién se llev6 a cabo durante 37 

ciclos;, cada uno de ellos con: 2 min a 95°C; 2 min a 50°C y 2 min a 72°C. En el ultimo ciclo 

la sintesis fue prolongada por 8 min. 

4.10. Amplificacién del fragmento de 123 pb de 1S6110. 

Para el fragmento de ADN de 123 pb de ia Secuencia de Insercién 1S6110 especifica del 

complejo M. tuberculosis se utilizaron las siguientes secuencias de iniciadores con una 

longitud de 20 nucledtidos (45): 

5'- CCT GCG AGC GTA GGC GTC GG 3 

§'- CTC GTC CAG CGC CGC TTC GG -3' 

( Eisenach K., J Inf Dis:1990 ) 
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Condiciones estandarizadas. Se utiliz6 2.5 mM de MgCl; 60 ng de cada uno de los 

iniciadores y 1.0 unidad de Taq polimerasa por reaccién. En cada experimento se incluyo 

un control positivo constituido por 1 pg de ADN de la cepa de referencia de M. tuberculosis 

(ATCC # 103C). La amplificacién se tlev6é a cabo durante 47 cicios; cada uno de ellos con: 

2 min a 72°C; 2 min a 68°C y 2 min a 72°C con extensién de 2 seg por ciclo. En el ultimo 

ciclo la sintesis fue prolongada por 8 min. 

Cabe mencionar que para establecer las condiciones déptimas de trabajo previamente se 

hicieron experimentos de titulacidn para cada uno de los sistemas de amplificacion. 

4.11. Analisis electroforético de ADN. 

4.11.1. ADN Cromosomal. EL ADN de las bacterias y de los linfocitos fueron analizados 

por electroforesis en gel de agarosa ( Biorad ) al 0.8% en solucién amortiguadora TBE (Tris 

89 mM, Acido Borico 89 mM, EDTA 2 mM, pH=8.3). Se mezciaron 5 ul de la muestra de 

ADN con 3 ul de la solucién de corrida y se aplicaron en cada uno de los carriles del gel; se 

incluyeron marcadores de alto peso molecular con un rango de 9-48 Kb (Gibco) y la 

electroforesis se llevé a cabo durante 1.5 hr a 70 volts. Posteriormente, el gel fue tefido 

con una solucién de bromuro de etidio a una concentracién de 1 yg/mi durante 5-10 min y 

las bandas fueron visualizadas bajo luz UV en un transiluminador (Hoefer) y se tomé una 

fotografia del gel. 

4.11.2. Productos Amplificados por PCR. Los productos de ADN amplificados por PCR 

fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa (Biorad) al 2% en TBE. Se tomaron 20 

pl del producto de PCR y se mezclaron con 5 ul de solucién de corrida y se realizo la 

electroforesis durante 1.5 hr a 70 volts. En cada electroforesis se incluy6 el marcador de 

peso molecular 123 pb DNA Ladder (Gibco) con un rango de 123 a 4,182 pb en 

incrementos de 123 pb. E! gel fue tefido con la solucién de bromuro de etidio durante 5-10 

min y las bandas fueron visualizadas bajo luz UV y se tom6 la fotografia. 

31



  

  

4.12. Marcaje del fragmento de 123 pb con digoxigenina por PCR. 

Para los experimentos de hibridacién se utilizé una sonda sintetizada y marcada en nuestro 

laboratorio con fos reactivos de Boehringer. La sonda fue sintetizada por PCR bajo las 

mismas condiciones de amplificacién del fragmento de 123 pb, radicando la diferencia en !a 

mezcla de dNTP's utilizada. Para el procedimiento de marcaje se utiliz6 la mezcla de 

dNTP's comercial (Boehringer) que contiene: 1 mM dATP, 1 mM dCTP, 1 mM dATP, 0.65 

mM dTTP, 0.35 mM Dig-11-dUTP. Las caracteristicas de la mezcla permitieron obtener una 

sonda marcada con digoxigenina y la eficiencia de! marcaje se evalud de dos formas. Una 

de elias fue por analisis en electroforesis del producto marcado en gel de agarosa al 2% y 

la otra haciendo diluciones seriadas del producto marcado y adicionando 1 wl de cada 

diluci6n sobre la membrana de nylon para posteriormente llevar a cabo la 

inmunodetecci6n. 

4.13. Transferencia neutra. 

Una vez tlevada a cabo la electroforesis de los productos amplificados, el get fue tratado 

durante 45 min con una solucién de NaCl 1.5 M-NaOH 0.5 M para desnaturalizar el ADN y 

posteriormente neutralizarlo por 30 min con una solucion de NaCl 1.5 M- Tris 1M, pH=7.4. 

La transferencia de ADN a la membrana de nylon (Boehringer) se llevé a cabo durante al 

menos 6 hrs en condiciones neutras con solucién SSC 10X (NaCI 3 M, Citrato de sodio 0.3 

M, pH=7.0) utilizando e} sistema de transferencia por capilaridad (51). Una vez finalizada la 

transferencia, 'a membrana se lavé con solucién SSC 6X durante 5 min y se dej6 secar a 

temperatura ambiente; posteriormente se expuso a la luz UV durante 3 min para favorecer 

la unién del ADN a la membrana de nylon. 

4.14, Hibridacién. 

La membrana de nyion fue prehibridizada en una bolsa de plastico con la solucién de 

hibridaci6én (5X SSC, 0.1% N-laurilsarcosine, 0.02% SDS, 1% reactivo para bloquear) 

durante 2 hrs a 68°C; finalizado este paso la solucién se elimind y se agregé la solucion de 

hibridacién conteniendo el fragmento de 123 pb marcado con digoxigenina previamente 

ro 
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desnaturalizado (5 min a 100°C seguido por 1 min en hielo) a una dilucién 1:200. La bolsa 

fue sellada perfectamente y sometida a incubacién toda la noche a 68°C; al dia siguiente la 

solucioén se recuperé en un tubo y la membrana se sometié a los siguientes lavados: 2 x 5 

min a temperatura ambiente con 50 ml de: (2X SSC; 0.1% SDS) y 2 x 15 min a 68°C con 50 

ml de: (0.1X SSC; 0.1% SDS). Finalmente se tlevé a cabo fa inmunodeteccién. 

4.15. Inmunodeteccién. 

La membrana de nylon se lavé 1 min con la solucién 1 (acido maleico 0.1M, NaC} 0.15M, 

pH=7.5) y posteriormente se incubé por 30 min con Ja solucién para bloquear y una vez 

finalizado este paso la membrana fue lavada. Se preparé una dilucién 1:5000 del 

anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina y la membrana fue incubada 

con 20 mi de Ia dilucién durante 30 min a temperatura ambiente con agitacién constante. 

Posteriormente, para eliminar el exceso de! anticuerpo la membrana se lavé 2 x 15 min con 

100 ml de solucién 1. La membrana se equilibré con 20 mi de solucién 2 (Tris-HCI 100 mM, 

NaCl! 100 mM, MgCt, 50 mM, pH=9.5) durante 3 min y finalmente fue incubada con 10 ml de 

substrato preparado con: 45 ql de azul de tetrazolio; 35 pl de 5-bromo-4-cloro-3-indolil 

fosfato y 10 mi de solucién 2. La reaccion se llev6 a cabo en la obscuridad y se dejé el 

tiempo suficiente para el desarrollo de color. Finalmente a reaccién fue detenida con 50 mi 

de ia solucién 3 (Tris-HC! 10 mM, EDTA 1 mM, pH=8.0). 

4.16. Sensibilidad y especificidad. 

Ambos parametros son caracteristicas de las pruebas de diagndéstico y fueron calculados 

utilizando las siguientes formulas. 

%Sensibilidad = Numero de sujetos enfermos con resultado positivo X 100 

Numero total de sujetos enfermos 

%Especificidad = Numero. de sujetos no enfermos con resultado negativo X 100 

Numero total de sujetos sin la enfermedad 
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4.17. Analisis estadistico. 

Para evatuar la significancia estadistica se utiliz6é el Calculo de la P exacta de Fisher, y se 

compararon los grupos de pacientes con tuberculosis con respecto al grupo control. 
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5. RESULTADOS. 

Anilisis electroforético de los ADNs cromosémicos 

El presente trabajo se inicid con la extracci6n de ADN de cultivos puros de siete 

micobacterias (M. tuberculosis H37Rv, M. bovis, M. avium, M. avium- intracellulare, M. 

scrofulaceum, M. kansasii y M. gordonae); dos nocardias (N. asteroides y N. brasiliensis); 

E. coli BH101 y de linfocitos humanos de sangre periférica; los cuales, fueron sometidos a 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. En la figura 1 se muestra que el ADN 

cromosémico se encuentra presente y la diferente intensidad es debido a que se analizaron 

concentraciones variables de cada uno. Estos ADN posteriormente fueron utilizados como 

moides para valorar fa especificidad de amplificacién para ambos fragmentos. 

123 4 5 6 7 8 9 10 11 12     
  

Figura 1 

Anilisis electroforético de los ADNs cromosémicos en gel de agarosa al 0.8%. 

Lineas: 1.- MPM (9- 48Kb); 2.- M. scrofulaceum, 3.- M. gorcdonae; 4.- M. avium, 5.- M. avium- 

intraceliulare; 6.- M. kansasif; 7.- M. bovis; 8.- M. tuberculosis H37Rv ; 9.- E. coli BH101; 10.- 

Linfocitos humanos; 11.- NV. asteroides; 12.- N. brasiliensis. 
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Amplificacién del fragmento de 240 pb de MPB64. 

Se hicieron los experimentos de titulacién para estandarizar jas condiciones de 

amplificaci6n como fueron: la concentraci6n de MgChk, la concentracién de los 

oligonuclestides, el numero de ciclos para la amplificacién y la concentracién de la Taq 

polimerasa por cada reaccién. Para \levar a cabo estos experimentos se utiliz6 como molde 

el ADN de Ia cepa de referencia de M. tuberculosis ATCC # 103C y se procedié a evaluar fa 

sensibilidad y especificidad de la amplificacién. 

Concentracién é6ptima de MgC, 

Para amplificar el fragmento de 240 pb se utilizd la solucién de reaccién 10X con diferentes 

concentraciones de MgCl, y en la figura 2 se muestra que la amplificacién se Ilevé a cabo 

solamente en presencia de MgCl en un rango de 15 a 50 mM, no existiendo diferencia en 

la amplificaci6n con respecto a la concentracién de MgCl. De este hecho, se decidid 

trabajar con la concentracion de 25 mM. 
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Figura 2 

Concentracién optima de MgCl. 

La amplificacién del fragmento de 240 pb se llev6 a cabo utilizando 100 pg del ADN de M. 

tuberculosis (ATCC # 103C) ; manteniendo constantes los oligonucledtidos, la mezcla de dNTPs , 

la Taq polimerasa y variando la concentracién de MgCl. Lineas: 1.- Sin MgCl, 2.- 15 mM, 3.- 20 

mM, 4.- 25 mM, 5.- 30 mM, 6.- 40 mM, 7.- 50 mM, 8.- MPM (123- 4,182 pb). 
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Concentraciéon optima de los iniciadores. 

La concentracién dptima de los iniciadores se determiné analizando un rango de 20 a 200 

ng de cada uno. En la figura 3 se muestra que la ampiificacién se llev6 con todas las 

concentraciones experimentadas, pero {a mejor amplificacién se da cuando se utilizan 100 

ng de cada uno por reaccién. 

12345 6789 

-240pb     
Figura 3 

Concentracién éptima de los iniciadores. 

Se utilizo al ADN de M. tuberculosis (ATCC # 103C) y concentraciones constantes de dNTPs, 

MgCl, y Taq pojimerasa. Se variaron las concentraciones de los iniciadores. Lineas: 1.- 20 ng, 2.- 

40 ng, 3.- 60 ng, 4.- 80 ng, 5.- 100 ng, 6.- 150 ng, 7.- 200 ng , 8.- Control negativo de PCR y 9.- 

MPM (123 - 4,182 pb) 

Sensibilidad de amplificacién para el fragmento de 240 pb. 

En ia figura 4 se muestran los resultados obtenidos al llevar a cabo el andlisis de 

sensibilidad de la amplificacian del fragmento de 240 pb utilizando diferentes cantidades de 

ADN de la cepa de referencia M. tuberculosis ATCC #108C y la amplificacién del fragmento 

fue capaz de detectar hasta 0.5 pg de ADN de M. tuberculosis. 
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Figura 4 

Sensibilidad de amplificacién por PCR para el fragmento de 240 pb. 

Se utilizaron diferentes cantidades de ADN de la cepa de referencia M. tuberculosis ATCC # 103-C. 

Lineas: 1.- 100 pg; 2.- 80 pg; 3.- 60 pg; 4.- 40 pg: §.- 20 pg; 6.- 10 pg; 7.- 0.5 pg; &- 0.4 pg; 9.- 

Control negativo de PCR; 10.- MPM (123 - 4,182 pb) 

Especificidad de amplificacién para el fragmento de 240pb. 

Se procedié a analizar ta especificidad de amplificacién para este fragmento utilizando 

100pg de 10 diferentes moldes de ADN (8 micobacterias, E.coli BH101 y el ADN de 

linfocitos humanos de sangre periférica) y en la figura 5 se observa que la amplificaci6n se 

llev6 a cabo especificamente con el ADN de M. tuberculosis H37Rv y con M. tuberculosis 

ATCC #103-C, pero no asi con M. bovis. 

Para confirmar los resultados de la amplificacién con el ADN de M. bovis, realizamos una 

nueva extraccion de ADN de la misma cepa de M. bovis, ademas, conseguimos dos cepas 

de M. bovis de otros laboratorios y los sometimos a la amplificacion incluyendo en este 

experimento el ADN de M. tuberculosis H37Rv, M. tuberculosis H37Ra y M. tuberculosis 

ATCC #108C. En Ia figura 5A se puede observar que la amplificacién se llevd a cabo con 

todos los ADN, sin embargo, con la cepa de referencia la amplificaci6n se da en menor 

grado. 
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Figura 5 

Especificidad de amplificacién por PCR para el fragmento de 240pb. 

100 pg de cada uno de los moldes de ADN fueron sometidos a la amplificacién. Lineas: 1 y 12.- 

Controles negativos de PCR; 2.- M. scrofulaceum; 3.- M. gordonae; 4.- M. aviurn, 5.- M. avium- 

intraceliulare; 6.- M. kansasii; 7.- M. bovis; 8.- M. tuberculosis H37Rv, 9.- M. tuberculosis ATCC 

#103C; 10.- E. coli BH101; 11.- Linfocitos humanos; 13.- MPM (123 - 4,182 pb) 
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Figura 5A 

Amplificacién del fragmento de 240 pb. 

100 pg de cada uno de los moldes de ADN fueron sometidos a la amplificacién. Lineas: 1 y 8.- 

Controles negativos de PCR; 2.- M. bovis (Fac. de Medicina); 3.- M. bovis BCG (INDRE),; 4- M. 

bovis (Cepa de referencia); 5.- M. tuberculosis H37Rv; 6- M. tuberculosis H37Ra ; 7- M. 

tuberculosis ATCC #103C; 9.- MPM ( 123 - 4,182 pb ) 
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Amplificacién del fragmento de 240 pb en muestras de tejido incluido en 

parafina. 

Una vez conocida la sensibilidad y especificidad que nos proporciona la amplificacién del 

fragmento de 240 pb se procedié a analizar e! ADN de muestras de tejido previamente 

extraido. 

Se tomd tpg de ADN total (10 pl) de cada una de las muestras y de forma ciega se 

sometieron a la amplificacién; en algunos casos las muestras fueron analizadas dos veces 

para corroborar los resultados. Estos se muestran en las siguientes figuras 6 a 9 y se 

resumen en la tabla 1. 
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Figura 6 

Lineas: 1 y 14.- Controles negativos de PCR, 2-9.- TB pulmonar, 10-12.- Enf. micobacterias atipicas 

y otros; 13.- Control positivo de PCR; 15.- MPM (123-4, 182 pb)
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Figura 7 

Lineas: 1.~ Control negativo de PCR, 2-4.- TB pulmonar’; 5-13.- Probable TB pulmonar, 14.- Control 

positivo de PCR; 15.- MPM (123-4,182 pb) 
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Figura 8 

Lineas: 1-8.- Probable TB pulmonar, 9-13- TB pleural; 14.~ Control positive de PCR; 15.- MPM 

(123-4,182 pb) 
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1234 5 6 7 8 9 10 11 12     
Figura 9 

Lineas: 1-10.- Enf. micobacterias atipicas y otros; 11.- Control positivo de PCR; 12.- MPM (123- 

4,182 pb) 

* Muestras nuevamente analizadas. 

Los resultados de la tabia 1 muestran que la amplificaci6n del fragmento de 240 pb permitid 

detectar solamente el 37.5% de los casos de tuberculosis pulmonar y para la probable 

tuberculosis pulmonar y la tuberculosis pleural no es de utilidad ya que no detecta estos 

casos, ademas no se tuvieron resultados falsos positivos en el grupo coniral. 

Con respecto a la utilidad diagndéstica de la amplificacién de este fragmento la sensibilidad 

que proporciona es de 10% con especificidad de 100%. 

Se determino et vator de la P exacta de Fisher y se hizo un andlisis comparativo entre fos 

grupos de pacientes con tuberculosis con respecto al grupo control y no existe diferencia 

estadisticamente significativa entre ellos. 
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TABLA 1 

Amplificacién del fragmento de 240 pb en adn de muestras de tejido incluido en 

  

  

parafina. 

Grupo (n)  PCR(+/-) % Sensibilidad p Fisher 

TB pulmonar 8 3/5 37.5 *0.069 

Probable TB 17 0/7 0.0 *4.0 

pulmonar 

TB pleural 5 ofS 0.0 *1.0 

Control 10 0/10 0.0 

Enf. 

micobacterias 

atipicas y otros     
  

*No hay diferencia estadisticamente significativa 

Sensibilidad=10% Especificidad=100% 

Los resultados no cumplieron nuestras expectativas, ya que esperabamos tener una buena 

sensibilidad para el diagnéstico y la amplificacion de este fragmento tan sdlo praporcioné el 

10% de sensibilidad y el 100% de especificidad. Por tal motivo, su utilidad para apoyar el 

diagnéstico de !a enfermedad es cuestionable. 
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Amplificacion del fragmento de 123 pb de 1S6110. 

corresponde a la secuencia de insercién 1S6110 especifica del complejo M. tuberculosis 

que por encontrarse en mas de una copia dentro del cromosoma de la micobacteria se ha 

reportado que muestra una mejor sensibilidad (10, 44, 46). 

A! igual que para el fragmento de 240 pb se analizé ta sensibilidad y especificidad de 

amplificacién del fragmento de 123 pb bajo condiciones previamente estandarizadas. 

Sensibilidad de amplificacién para el fragmento de 123 pb. 

Para determinar la sensibilidad de amplificacién para el fragmento de 123 pb se utilizaron 

diferentes concentraciones de ADN de la cepa de referencia de M. tuberculosis ATCC # 

103C y en la figura 10 se observa que la amplificacién de este fragmento fue capaz de 

detectar 0.01 pg de ADN. 
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Figura 10 

Sensibilidad de amplificacién por PCR para el fragmento de 123 pb. 

Se utilizaron diferentes.cantidades de ADN de la cepa de M.fuberculosis ATCC #103C  Lineas: 1.- 

1.0 pg: 2.- 0.5 pg; 3.- 0.1 pg; 4.- 0.01 pg ; 5.- Control negative de PCR; 6.- MPM (123- 4182pb) 
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Especificidad de amplificacién para el fragmento de 123 pb. 

La especificidad de amplificacién fue determinada utilizando 20 pg de 12 ADN’s como 

‘moldes (8 micobacterias, 2 nocardias, E.coli y linfocitos humanos de sangre periférica). En 

la figura 11 se muestra que la amplificacion se llevé a cabo especificamente con el ADN de 

M. bovis, M. tuberculosis H37Rv y con M. tuberculosis ATCC # 103C. 

16234 6 6 7 8 9 10 11 42 13 44 15     
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Figura 11 

Especificidad de amplificacién por PCR para el fragmento de 123 pb. 

Se utilizaron 20 pg de cada uno de los moldes de ADN. Lineas: 1 y 14.- Controles negativos de 

PCR; 2.- Linfocitos humanos; 3.- E. cofi BH101; 4.- N. asteroides; 5.- N. brasiliensis; 6-~ M. avium; 

7- M. aviurr-intraceliulare; 8.- M. scrofulaceum; 9.- M. kansasii; 10.- M. gordonae; 11.- M. bovis; 12.- 

M. tuberculosis H37Rv ; 13.- M. tuberculosis ATCC#103C; 15.- MPM (123 - 4,182 pb) 

Amplificacion del fragmento de 123 pb en muestras de tejido inctuido en 

parafina. 

El ADN de las muestras de tejido incluido en parafina analizado previamente en {ta 

amplificacién del fragmento de 240 pb, ahora se analizé en ia amplificacién de! fragmento 

de 123 pb y los resultados se muestran en Jas figuras 12 a 15 y se resumen en la tabla 2. 
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Figura 12 

Lineas: 1- Control negativo de PCR; 2-9.- TB pulmonar; 10- Probable TB pulmonar, 11.- MPM (123- 

4,182 pb) 

123 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15     
Figura 13 

Lineas: 1-14- Probable TB pulmonar, 15.- MPM (123-4,182 pb)
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Figura 14 

Lineas: 1-3- Probable TB pulmonar, 4.- TB pulmonar *; 5.- Micobacterias atipicas y otros; 6-12.- 

Probable TB pulmonar *; 13.- Control positivo de PCR; 14.- Control negativo de PCR; 15.- MPM 

(123-4,182 pb) 
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Figura 15 

Lineas: 1-10.- Micobacterias atipicas y otros; 11.- Control positivo de PCR; 12.- Contro! negativo de 

PCR; 13.- MPM (123-4, 182 pb) 

* Muestras nuevamente analizadas. 
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TABLA 2 

Amplificacién del fragmento de 123 pb en ADN de muestras de tejido incluido en 

  

  

parafina. 

Grupo (n) PCR (+/-) % Sensibilidad p Fisher 

TB pulmonar 8 7H 87.5 2.5x10* 

Probable TB 17 4710 400.0 4.0x 107 

pulmonar 

TB pleural 5 3/2 60.0 0.022 

Control 10 0/10 - 

Enf. micobacterias 

atipicas y otros       
Sensibilidad=90% Especificidad=100% 

La amplificacién de este fragmento permitid detectar el 87.5% de casos de la tuberculosis 

pulmonar, el 100% de la probable tuberculosis pulmonar y el 60% de la tuberculosis 

pleural, sin ningdin resultado faiso positive en e] grupo control, y proporcioné una 

sensibilidad para establecer el diagnéstico del 90% y el 100% de especificidad. 

A\ comparar la P exacta de Fisher encontramos que existe una diferencia estadisticamente 

significativa entre los grupos de pacientes con tuberculosis con respecto al grupo control. 
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Estos resultados mostraron que para fines de diagnéstico !a amplificacién de! fragmento de 

123 pb tiene ventajas con respecto a la amplificaci6n del fragmento de 240 pb al 

proporcionar mejor sensibilidad diagnéstica (Tabla 3). 

Existe diferencia entre la amplificaci6n de ambos fragmentos en el limite de deteccién, ya 

que mientras que fa amplificacion del fragmento de 240 pb detecta 0.5 pg de ADN el 

fragmento de 123 pb detecta 0.01 pg. Pero un aspecto muy importante es que la 

amplificaci6n de ambos fragmentos muestra una alta especificidad ante el ADN de otras 

micobacterias y bacterias, asi como también es importante remarcar que no amplifica con 

el ADN humano (Tabia 4). 

TABLA 3 

Analisis comparativo de la sensibilidad de amplificacién de ambos fragmentos en 

muestras de tejido incluido en parafina. 
  

  

  

      

Fragmento de 240 pb Fragmento de 123 pb 

Grupo % Sensibilidad 

TB pulmonar 37.5 87.5 

Probable TB pulmonar 0.0 100.0 

TB pleural 0.0 60.0 

Control * 

Enf. micobacterias atipicas 0.0 0.0 

y otros 

*100% de Especificidad 
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TABLA 4 

Especificidad de amplificacién de los fragmentos de 240 pb y 123 pb. 

  

    
  

MPB64 1S6110 

Origen 240 pb 123 pb 

M. tuberculosis ATCC #103C + + 

M. tuberculosis H37Rv + + 

M. bovis + + 

M. bovis BCG + ND 

M. scrofulaceum - - 

M, gordonae - - 

M. avium - - 

M. avium-intracellulare - - 

M. kansasii - - 

E. coli BH101 - - 

N. asteroides ND - 

N. brasiliensis ND - 

Leucocitos humanos - -     
  

ND=No determinado 
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Amplificacién del fragmento de 123 pb en muestras de LCR. 

Como segunda parte de trabajo se procedié al andlisis de muestras de LCR amplificando 

solamente el fragmento de 123 pb, ya que ios resultados anteriores mostraron que se 

obtiene una mejor sensibilidad diagndéstica. 

Para el analisis se tomo 1 yg (10 pl) de ADN previamente extraido de las muestras de LCR 

y el fragmento de 123 pb se amplificd utilizando las condiciones ya estandarizadas, Los 

resultados obtenidos se muestran en las figuras 16 a 26 y se resumen en fa tabia 5. 

Al igual que para las muestras de tejido incluido en parafina las muestras fueron analizadas 

de manera ciega y algunas de ellas fueron analizadas nuevamente para determinar que tan 

reproducible es el andiisis. 
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Figura 16 

A) Etectroforesis en gel de agarosa al 2 % y su_B) Hibridaci6n con el fragmento de 123 pb marcado 

con digoxigenina . Lineas: 1 y 13.- Controles negativos de PCR; 2-3.- Enf. diferentes a TBM, 4-11.- 

TBM; 12.- Control positive de PCR; 14.- MPM (123-4,182 pb) 
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Figura 17 

A) Electroforesis en geil de agarosa al 2% y su B) Hibridacion con el fragmento de 123 pb marcado 

con digoxigenina. Lineas: 1 y 14.- Controles negativos de PCR; 2-12.- Enf. diferentes a TBM; 13.- 

Control positivo de PCR; 15.- MPM (123-4,182 pb) 
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Figura 18 

A) Electroforesis en gel de agarosa al 2% y su B) Hibridacién con el fragmento de 123 pb marcado 

con digoxigenina. Lineas: 1-12.- Enf. diferentes a TBM; 13.- Control positivo de PCR; 14.- Control 

negativo de PCR; 15.- MPM (123-4,182 pb) 
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Figura 19 

Lineas: 1 y 14.- Controles negativos de PCR; 2-6, 8-12.- Enf. diferentes a TBM; 7.- Probable TBM; 

43.-Control positivo de PCR; 15.- MPM (123-4, 182 pb) 
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Figura 20 

Figura 20. A) Electroforesis en gel de agarosa al 2% y su_B) Hibridacion con el fragmento de 123 

pb marcado con digoxigenina . Lineas: 1 y 14.- Controles negativos de PCR; 2-12.- Enf. diferentes 

a TBM; 13.-Control positivo de PCR; 15.- MPM (123-4,182 pb) 
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Figura 21 

Electroforesis en gel de agarosa al 2%. Lineas: 1 y 14.- Controles negativos de PCR; 2-10.- Enf. 

diferentes a TBM; 11.- Probable TBM; 12.- TBM; 13.-Control positive de PCR; 15.-MPM (123-4,182 

pb ) 
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Figura 22 Figura 23 

Figura 22. Lineas: 1 y 14.- Controles negativos de PCR; 2,4,6.- TBM; 3,7,9,10,12.- Probable TBM; 

5,8 Meningitis por C. immitis ,11.- Enf. diferentes a TBM; 13.-Control positivo de PCR; 15.- MPM 

(123-4,182 pb) 

Figura 23. Lineas: 1.-Neurocisticercosis, 2,4 Neoplasia intracraneana ,6,9,10.- Enf. diferentes a 

TBM; 3,8.- TBM; 5,7.- Probable TBM; 11.-Control positivo de PCR; ,12.- Control negativo de PCR; 

13.- MPM (123-4, 182 pb) 
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Figura 24 

A) Electroforesis en gel de agarosa al 2% y su B) Hibridacion con el fragmento de 123 pb marcado 

con digoxigenina . Lineas: 1,4-6,8,9,11.- Probable TBM; 2,3,7,10.- Enf. diferentes a TBM; 12.- 

Control positivo de PCR; 13.- Control negativo de PCR; 14.- MPM (123-4,182 pb) 
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Figura 25 

A) Electroforesis en ge} de agarosa al 2% y su _B) Hibridacién con el fragmento de 123 pb marcado 

con digoxigenina,. Lineas: 1-8.- Enf. diferentes a TBM; 9.-~Contro! positive de PCR; 10.- MPM (123- 

4,182 pb) 
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Figura 26 

A) Electroforesis en gel de agarosa al 2% y su B) Hibridacion con el fragmento de 123 pb marcado 

con digoxigenina. Lineas: 1-3,5-6,10,12.- Enf. diferentes a TBM; 4,7-9.- Probable TBM; 11.- TBM; 

13.-Control positivo de PCR; 14.- Control negativo de PCR; 15.- MPM (123-4,182 pb) 
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TABLA § 

Amplificacién del fragmento de 123 pb en ADN extraido de muestras 

de liquido cefalorraquideo. 
  

  

  

Grupo (n) PCR(+/-) % Sensibilidad p Fisher 

TB meningea 8 7A 87.5 3.4x10* 

(TBM) 

Probable TBM 13 13/0 100.0 <1x10* 

Control 49 3/46 - 

Enf. diferentes a 

TBM   
  

Sensibilidad= 95.2% —Especificidad= 93.8% 

Cabe mencionar que tuvimos un falso negativo en el grupo de TBM confirmada y tres 

falsas positivas en el grupo control que corresponden a muestras de pacientes con los 

siguientes diagndsticos: neurocisticercosis, infeccién por Coccidioides immitis y neoplasia 

intracraneana. 

Esta técnica proporcioné un 87.5% de sensibilidad para el diagndstico de la TBM 

confirmada y un 100% para el diagndstico de la probable TBM. En general ta sensibilidad 

diagnéstica fue de 95.2% y la especificidad de 93.8%. 

Con Ia finalidad de corroborar los resultados positivos y determinar si los casos negatives 

observados en el gel realmente lo son, fos productos de PCR fueron transferidos a una 

membrana de nylon y se ilevé a cabo fa hibridacién con una sonda (Fragmento de 123 pb) 
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marcada con digoxigenina la cual se evalué previamente en electroforesis en gel de 

agarosa al 2 % y haciendo diluciones seriadas para posteriormente llevar a cabo la 

inmunodeteccion. - 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 6 observandose un incremento de ja 

sensibilidad del 87.5% al 100% en el grupo con la TBM confirmada, mientras que la 

especificidad se mantuvo constante. 

TABLA 6 

Hibridacién del fragmento de 123 pb amplificado en muestras de liquido 

cefalorraquideo. 

  

    

% Sensibilidad 

Grupo PCR Hibridacién 

TB meningea (TBM) 87.5 100.0 

Probable TBM 700.0 100.0 

Control 6.0 6.0 

Enf. diferentes a TBM       
Las muestras de LCR se analizaron por la técnica de ELISA e inmuno-dot para evaluar la 

presencia de anticuerpos dirigidos hacia las proteinas del PPD y lipoarabinomaman 

respectivamente. Teniendo !os datos de cultivo y tincién comparamos la sensibilidad de 

PCR e hibridacién con éstas técnicas (Tabla 7). 
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' TABLA 7 

Analisis comparativo de la sensibilidad de la técnica de ELISA, inmuno-dot y PCR en 

muestras de liquido cefalorraquideo. 

  

  

  

% SENSIBILIDAD 

Grupo Cultivo Tinci6n ELISA inmuno-dot PCR H 

TBM 60 71 75 50 87.5 100 

Probable TBM 0 0 61.5 61.5 100 100 

Controt ND ND ND 35 6 6 

Enf. diferentes a 

TBM 
  

  
ND=No determinado 

H=Hibridacién 
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6. DISCUSION. 

Tradicionalmente el diagnéstico de la tuberculosis es establecido por hallazgos 

clinicos apoyados por datos de laboratorio como es el cultivo y la tincién ( BAAR ). Estos 

métodos han sido de gran utilidad durante mucho tiempo sin embargo presentan 

desventajas como es el tiempo requerido para el cultivo (6 a 8 semanas), mientras que la 

tincién no puede diferenciar a M. tuberculosis de las otras especies de micobacterias. 

Considerando que en fos uiltimos afios la TB ha resurgido nuevamente como una 

verdadera epidemia al registrarse un incremento en el numero de casos a nivel mundial por 

factores como fa aparicion dei VIH y la evolucién de cepas multirresistentes a drogas 

antituberculosas, es de gran importancia el tratar de implementar nuevos métodos para el 

diagndstico de la enfermedad que sean mas sensibles, rapidos y especificos con respecto 

a los ya existentes. 

Uno de los propdésitos es que al establecer e! diagndéstico preciso y oportuno es posible 

iniciar e! tratamiento de los pacientes de manera temprana y de esta manera erradicar los 

focos de infeccién. Otro de los propdsitos es que los nuevos métodos permitan establecer 

el diagnéstico de tas formas extrapulmonares de la enfermedad ya que son mas dificiles de 

diagnosticar como es el caso de la TBM en donde el diagnéstico oportuno puede prevenir 

las secuelas neuroldgicas irreversibles que causa la enfermedad y la muerte de los 

pacientes. Ademas, esta forma de la enfermedad se caracteriza por la presencia de un 

numero muy bajo de bacterias que no es posible detectar en muchos casos por los 

métodos tradicionales. 

Las pruebas de laboratorio para el diagnéstico como es el cultivo, la tincian (BAAR) y los 

métodos serolégicos tienen la desventaja de proporcionar una baja sensibilidad para la TB 

pulmonar. Ademas, la sensibitidad es atin mas baja para las formas extrapulmonares (22). 

La técnica de PCR a pocos afios de haber sido desarrollada ha tenido un gran impacto en 

todas las areas ya que ha sido ampliamente utilizada en el diagndéstico de una gran 

variedad de enfermedades ocasionadas por diferentes agentes infecciosos. 
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Existen varios reportes en los que se ha aplicado la técnica de PCR en el diagnéstico de la 

tuberculosis y hemos retomado dos de !as secuencias reportadas (40,45) para llevar a 

cabo el presente estudio. 

Una de ellas es fa proteina de secrecién MPB64 y la otra es la Secuencia {S6110. La 

eleccion de la primera fue basada en reportes previos de Shankar P. y cols. (40) donde 

Obtuvieron resultados prometedores al amplificar un fragmento de 240 pb en muestras 

Clinicas y uno de fos aspectos mas importantes es que es expresada especificamente en 

las micobacterias pertenecientes al complejo M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. 

bovis BCG, M. microti y M. africanum). De igual manera, la eleccién de 1S6110 fue 

basdandonos en estudios reportados por Eisenach K. y cols. (45) en el que amplificaron un 

fragmento de 123 pb de 1S6110 que se caracteriza por ser una secuencia multicopia dentro 

det cromosoma de la micobacteria, ya que se ha descrito que se encuentran de 15 a 20 

copias lo cual permite iniciar la amplificacion con mas de molde de ADN y por tanto tiene la 

posibilidad de ser mucho mas sensible ademas de ser especifica del complejo M. 

tuberculosis. 

En el presente trabajo se analizé la especificidad de amplificacién del fragmento de 240 pb 

del gen MPB64 y del fragmento de 123 pb de 1S6110 utilizando varios moldes de ADN. Las 

resultados que se muestran en la tabla 4 concuerdan con los reportes de la fiteratura. 

Ambos fragmentos se amplificaron con el ADN de M. tuberculosis y M. bovis ya que son 

bacterias pertenecientes al complejo M. tuberculosis (10, 11). Sin embargo, observamos 

que no se amplificé el fragmento de 240 pb con el ADN de !a cepa de referencia de M. 

bovis como era de esperarse. Una posible respuesta es que el producto de PCR no fuese 

detectado con la tincién del ge! con bromuro de etidio ya que su limite de detecci6én es de 1 

a 5ng de ADN, sin embargo, esto no lo corroboramos con la hibridacién con una sonda 

marcada. 

Por este motivo, realizamos nuevamente la extraccién de ADN de M. bovis de la misma 

cepa de referencia y ademas conseguimos otras dos cepas provenientes de diferentes 

laboratorios y amplificamos e! fragmento de 240 pb. En Jos resultados de la figura 5A se 

puede observar que se flevé a cabo ia amplificacién con el ADN de M. bovis y M. bovis 
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BCG de Ios diferentes laboratorios, sin embargo, con la cepa de referencia la amplificacién 

se da en menor grado. Esta cepa de referencia no se comporta como se esperaba y sera 

interesante hacer posteriormente un andlisis de su material genético para definir si 

presenta alguna alteraci6n que pueda explicar estos resultados. 

Con respecto a la especificidad de amplificacién del fragmento de 123 pb nuestros 

resultados concuerdan con lo reportado por Eisenach K. y cols. (45) en donde demostraron 

la alta especificidad de amplificacion al utilizar ADN de diferentes micobacterias. 

Durante el andlisis de la especificidad, en ambas amplificaciones incluimos el ADN de los 

linfocitos humanos de sangre periférica ya que es muy importante establecer que no existe 

amplificacién con al ADN humano y de esta manera descartar Jas reacciones falsas 

positivas. 

Al analizar ia sensibilidad que proporciona la amplificaci6n de cada uno de los fragmentos 

los resultados mostraron que la amplificacion del fragmento de 123 pb (Figura 10) fue mejor 

con respecto al fragmento de 240 pb (Figura 4) ya que permitié detectar hasta 10 fg de 

ADN de M. tuberculosis, mientras que la amplificacién del fragmento de 240 pb detecté 500 

fg. 

Es importante considerar que la evaluacién de la sensibilidad se analiz6 con ADN 

proveniente de un cultivo puro de M. tuberculosis (ATCC #103C) y aunque se obtuvo una 

alta sensibilidad esto realmente no refleja la sensibilidad en las muestras clinicas, ya que 

en éstas ademas de las bacterias tenemos una serie de componentes bioldgicos propios 

de este tipo de material. Una forma de eliminar las posibles interferencias por estos 

componentes fue Hevar a cabo la extraccién del ADN de las muestras para ayudar a 

@liminar los productos que pudieran interferir durante el proceso de la amplificacin. 

Et método de extraccidn de ADN que se utiliz6 realmente no constituye un método rapido; 

sin embargo, permitié obtener un ADN de buena calidad para llevar a cabo la amplificacion. 

El método se basa en un tratamiento fuerte utilizando el detergente dodecil-sulfato de 

sodio, la enzima proteinasa K y temperatura elevada para romper la bacteria y liberar asi el 

ADN. Este tratamiento fue necesario ya que M. tuberculosis se caracteriza por ser una 
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bacteria que se encuentra protegida por una pared muy gruesa con un alto contenido de 

lipidos. Se han descrito métodos rapidos de extraccién tales como tratar la muestra con la 

proteinasa K y después tomar el sobrenadante para la amplificacién, o bien, tratar la 

muestra con microperlas de vidrio y someterias a sonicaci6n para posteriormente amplificar 

una muestra del sobrenadante. Iniciaimente intentamos estos métodos de extraccién con el 

tejido incluido en parafina; sin embargo, no obtuvimos buenos resultados. Y en base a esto 

consideramos que es muy importante contar con un buen método de extraccion, aunque no 

sea un método rapido. 

Un aspecto importante que debe ser considerado es la presencia de inhibidores de PCR en 

el ADN extraido, ya que puede constituir un problema durante la amplificacién y esto seria 

un gran obstaculo para utilizar esta tecnica para e] diagndstico. Con el fin de descartar que 

los resultados negativos fueran producto de la inhibicién de la reaccion de PCR debido a la 

presencia de inhibidores, se les agregd ADN de la cepa de referencia de M. tuberculosis a 

algunas muestras con resultados negativos a la amplificacion y se amplificaron 

nuevamente. Los resultados mostraron que la amplificacion del fragmento se llevé a cabo 

sin ningun problema y con esto se descarté la posibilidad de ta presencia de inhibidores en 

el ADN extraido. 

Al ampiificar el fragmento de 240 pb en las muestras de tejido se obtuvo una sensibilidad 

def 37.5% para el diagndstico de ta tuberculosis pulmonar confirmada y ta técnica falld 

totalmente con la probable tuberculosis pulmonar y en la tuberculosis pleural (Tabla 1). La 

técnica permitié detectar solamente el 12% de fa forma pulmonar (incluyendo la TB 

pulmonar confirmada y la probable TB pulmonar) y en general, proporcioné una 

sensibilidad de 10% y una especificidad de] 100% 

Al amplificar el fragmento de 123 pb en las mismas muestras de tejido se obtuvo una 

sensibilidad de} 87.5% para la tuberculosis pulmonar confirmada, el 100% para la probable 

tuberculosis pulmonar y el 60% para la tuberculosis pleural (Tabla 2). Permitié detectar el 

96% de la forma pulmonar (TB pulmonar confirmada y probable TB pulmonar) y en general, 
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proporcioné una sensibilidad diagndstica del 90% para detectar la tuberculosis pulmonar y 

la tuberculosis pleural y una especificidad de! 100%. 

Es interesante observar que al amplificar el fragmento de 123 pb (IS6110) se obtuvo un 

incremento en {a sensibilidad al analizar fas muestras de tejido que fue desde un 10% 

proporcionada por la amplificacién del fragmento de 240 pb ( MPB64 ) hasta un 90%. 

Ademéas cabe hacer notar que en la amplificaci6n de ambos fragmentos no se registran 

falsos positivos en el grupo control. 

Los resultados obtenidos al analizar las muestras de tejido incluido en parafina mostraron 

que para fines de diagnéstico de la tuberculosis pulmonar y la tuberculosis pleural {a mejor 

eleccién es la amplificacién de! fragmento de 123 pb de 1S6110 (Tabia 3). 

Estos resultados de alguna manera son determinados por las caracteristicas de cada uno 

de los genes utilizados en este trabajo. MPB64 y IS6110 que son genes especificos del 

complejo M. tuberculosis (10-12, 14, 30) y tienen caracteristicas muy particulares. MBP64 

se presenta dentro de! cromosoma de M. tuberculosis en una sola copia; mientras que 

1S6110 es una secuencia multicopia encontrandose de 15 a 20 copias (10, 44). La 

naturaleza repetitiva de IS6110 en el cromosoma de M. tuberculosis contribuye de manera 

importante en proporcionar una alta sensibilidad y estabilidad del ensayo, ya que se tiene 

la ventaja de partir de mas de un molde de ADN para la amplificaci6n incrementando la 

capacidad para detectar pequefas cantidades de ADN, esto se ve reflejado en el 

incremento de sensibilidad. Otra ventaja es que si algunas de las copias de IS6110 se 

llegaran a dafiar durante el proceso de extraccién no afecta de manera importante en el 

resultado ya que existen otros moldes en buenas condiciones que pueden ser 

amplificados. Para MPB64 es diferente ya que se dafiaria la Unica copia que existe y por lo 

tanto fa amplificacion no se ltevaria a cabo. 

Estas caracteristicas de alguna manera también se reflejaron en la cantidad de ADN 

utilizados para los controles positivos durante la amplificacién. En el caso del fragmento de 

240 pb utilizamos 100 pg de ADN y 1 pg para el fragmento de 123 pb. 

La amplificacién del fragmento de 123 pb tiene sus ventajas ya que es muy sensible, pero 

también la desventaja es que facilmente se den las contaminaciones entre las muestras, 

64



  

por lo que hay que ser mas cuidadosos. Por esto, es importante incluir en cada 

amplificaci6n ei control negativo de PCR, el cual, tiene todos los componentes de reaccién 

excepto ef ADN que es sustituido por agua. Al ser analizado el producto de PCR mediante 

la electroforesis el control negativo no debe mostrar ninguna banda de amplificacién y en 

caso contrario, esto es indicative de contaminacion y por Jo tanto los resultados no son de 

utilidad, 

Por otra parte, al amplificar el fragmento de 123 pb en muestras de liquido cefalorraquideo 

se obtuvo una sensibilidad de 87.5% para ja tuberculosis meningea confirmada y el 100% 

para la probable tuberculosis meningea con tres resultados falsos positivos en el grupo 

contro] (Tabla 5) proporcionando una sensibilidad para el diagnéstico del 95.2% y una 

especificidad de 93.8%. 

En el andlisis de estas muestras la amplificacion se complementé con la hibridacién y se 

observé un incremento de la sensibilidad en el grupo de la tuberculosis meningea 

confirmada de! 87.5% al 100% (Tabta 6), proporcionando en general una sensibilidad para 

el diagnostico del 100% y una especificidad de 93.8%. 

Durante la amplificaci6én dei fragmento de 123 pb en algunas muestras de liquido 

cefalorraquideo se observaron bandas inespecificas tanto en el gel como en la hibridacion; 

no obstante, pudimos identificar sin ningun problema el fragmento de interés. 

Cuando se compar6 la sensibilidad del cultivo, la tincién, la técnica de ELISA e inmuno-dot 

con respecto a ja técnica de PCR (Tabla 7), se mostré que para la tuberculosis meningea 

confirmada Ja técnica de ELISA proporciona una sensibilidad del 75% mientras que el 

inmuno-dot ef 50% y ei PCR del 87.5%; para la probable tuberculosis meningea tanto 

ELISA como inmuno-dot proporcionaron una sensibilidad del 61.5% y el PCR et 100%. En 

general, la tecnica de PCR proporcioné una mejor sensibilidad que los otras técnicas y es 

importante hacer notar que el cultivo y la tincién mostraron baja sensibilidad. 

La técnica de PCR es una técnica muy versatil para ser utilizada en el diagndstico de 

enfermedades infecciosas y no infecciosas y es bueno considerar las ventajas y 
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desventajas que ello implica. El PCR es una técnica que requiere de muchos cuidados para 

evitar la contaminacién de los reactivos y las micropipetas y ademas de Jas que pueden 

darse durante fa manipulacién de fas muestras. Para ello, es necesario destinar zonas 

especificas de trabajo dentro del laboratorio como es para fa extraccién de ADN, para la 

preparacién de todos los reactivos, para llevar a cabo las amplificaciones, para la 

electroforesis de los productos amplificados y para la hibridacién. También se requiere de 

tener micropipetas exclusivas para la extraccién del ADN, para la preparacién de los 

reactivos, para amplificar y para productos amplificados. Es necesario destinar material de 

vidrio exclusivo para ser utilizado en la preparacién de las soluciones y se requiere de un 

gasto permanente de material de plastico como son las puntas para las micropipetas y los 

tubos ya que se trabaja solamente con material nuevo y esterilizado. Ademas el 

termaciclador y ios reactivos son costosos. 

Sin embargo, consideramos que con la gran aplicacién que ha tenido la técnica de PCR en 

todos las areas de investigaci6n, quiza en un futuro no muy fejano su costo disminuya. 

Para el diagndéstico de fa tuberculosis el PCR tiene ventajas sobre los métodos 

tradicionales de diagndéstico ya que es capaz de detectar un bajo numero de bacterias (1- 

100), ademas, puede detectar a los microorganismos no viables mediante la amplificacioén 

de su material genético. Esta ventaja puede ser de gran utilidad para establecer el 

diagnéstico de fas formas extrapulmonares de la enfermedad que son dificiles de 

establecer y para aquellas formas que se caracterizan por la presencia de un bajo numero 

de bacterias como es el caso de la TBM. 

Et PCR puede ser de gran utilidad para el diagndéstico en material de biopsia ya que en 

algunas ocasiones af realizar un analisis histopatoldgico de lesiones granulomatosas que 

podrian ser de origen tuberculoso, se obtienen resultados negativos por la tincién con 

Ziehl-Nielsen y con la ayuda del PCR se podria establecer un diagndstico rapido y preciso 

Para iniciar el tratamiento antifimico apropiado. 
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De igual manera puede ser de gran utilidad para establecer el diagndéstico rapido y preciso 

de ja TBM para iniciar un tratamiento oportuno y prevenir los dafios neurolégicos que 

ocasiona {a infeccién. 

La técnica de PCR proporcioné una alta sensibilidad y especificidad ademas de ser una 

técnica rapida ya que es posible tener el resultado en dos dias cuando solamente se hace 

la electroforesis y se tifie el gel con bromuro de etidio. 

En este estudio se demostré que es posible establecer el diagndstico de la tuberculosis 

pulmonar, {a tuberculosis pleural y la tuberculosis meningea amplificando por PCR el 

fragmento de 123 pb de la secuencia IS6110 en muestras de tejido incluida en parafina y 

en LCR respectivamente. 

Finalmente, cabe mencionar que esta metodologia puede ser de gran utilidad para 

establecer el diagndostico de la tuberculosis, aunque, un resultado positivo al amplificar el 

fragmento de 123 pb no asegura totalmente que ja infeccién pueda ser ocasionada 

exclusivamente por M. tuberculosis ya que M. bovis también pertenece al complejo M. 

tuberculosis y posee en su genoma !a secuencia IS6110 aunque en menor numero de 

copias. 

Actualmente, la frecuencia de fa tuberculosis humana causada por M. bovis es menor 

debido los programas de erradicacién de ta tuberculosis bovina, los cuales, tienen como 

objetivo principal el erradicar la tuberculosis en e| ganado mediante la deteccién y el control 

de los focos de infeccién, evitar el contacto humano con animales infectados y con sus 

heces fecales y orina, la pasteurizacién de la leche y el manejo higiénico de sus derivados, 

asi como también asegurar que el ganado destinado para consumo humano no se 

encuentre infectado y ademas evitar que se de la infeccion inversa (hombre-ganado). Sin 

embargo, no tados los paises cuentan con este tipo de programas de saneamiento, por lo 

tanto, la prevatencia de la infeccién en e| ganado varia en todo el mundo y también la 

frecuencia de la tuberculosis humana ocasionada por M. bovis (52,53) 
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7. CONCLUSIONES. 

1. La amplificacion del fragmento de 240 pb (MPB64) se llevé a cabo especificamente con 

el ADN de M. tuberculosis, M. bovis y M. bovis BCG y la minima cantidad que detecté 

fueron 0.5 pg; mientras que la amplificaci6n del fragmento de 123 pb (IS6110) fue 

especifica con el ADN de M. fuberculosis y M. bovis y permitié detectar hasta 0.01 pg (10 

bacterias). 

2. Al amoplificar el fragmento de 240 pb de MPB64 en muestras de tejido incluido en 

parafina se obtuvo una sensibilidad del 10% para ei diagnéstico de ia tuberculosis 

pulmonar y la tuberculosis pleural y una especificidad del 100%, mientras que fa 

amplificacién del fragmento de 123 pb proporcionéd una sensibilidad de 90% y 

especificidad dei 100%. 

3. La amplificacién del fragmento de 123 pb (IS6110) en muestras de liquido 

cefalorraquideo proporciond un sensibilidad del 95.2% para el diagndstico de 

tuberculosis meningea y una especificidad de] 93.8% y cuando se llevd a cabo la 

hibridacién la sensibilidad se incrementd al 100%. 

4. La técnica de PCR utilizada en este estudio para amplificar el fragmento de 123 pb 

(186110) constituye una buena alternativa para establecer el diagndstico de ia 

tuberculosis pulmonar, la tuberculosis pleural y la tuberculosis meningea en muestras de 

tejido incluido en parafina y en fiquido cefalorraquideo. 

§. Esta técnica proporciona una buena sensibilidad y especificidad y puede facilitar el 

diagnodstico rapido de estas formas de la tuberculosis. 
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9. APENDICE. 

1 - Soluci6n amortiguadora TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH=8.0) 

Mezclar jos siguientes volumenes: 

Tris 1M, pH=8.0 oe. 1.0 ml 

EDTA O.5 M, pH=8.0.............0.2 ml 

Aforar a 100 ml con agua destilada y esterilizar en autoclave; posteriormente hacer 

alicuotas de 1 ml y guardarlas a -20°C. 

2 - Soluci6n amortiguadora TBE 10X pH=8.3 para electroforesis. 

(Tris 890 mM, Boratos 890 mM, EDTA 20 mM) 

EDTA (Sigma).........0..0000.. 7.49 

Trizma Base (Sigma)............ 108 g 

Acido Borico (Sigma)...........55g 

AQU@ COP... ec cceere eee 1000 mi 

Ajustar el pH=8.3 antes de aforar. Filtrar ja solucién utilizando membrana de 0.45 um de 

diametro y conservarla a temperatura ambiente. 

3 - Acetato de sodio 3 M, pH=5.2 

Acetato de sodio (Sigma)......... 2469 

Ajustar el pH con Acido acético glacial antes de aforar. Esterilizar en autoclave y hacer 

alicuotas de 1 ml. Conservarlas a -20°C. 

4-Perclorato de sodio 5 M. 

Perclorato de sodio (Sigma) 61.29 

Esterilizar en autoclave y hacer alicuotas. Conservar a -20°C. 
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5 - Solucion amortiguadora Tris 50 mM, pH=8.0 

Mezcilar. 

Tris 1 M, pH=8.0...........1.0 ml 

Agua Cbp.....................20 mil 

Esterilizar en autociave y hacer alicuotas. Conservar a -20°C. 

6 - Cloroformo-Alcohol isoamilico (24:1) 

Para 50 mi: 

Cloroformo (Baker)..........006 48 ml 

Alcohol isoamilico Baker)........ 2mi 

Guardaria en frasco 4ambar a 4°C. 

7 - Solucién de corrida para electroforesis. 

Para 10 ml: 

Azul de bromofenol (Sigma).......... 0.025 g 

Xylene cyanole (Biorad)................ 0.025 g 

  

Mezclar bien y filtrar utilizando membrana de 0.45 uum; hacer alicuotas y conservarlas a 

4°C. 

8 - Solucion para diluir la Taq polimerasa. 

   

Para 10 ml: 

Tris-HCi 1 M, pH=7.6..............0.5 ml 

NaCl 5 Meee 0.2 mi 

EDTA 0.5 M, pH=8.0...............2 ml 

DTT (Sigma) ......0........0..1.5 mg 

Glicerol (Sigma)... ee 5mi 

AQUA... eee cece ttee ree eens 4.29 mt 

Filtrar con membrana de 0.45 ym ; hacer alicuotas y conservarlas a -20°C. 

75



  

9 -Mezcla de dNTP's para PCR (1.25.mM c/u) 

Diluir 1:10 ta solucion stock (100 mM) de cada uno de los dNTP's en MgCl, 1 mM y mezclar 

las siguientes cantidades: 

125 pl dATP 10 mM (Pharmacia) 

125 pl dCTP 10 mM (Pharmacia) 

125 ul dTTP 10 mM (Pharmacia) 

125 ysl dGTP 10 mM (Pharmacia) 

500 ul Aqua 

VT=1000 pl 

Se mezclan perfectamente y posteriormente se hacen alicuotas y se conservan a -20°C. 

10.- Solucién para reaccién 10X. 

(KCI 500 mM, MgCl, 25 mM, gelatina 0.1%, Tris-HCI 100 mM, pH=8.3) 

Para 100 ml mezclar: 

KCI (Merck) ..0..0... 0... 3.72 9 

MgCh, (Merck)............0.2...059 

Gelatina (Sigma)..................... 1.09 

Tris-HCl (Sigma)...................1.5g 

Ajustar el pH=8.3 y filtrar con membrana de 0.45 jum ; hacer alicuotas y conservarlas a - 

20°C, filtrar 

11 - Solucién SSC 20X (NaCl 3 M, Citrato de sodio 0.3 M, pH=7) 

NaCl (Baker)... eee 175.3g 

Citrato de sodio (Baker)......88.2 g 

AQUa CDP... ee eee 4000 mi 

Antes de aforar ajustar el pH=7.0 con NaOH y esterilizar con autoclave. Mantener a 

temperatura ambiente. 
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12 - Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) 20% 

Esterilizar en autoclave y conservar a temperatura ambiente. 

13 - N-Lauril sarcosine 10% 

N-laurilsarcosine (Sigma). ....10 9 

Esterilizar por filtraci6n y conservar a 4°C. 

14 - Tris 1M, pH=8.0 

Tris (Sigma)................12.19 

Agua Cbp..................-....100 ml 

Esterilizar en autoclave y conservar a 4°C. 

15 -NaCl 5M. 

NaCl (Baker)............... 

Agua bP... 

Esterilizar en autoclave y conservar a 4°C. 

   

16 - EDTA 0.5 M, pH=8.0 

EDTA (Sigma)..............18.6 g 

Agua Cbp................2----700 ml 

Ajustar el pH antes de aforar, esterilizar en autoclave y conservar a 4°C. 
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