Deteccion de Mycobacterium tuberculosis
Basada en una Prueba de ADN
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RESUMEN
Objetivo. Describir el desarrollo de una técnica molecular no comercial para la deteccion de ADN de My-
cobacterium tuberculosis (Mtb) en diferentes tipos de muestras biologicas. Material y métodos. Se recibieron
137 muestras biologicas de diferentes hospitales de Culiacan, con sospecha de alguna forma clinica de tuber-
culosis durante el petiodo de enero a diciembre de 2007, en el Centro de Medicina Genémica del Hospital
General de Culiacan “Bernardo J. Gastélum”. Parala deteccion precisa del bacilo tuberculoso, el ADN ob-
tenido de las muestras se someti6 a amplificacién mediante Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) de
la secuencia genética IS6110, especifica de Mycobacterium tuberculosis, cayo producto final se observé en geles
de poliacrilamida tefiidos con nitrato de plata. De los individuos incluidos en el estudio se consideré edad,
género e institucion de salud emisora. Resultados. Un total de 36 muestras resultaron positivas, 22 del tipo
pulmonar y 14 extrapulmonar, correspondientes a 34 individuos, de éstos 17 fueron mujeres y 17 varones
predominando una edad promedio de 44.71 afios y un rango de 6 a 80 afios. En cuanto a la institucién que
remite 22 fueron del Hospital General de Culiacan, 4 del Hospital Civil, 3 IMSS y 7 de hospitales privados.
Conclusion: La aplicacion de la PCR es de gran apoyo en el diagndstico de tuberculosis porque permite la
identificacién oportuna y precisa de Mycobacterium tuberculosis en muestras clinicas.
Palabras claves: Tuberculosis, identificacion moleculat.

ABSTRACT
Objective. To describe the development of a non commercial molecular technique for the detection of
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) DNA in different kinds of biological samples. Methods. We received 137 bio-
logical samples from different hospitals from Culiacan, Sinaloa with suspicion of any clinical form of tuber-
culosis from january to december 2007, at the Center for Genémic Medicine of Culiacan General Hospital..
For the precise detection of tuberculosis bacillus, the IS610 genetic sequence, specific of Mtb, was amplified
by Polymerase Chain Reaction (PCR) from the template DNA obtained from the samples. The product was
observed in silver nitrate stained polyacrilamide gels. We considered age, gender and submitting institution
from the individuals included in the study. Results. A total of 36 samples were positive for the test, 22 were
pulmonar and 14 extrapulmonar, corresponding to 34 individuals. From these, 17 were male and 17 fema-
le with an average age of 44.71 years and a range from 6 to 80 years. About the submitting institution 22
samples were from Culiacan General Hospital, , 4 from Civil Hospital, 3 from Social Security Institute and
7 from private practice hospitals. Conclusion. The application of PCR offers great support in the diagnosis
of tuberculosis since it allows the timely and precise identification of Mtb in clinical samples.
Keywords: Tuberculosis, molecular identification.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa ocasio-
nada por la bacteria Mycobacterium tuberculosis y, por la morbi-
mortalidad que produce es considerada un problema setio
de salud publica en todo el mundo.!

Entre los factores riesgo que participan en su morbili-
dad destacan la pobreza, negligencia en el diagndstico asi
como en el tratamiento y la pandemia de VIH/SIDA.! La
OMS ha estimado que entre el afio 2000 y el 2020, 200 mi-
llones de personas enfermaran y 35 millones falleceran de
tuberculosis si no se lleva a cabo un riguroso control.

En la actualidad la tuberculosis sigue planteando im-
portantes problemas epidemiolégicos, terapéutico y de
diagnostico. La pandemia del VIH ha traido un gran im-
pacto en la epidemiologia de la tuberculosis, la cual incre-
menta 40% el riesgo de conversion de infeccién a enfer-
medad y por lo tanto también incrementa la transmision
de la tuberculosis a la poblacion general *?

Desafortunadamente, los métodos de diagnéstico du-
rante los dltimos 30 afios han mostrado pocos avances,
basandose en la deteccién microscopica del bacilo, misma
que posee especificidad y sensibilidad limitadas, aunado
a la imposibilidad de poder diferenciar Mycobacterium tu-
berculosis de otras micobacterias; sin embargo puede ser
aceptable en los casos de tuberculosis pulmonar debido
a que los pacientes secretan gran cantidad de bacilos en
expectoracion. La identificacion de la especie mediante el
cultivo continta siendo el estaindar de oro para el diagnoés-
tico, a pesar de la demora de tres a cuatro semanas, en el
mejot de los casos.*¢

De tal manera que para alcanzar estrategias de con-
trol y eliminacién mas eficaces se requiere disponer de
técnicas diagnosticas de vanguardia que sean rapidas,
sensibles y especificas. Las técnicas de analisis de acidos
nucleicos son una alternativa.

Dentro de éstas ultimas, destaca la reaccién en cade-
na de la polimerasa (del inglés: Polymerase Chain Reac-
tion: PCR) que permite demostrar la presencia de ADN
de Mycobacterium tuberculosis en un tiempo aproximado de
72 horas.” Existen teportes a cerca de que esta técnica es
especialmente util en pacientes con infecciones no baci-
liferas y cuadros atipicos asociados con la infeccién por
el virus de la inmunodeficiencia humana o a la inmuno-
supresion por trasplante,*' de la cual existen versiones
comerciales completamente automatizadas, pero por su
alto costo, cada vez se hace mas comun que los hospita-
les dispongan de sistemas no comerciales, siendo varias
las secuencias dianas utilizadas, entre ellas los elementos
de insercién 1S6110 e 18986, 16 los genes de los antige-
nos de 64 y 65 kDa, entre otras'" .

El propésito de este trabajo es describir el desarrollo
de una técnica no comercial para la deteccion del bacilo
causante de la tuberculosis, basada en la amplificacion de la

secuencia de insercion IS6110. i
MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio descriptivo en el cual se analiza-
ron 137 muestras biolégicas durante enero a diciembre
del afio 2007 para la busqueda de ADN de Mtb. Del total
de las muestras, se recibieron 76 de Hospital General de
Culiacan “Bernardo J. Gastélum”, 28 del Hospital Civil
de Culiacan, 17 de hospitales privados, 11 de IMSS, 2 del
Centro de Salud, 2 Hospital Pediatrico de Sinaloa “Rigo-
berto Aguilar Pico” y 1 del Hospital Militar de Mazatlan.
Por el tipo de muestra 66 llegaron por sospecha de enfer-
medad pulmonar (34 de liquido pleural, 28 de expectora-
cioén, 3 de lavado bronquial y 1 de lavado pleural) y 71 por
sospecha de enfermedad extrapulmonar (49 de orina, 9
de hisopo nasal, 5 de liquido cefalorraquideo, 3 de liquido
ascitico, 2 de secrecién de ganglios, 1 de granuloma lum-
bar, 1 de liquido peritoneal y 1 de secrecion de herida). De
los individuos incluidos en el estudio se considerd edad,
género e institucion de salud emisora.

Procesamiento de muestras

Para concentrar y neutralizar las muestras, excepto ori-
na se agreg6é un volumen igual de Hidréoxido de Sodio
(NaOH) al 4%, se mezcl6 en vortex y, posteriormente se
centrifugd durante 15 min a 3,500 rpm. El sobrenadante
se descartd y al precipitado se le agregé 20 ml de agua
destilada estéril, mezclando en vértex y se centrifugd a
3,500 rpm durante 15 min. Se repite este paso hasta que
el botén de células se observe limpio, se diluye el botén
en 750 ul de solucién amortiguadora TE pH 8.0 (Tris HCI
100mM y EDTA 1mM).

Por otra parte, las muestras de orina por su naturaleza
deben ser descontaminadas; para ello se centrifugan du-
rante 30 min a 4,000 rpm, descartando el sobrenadante. El
botén de células fue resuspendido en 1 ml de solucién de
fosfatos para alcalinizar el pH, posteriormente se mezcl6
y se centrifugd durante 5 min a 12,000 rpm. Se decant6
el sobrenadante y finalmente al botén se le agregé 750 ul
de TE pH 8.0.

Extraccion, purificacion de ADN y

amplificacion de la secuencia IS6110
Para obtener el ADN de la muestra, el botén del paso ante-
rior se somete a digestion con el detergente SDS y digestién
enzimatica con Proteinasa K, segin el método descrito por
Kesarwani y cols*’. Se confirmo la concentracién y puteza
del ADN obtenido mediante espectrofotometrfa. La reac-
ci6n de amplificacion se llevé a cabo en un volumen final de
25 ul usando 100 ng de ADN gendémico, 1.5 U de enzima
Taq Polimerasa y 160 uM de cada iniciador, cuya secuencia
es: TB1: CCTGTCCGGGACCACCCGCGGCAA y TB2:
GGATCCTGCGAGCGTAGGCGTCGG, que generan
un producto de 200 pares de bases (pb) de la secuencia




de insercion 1S6110 del Mycobacterium tubercnlosis® bajo las
condiciones siguientes: desnaturalizacién inicial de 95°C
durante 5 min, seguido por 40 ciclos a 95 °C durante 1 min,
60°C durante 1 min, y 72°C durante 1 min. Los fragmentos
amplificados se separaron mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6% y tefiidos con nitrato de plata.

Cada ensayo de amplificacién incluyé un control posi-
tivo (ADN de la cepa referencia de M. tuberculosis: H3TRv y
un control negativo (mezcla de reaccién y agua). Para des-
cartar falsos negativos, se repite el ensayo afiadiéndole al
tubo de reaccién con la muestra problema 50ng de ADN
de la cepa referencia. Los especimenes se consideran posi-
tivos cuando se observe en el gel un fragmento de 200 pb y
negativos al no encontrar éste (figura 3).

RESULTADOS
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Figura 1. Gel de poliacrilamida al 6%. El carril 1 corresponde

a un control positivo ADN (cepa referencia de M. tuberculosis:
H37Rv); carril 2: individuo con resultado positivo a Mtb.; carril 3:
individuo negativo; carril 4 se observan las bandas del marcador
de peso molecular (de abajo hacia arriba): 100, 200 y 300

pb; los carriles 5y 6 corresponden a los controles negativos
(reaccién sin ADN).

De las 137 muestras recibidas, 36 (27%) resultaron posi-
tivas a PCR, de éstas 22 (61%) fueron del tipo pulmonar;
distribuidas en 13 de liquido pleural y 9 de expectora-
cién; y 14 (39%) extrapulmonares; distribuidas en: 9 de
orina, 2 de secrecién de ganglio, 1 de liquido ascitico, 1
de hisopo nasal y 1 liquido cefalorraquideo, distribuidos
en 17 mujeres y 17 varones, predominando individuos de
edad adulta (32/34) en comparacion de la edad pedidtri-
ca (2/34); con una edad promedio de 44.7 afios y rango
de 6 a 80 afios. En orden descendente, las instituciones
que con mayor certeza diagnodstica, fueron Hospitales
ptivados con el 41.6% (7/17), Hospital General de Cu-
liacan con el 29% (22/76), IMSS 27% (3/11), Hospital
Civil 14% (4/28) y otros.

DISCUSION
Desde un punto de vista historico, la TB se ha considerado
como una enfermedad que afecta socialmente a los mas
desfavorecidos; el 99% de todas las muertes por tubercu-
losis se registra en paises en vias de desatrollo.”” Para con-

trarrestar este fenémeno, es necesario que los gobiernos
inviertan en nuevas tecnologfas diagnésticas.

El presente estudio recoge los datos obtenidos después
de realizar una busqueda de ADN de Mtb en muestras bio-
légicas de pacientes con sospecha de tuberculosis, enviadas
al Centro de Medicina Genémica del Hospital General de
Culiacan, durante el afio 2007 por diferentes especialistas
de varias instituciones publicas y privadas.

En relacién a la forma clinica, encontramos que la in-
feccién pulmonar fue la mas comin, coincidiendo con lo
reportado en diversos estudios,” al menos para la edad
adulta. De hecho, la edad en la cual se encontré el mayor
niamero de muestras positivas confirma que la tubercu-
losis tiene un predominio sobre la edad adulta, especifi-
camente en el periodo econémicamente mas productivo
conduciendo al mayor empobrecimiento econémico-so-
cial de las comunidades.*

Con base en los resultados positivos de la prueba mo-
lecular en relacién con la institucién emisora del paciente
observamos que la institucién con mayor certeza diag-
noéstica fue el servicio privado, seguido por el Hospital
General de Culiacan, IMSS, Hospital Civil y otros. Con-
sideramos necesario continuar analizando este fenémeno
incluyendo mas muestras en aras de uniformizar criterios
diagndsticos, asi mismo, es importante que los responsa-
bles de la salud de los pacientes adquieran mas y mejores
conocimientos sobre las indicaciones de las pruebas de
ADN. Para el caso de la infecciéon por Mtb son: confirma-
ciéon de Mtb en muestras BAAR (+), diagnéstico rapido
en muestras respiratorias BAAR negativas, diagnéstico
rapido de los casos dificiles como meningitis tuberculosa,
tuberculosis diseminada en pacientes con SIDA.

La baciloscopfa, por ser una técnica de bajo costo
y de rapida ejecucién es utilizada en la busqueda bac-
terioldgica, en la detecciéon de casos y control del tra-
tamiento de la tuberculosis, pero carece de sensibilidad
en muestras con carga bacilar reducida.”® Al respecto en
un estudio realizado en Monterrey N.L, se encontré que
la sensibilidad de la baciloscopia para 698 muestras no
pulmonares (pleural, urinaria y meningea) fue del 30.2%
y una especificidad del 99.8%.%

Por dltimo, la importancia de incorporar metodologias
alternativas de diagnéstico de la tuberculosis extrapulmo-
nar dentro de los hospitales, estriba en lo dificil que resul-
ta llegar al diagndstico utilizando técnicas convencionales
tales como la baciloscopia.

CONCLUSIONES
Los beneficios de disponer de mejores sistemas de diag-
néstico, con mayor relevancia clinica, como la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa seran de gran significancia en el
combate, eliminacién de la tuberculosis y de profundo im-
pacto en la salud de la sociedad.
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