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RESUMEN. la RCP revelada por electroforesis sobre gel de
Introduccion. Las micobacteriosis contituyen unagarosa, y 7 resultaron negativas. Los resultados
importante problema de salud a nivel mundiatle la RCP y del cultivo micobacteriolégico
siendo auin mayor en pacientes con el Sindromeateéncidieron en 10 casos.

Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). En esteDiscusion.La RCP es una técnica que reduce a
trabajo utilizamos la Reaccion en Cadena de haras el tiempo de diagnéstico de micobacteriosis.
Polimerasa (RCP) para el diagnostico de I§Rev Biomed 2000; 11:257-262)

principales micobacteriosis, y comparamos los

resultados obtenidos con los del diagnostid®alabras clave: Reaccion en cadena de la
convencional. polimerasa, micobacteriamycobacterium
Material y métodos. Se procesaron cepaguberculosismycobacterium avium intracellulare
controles y 15 muestras: 14 esputos y 1 liquido

cefalorraquideo provenientes de pacientes con

sospecha clinica de tuberculosis. El procesamie @0MMARY.

de las muestras para la RCP se realiz6 pbetection by Polimerase Chain Reaction of
calentamiento. Se emplearon oligonucle6tidos queycobacteria in clinical samples.

amplifican un fragmento del gen de la proteina dietroduction. Mycobacterial diseases are an
65 kDa de los complejosMycobacterium important health problem worldwide technique
tuberculosisy Mycobecterium avium intracellulare based on the Polymerase Chain Reaction (PCR)
(MAI). for the diagnosis of mycobacteria of the complexes
Resultados. Ocho muestras resultaron positivad\ycobacterium tuberculosendMycobacterium
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avium — intracellulare(MAI), and we compared Desde su descubrimiento, varios autores han
the obtained results with the results from thempleado la RCP para la deteccidon We
conventional diagnosis. tuberculosis Para estos estudios se han usado
Material and methods. 2 control strains and 15iniciadores que amplifican diferentes elementos
samples were used: 14 sputum samples andjenéticos, como la secuencia de insercion 1S6110
cerebrospinal fluid (CSF) of patients with suspicio(B-10), el gen que codifica para el antigeno de 65
of tuberculosis. The samples were processed bpa (11-13), y el de 38 kDa (14,15) y han
the thermic method. Oligonucleotides that amplifgesarrollado diferentes métodos de procesamiento
the gen of a 65 kDa protein of the complex Mle las muestras, amplificacion y deteccion del ADN
tuberculosis and MAI were used. amplificado.
Results. Eight samples were positive to the Entre los métodos de descontaminacion de
presence of specific mycobacterial DNA and 7 wetas muestras clinicas que con mas frecuencia son
negative. The results by PCR were corroboratedilizados, esta el protocolo estandar del NaOH-
with a mycobacterial culture in 10 cases. N-acetilcisteina (13,17) y el protocolo del lauril
Discussion.This technique reduces the time fosulfato de sodio (14-16), el cual ha mostrado
the diagnosis of the main mycobacterial diseaseesultados comparables con los del NaOH-N-
(Rev Biomed 2000; 11:257-262) acetilcisteina (14). La ruptura celular puede hacerse
por un método térmico (11), enzimatico, mecanico
Key words: Polimerase chain reaction,0 mixto (8, 12, 14, 16, 17).
mycobacterial diseaserycobacterium tuberculo- Los productos de la RCP pueden visualizarse
sis, mycobacterium avium intracellulare por hibridacion del producto amplificado con una
sonda especifica de &cido nucleico y deteccién
colorimétrica (8-10, 16, 17), por electroforesis en
INTRODUCCION. gel de poliacrilamida (3), y electroforesis en gel de
Las micobacteriosis constituyen uno de logsgarosa tefiido con bromuro de etidio (4, 6, 10,
principales problemas de salud en pacientes cbf), entre otros métodos.
SIDA. Los agentes etioldgicos mas importantes  En el presente trabajo realizamos un estudio
pertenecen a los complejdycobacterium avium- experimental de la aplicacion de la RCP al diag-
intracellulare, detectados en el 50% de los caso®stico de las micobacteriosis en muestras clinicas
durante la fase tardia de la enfermedad o en deesputo y liquido cefalorraquideo, proveniente
autopsia, yMycobacterium tuberculosid,2), al de pacientes con SIDA e inmunocompetentes, y
cual se le adjudica un efecto sinérgico con el vira®@mparamos los resultados con los arrojados me-
de la inmunodeficiencia humana (VIH) (3). diante la aplicacion de métodos convencionales.
El diagndstico convencional de las
micobacterias tiene como desventajas la baja sen-
sibilidad y especificidad del analisis microscopicdIATERIALES Y METODOS.
su limite inferior de deteccion es dée b@cilos por Cepas controles:Se usaron como controles las
mililitro de muestra (4,5), y el lento crecimientacepasMycobacterium tuberculosisi37RV vy
de las micobacterias patdgenas en cultivo (6). S#ycobacterium aviurolasificada por el Laboratorio
embargo, la reaccion en cadena de la polimerdial6gico Farmacéutico (LABIOFAM), Ciudad de
(RCP) permite la identificacion rapida y especificka Habana, Cuba.
de las micobacterias (7) con un limite inferior de
deteccion que varia de 1 a 100 bacilos por mililit®®rocesamiento de las muestrasSe emplearon
de muestra (4). para el estudio 15 muestras clinicas: 14 esputos y
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1 liquido cefalorraquideo, procedentes de pacidilectroforesis en gel de agarosaSe hizo una
tes con SIDA e inmunocompetentes que presengectroforesis en gel de agarosa al 2 % tefiido con
ban un cuadro clinico sospechoso de tuberculosisomuro de etidio, utilizando 10 pl de los produc-
A todas se les practicé el examen directo de ltss amplificados. Los resultados se visualizaron
frotis tefiidos por Ziehl-Neelsen, y se procedio ataediante la observacion del gel en un
descontaminacién de los esputos usando hidréwiansiluminador de luz ultravioleta.

do de sodio (18). Luego los esputos licuados, el Muestras de cada uno de los pacientes estu-
liquido cefalorraquideo y las cepas controles fudiados fueron enviadas al Laboratorio de Referen-
ron procesados para la RCP por el método térmia Nacional de Tuberculosis para realizarles el
co que describimos a continuacion. cultivo micobacterioldgico.

Procesamiento por calorEn cada caso se toma-
ron 500 pl de muestra, se centrifugd y se lavé RESULTADOS.
sedimento con tampén Tris-EDTA (TE) pH 8, De las 15 muestras estudiadas, 8 resultaron
resuspendiéndolo al final en 50 pl del tampon. L@ositivas a la RCP y 7 resultaron negativas (fig. 1
ruptura celular se efectué por calentamiento g®). Hubo 3 muestras que resultaron positivas por
bafio de agua a 100°C durante 10 minutos (11)RCP, examen directo y cultivo micobacterioldgico,
aislandose de ell&gycobacterium tuberculosig
Iniciadores: Los iniciadores usados para la ampositivas a la RCP y al examen directo, pero nega-
plificacion fueron descritos por Rodrigo y colabotivas al cultivo; 3 muestras que provenian de pa-
radores (3). Los mismos amplifican un fragmenitdentes inmunodeprimidos con alta sospecha clini-
de 383 pb del gen que codifica para la proteina d& de tuberculosis, fueron positivas ala RCP y ne-
65 kDa deMycobacterium tuberculosid. bovis gativas a los métodos convencionales; 5 resulta-
BCG yM. avium/ M. intracellulare Estos fueron ron negativas por todos los métodos; y 2 muestras
sintetizados en el Centro de Ingenieria Genéticagsultaron negativas a la RCP, positivas al examen
Biotecnologia (CIGB), Ciudad de La Habandjirecto, y mediante el cultivo se aislaron de ellas
Cuba. micobacterias atipicas no MAI (cuadro 1).

Procedimiento de la RCPLa RCP fue realizada

en un termociclador programable (MJ Resear@SCUSION.

Inc. Watertown, M.A., USA). La mezcla de reac- La deteccion directa de agentes infecciosos
cién contuvo 25 pmol de cada iniciador (CIGB)en material clinico es una atractiva posibilidad en
2,5 U de enzima TAQ polimerasa, 50 mM de KCEI diagndstico rapido de enfermedades, especial-
10 mM de Tris-HCI pH 9, 0,1% de TRITON X-mente las causadas por agentes cuyo crecimiento
100 y 1,5 mM de MgCI2 (Perkin EImer Cetusen cultivo es dificil o lento, como por ejemplo las
Norwalk, CT, USA), 0,3 mM de deoxinucleétidosnicobacterias (4).

(Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Recientemente el cultivo radiométrico ha dis-
Germany) y 5 ul de muestra, para un volumen flrinuido el tiempo de aislamiento de las
nal de 50 pl (3). Se us6 el siguiente programa decobacterias y del analisis de susceptibilidad; sin
amplificacion, desarrollado por los autoressmbargo, resulta muy caro para las posibilidades
desnaturalizacion 4 minutos a 95°C, 30 ciclos dke los laboratorios clinicos, y requiere el uso de
desnaturalizacién 1 minuto a 95°C, hibridacion rhaterial radioactivo (13).

minuto a 57°C y extension 2 minutos a 72°C, con La amplificacién de moléculas blanco a un
un tiempo de extension final de 10 minutos a 72%vel detectable, por la RCP, constituye el mejor
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Cuadro 1
Resultados obtenidos mediante las técnicas de la reaccion en cadena de la polimerasa, el examen directo
y el cultivo a partir de muestras de esputo y liquido cefalorraquideo.

No. de muestra  Naturaleza de Resultado de Resultado del Resultado del
muestra RCP examen directo cultivo

1 Esputo + + #
2 Esputo + + +
3 Esputo + + +
4 Esputo + + <
5 Esputo + + ¢
6 Esputo + - -
7 Esputo + - -
8 Esputo + - -
9 Esputo - - -
10 LCR - - -

11 Esputo - - -
12 Esputo - - -
13 Esputo - - -
14 Esputo - + &
15 Esputo - + +

+ Presencia del producto especifico amplificado, de bacterias 4cido-alcohol-resistentes o de
micobacterias segun el método de RCP, examen directo y cultivo, respectivamente.

- Ausencia del producto especifico amplificado, de bacterias acido-alcohol-resistentes o de
micobacterias.

a Aislamiento de M. tuberculosis.

b Aislamiento de micobacterias atipicas\ipcobacterium avium intracellulare

¢ No crecimiento de micobacterias y crecimiento de contaminantes.

sistema desarrollado para la deteccion dke la RCP es una simple electroforesis sobre gel
micobacterias. Esta técnica no sélo es altameulie agarosa.
sensible y rapida, sino que permite identificar las  En el estudio realizado se encontré que en
especies de micobacterias si usamos los iniciadot€®smuestras los resultados obtenidos por los tres
especificos (13). métodos concuerdan perfectamente. En el caso de
En el presente trabajo desarrollamos una tdas 2 muestras en que el examen directo es positi-
nica de RCP para detectar micobacterias en mues-y se observa crecimiento en cultivo de
tras clinicas. La misma es sencilla, rapida y econdicobacterias atipicas no MAI, la RCP es negati-
mica, adaptada a los escasos recursos y la dinawai-porque los oligonucledtidos amplifican un frag-
ca de un laboratorio clinico. El procesamiento preiento del gen que codifica para la proteina de 65
vio de las muestras so6lo consta de tres pasos: dd3a de micobacterias pertenecientes a estos dos
contaminacion, lavado con el tampdn Tris-EDTAomplejos solament®. tuberculosiy M. avium
(TE) pH 8 y ruptura celular por calentamiento en intracellulare; no se incluyen las otras
bafio de agua a 100°C. Por otra parte, logcobacterias atipicas.
oligonucledtidos utilizados son de produccién na-  Por otra parte, hubo 2 muestras positivas al

cional, y el método de revelado de los resultadezsamen directo y a la RCP con cultivos negativos
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con crecimiento de contaminantes. Las mismas pro-
cedian de pacientes, de los que posteriormente se
han obtenido cultivos positivos ig/cobacterium
tuberculosis Esto sugiere que la RCP puede ser
mas sensible que el cultivo en la deteccidn de po-
CcOs microorganismos viables, lo cual ya ha sido
descrito por otros autores (6,7).

En 3 casos con una fuerte sospecha clinica
de tuberculosis, solo la RCP fue positiva. Uno de
estos pacientes esté recibiendo tratamiento
especifico con una evidente mejoria de los
sintomas, y en los otros 2 casos se ha asumido una
conducta conservadora respecto a la terapéutica
farmacoldgica hasta obtenerse algun cultivo
positivo. No obstante a las evidencias clinicas, por
el momento consideramos los mismos como
385 pb—| posibles falsos positivps, fenémeno que pudiera

r deberse a la contaminacion cruzada entre las
muestras. Este fendmeno fue analizado por
Noordhoek y colaboradores (19) como uno de los
principales responsables de la variabilidad de los
resultados de la RCP en una estudio comparado
realizado en siete laboratorios, a los que se enviaron
las mismas muestras.

Fig. 1 y 2.-Electroforesis en gel de agarosa tefiido con En los geles se observan bandas adicionales
bromuro de etidio de los productos de la RCP a partir de @i§l€ N0 se corresponden con la talla del fragmento
muestras clinicas: 14 esputos y 1 liquido cefalorraquide@gtudiado; esto desdice de la especificidad de esta
suspensiones de dos cepas controles, procesadas por C@&hica’ y seria conveniente realizar a|guna estra-
famiento. tegia para optimizar la RCP, como por ejemplo:
Fig. 1 Linea 1:Marcador de peso molecular ( 174 digerid@aumentar la temperatura de hibridacion, disminuir
con Hae lll. Linea 2: Control de reactivos. Linea 3: Praa concentracién de enzima en la mezcla de reac-

ducto especifico de 383 pb amplificado a partir del contrg} . S . o L.
de M. tuberculosisLineas 4, 6, 7, 8,9 y 10: Ausencia dequon’ disminuir el tiempo de hibridacion y/o el de

producto especifico amplificado en muestras de esputo. glongacion, asi como el numero de ciclos.

nea 5: Ausencia del producto especifico amplificado enla ~ En conclusion, la técnica basada en la RCP
muestra de liquido cefalorraquideo. Lineas 6 y 8: Se obsgque utilizamos en este trabajo pudiera emplearse
van bandas claras, cuya talla no corresponde a 383 pb Y para el diagnéstico de micobacteriosis en un labo-

tanto, son resultado de amplificacion inespecifica. ratorio clinico, teniendo en cuenta las recomenda-
Fig. 2 Lineas 1 y 2:Se observan fragmentos de ADN deciones de los autores.

383 pb provenientes de la RCP que se realiz6 a las cepas

controles deM. tuberculosigy M. aviumrespectivamente.

Lineas 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10: Presencia del producto espgsFERENCIAS.

cifico amplificado. Lineas 2, 7, 9'y 10: Se observan band@sgrisson-Noel A, Aznar C, Chureau C, Nguyen S, Pierre
adicionales que corresponden a amplificacion inespecifigad. Bartole M, et al Diagnosis of tuberculosis by DNA

En la linea 6, el producto de la RCP fue visto como urgnplification in clinical practice evaluation. Lancet. 1991;
banda muy tenue, la que no se aprecia claramente em®:364-6.

fotografia del gel.

383 ph—
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