
DE LA POLIMETRASA (PCR) EN EL DIAGNOSTICO
DE LA TUBERCULOSIS PULMONAR

UTILIDAD DE LA REACCION EN CADENA

RESUMEN

Se describen nuevos modelos moleculares de

diagnóstico de tuberculosis (TBC) y se los comparó con

la clásica metodología de identificación del mycobacteri-

um TBC, enfatizando que la aplicación de la reacción de

polimerasa en cadena (PCR) agiliza significativamente la
obtención de resultados lo que se traduce en el aislamien-

to temprano del paciente y el inicio del tratamiento ade-

cuado.

x Pqblahras clave: Tuberculosis - Micobacterium. Polimerwa.

SUMMARY
We describe new molecular methods for the

diagnosis of TBC, and compared with the classical way

of identification of mycobacterium TBC, remarking that
the polymerase chain reaction (PCR) accelerate the

results and allows the early patient's isolation and accu-

rate medical treatment.

* Key words: Tuberculosis - Mycobacterium - Polymerae.

INTRODUCCION

La incidencia por infecciones por mycobacte-

rias ha aumentado en los últimos años en todo el mundo.

Este incremento no es confinado a mycobacterium tuber-

culosis. Con el aumento de la incidencia del virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) y la inmunodeficiencia

asociada, enfermedades causadas por otras especies de

micobacterias, tales como:

M. avium, M. intracellulare y M. kansasi, han incremen-

tado notablemente.

* Jefe de'la sección de histocompabilidad e inmunogenética.
** Bíoquímica becaria de la Fundación Nefrológica.
*** Bíoquímica contratada d¿l laboratorio de histocompatibilidad e

inmunogenética.
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El diagnósüco rápido de infección por mycobacterias es

crítico para la decisión del tratamiento de individuos
afectados. Las especies difieren en su susceptibilidad al
tratamiento con agentes antimicrobianos.

Los métodos tradicionales para el diagnóstico
involucran el examen directo, el cultivo del microorga-
nismo, seguido por la identificación bioquímica de la
especie. El tiempo requerido para la obtención e identifi-
cación del mismo es de hasta dos meses,

El reciente desanollo de técnicas moleculares,
por ejemplo: la hibridación de ácidos nucleicos pwa la
detección RNA ribosomal (rRNA) de mycobacterias y
elementos repetitivos, ha acortado los tiempos requeridos
para la identificación de 7 a l0 días.

El uso de la reacción en cadena de la polimerasa
(PCR) puede disminuir aún mas el tiempo de diagnóstico.

PCR es un método de amplificación enzimática

in vitro de fragmentos conocidos de ADN por ciclos
repetidos de síntesis, utilizando oligonucleótidos especí-

ficos y una enzima termoestable denominada Taq,

Polimerasa. Como resultado se obtiene una acumulación

exponencial del fragmento de interés. La amplificación y
subsecuente visualización del producto en gel de agarosa

por electroforesis, pueden ser realizados en menos de 24

horas. Diferentes ensayos han sido desanollados para la
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amplificación de DNA de mycobacterias por CPR. Estos

emplean diferentes estrategias básicas y amplifican diver-
sas secuencras..

Las estrategias

empleadas incluyen:

1) Amplificación

especie-específica

(Ej, Mycobacterium TBC).

2) Amplificación de múltiples

especies de mycobacterium seguida por

una hibridización con sondas específicas.

3) Amplificación con nested

FCR (reamplificación del primer produc-

to del PCR)

4) Amplifi cación de moléculas

de rRNA.

La amplificación puede ser

seguida de hibridación o no.

Las secuencias del genoma de mycobacterium

generalmente utilizadas son genes que codifican para pro-

teina de 65 K Da, proteina 38 K Da, 16 S ribosomal (r)

RNA y elementos repetitivos altamente conservados.

Amplificando una secuencia repetitiva de DNA,
IS 6110, Eisenach et al. (1) demostraron la alta especifi-

cidad para el complejo mycobacterium

tuberculosis una ventaja adicional del seg-

mento IS 6110 es que mycobacterium tuber-

culosis y mycobacte-rium bovis bacilie

Calmette-Guerin (BCG) difieren en el

número de copias del elemento repetitivo

por genoma y pueden ser dife-renciados en

Ios patrones de productos de amplificación.

Esto es írtil para cuando es necesario difer-

enciar una tuberculosis de una BCGitis,

La PCR se caracteriza por su alta

sensibilidad y es la metodología de elección

para muestras biológicas que poseen bajo

número de bacilos (paucibacilares) o bien,

aquellas que poseen el microorganismo no viable como

consecuencia del método utilizado para la extracción del

material o por tratamiento antituberculoso.

Figura 1.

Utilidad de PCR en la detección de TBC ertrapulmonar, Corrida

electroforática en gel de agarosa con bromuro de ethidium de un C.

(+) (cepa HV 37 r), muestras negativas (2,3,4,5,6) muestra posilrva

paraTBC (l) correspondiente a un líquido peritoneal y B (blanco

reacción). MP.: marcador de peso molecular.

Figura 2.

Curva de análisis

de sensibtlidad de

PCR paraTBC

usando como

secuencia de

amplifinclnn el

elemento 136110.

Dilusiones

seiadas de

concentración de

ADN conocida de

un standard de la

cepa HV 37 r. EI

línite de detecctón

fue de 1 fg de
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ADN, equivalente a una copia de genoma delbacilo.



Se debe tener especial cuidado en el manipuleo de mues-

tras y reactivos para evitar contaminaciones y resultados

falso positivos.

Esta técnica tiene particular relevancia en la
TBC extrapulmonar donde la recuperación de bacilos
viables es dificultosa. En cambio, no estaría indicada en

el seguimiento o monitoreo bacilar post-tratamiento.

A continuación describimos los pasos a seguir
con la muestra en el laboratorio de biología molecular:
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