M2 /8
A
‘DE;F
UNIVERSIDAD NACIONAL

FACULTAD DE MEDICINA
Division de Estudios de Postgrado

tnstituto Nacional de la Nutricion
“ SALVADOR ZUBIRAN "

HEPATITIS GRANULOMATOSA: Diagnostico de
Mycobacterium tuberculosis mediante PCR

TESIS DE POSTGRADO
Que para obtener el Titulo de
ESPECIALISTA EN INFECTOLOGIA

present.a

Maria Lilia Diaz Betancourt

TUTORES COTUTORES

Dr. Guillermo Ruiz-Palacios QFB. Maria Teresa Herrera
Dr. Eduardo Sada Diaz Dr. Rogelio Hernandez P.
Dra. Yolanda Lépez Vidal  Dr. Juan Calva M.

México, D. F.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

1993



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO

O.INTRODUGCION .............cu:.. TN S
1. JUSTIFICACION
ZHIPOTESIS .....oovvvninnnneeniiinonnns SRSy
8. OBUETIVO GENERAL .. ..o'onnnonnor i i il
4. OBJETIVOS ESPECIFICOS .. ... ... SR BT

SE.MARCOTEOQRICO .. ...ttt iaiintnrsinnsssnroneeanns
5.1. HEPATITIS GRANULOMATOSA ... ..............vvvvvnnnnn
St Patologla ........ ... ... ittt
5.1.2.Patogénesis . ............coiiiti ittt
513 . Etlologia .......... ...t et
St13.d.0Infecciosa ...........c.oiiiiiiniiien,
5.1.3.2. Causasno infecciosas . . ... .............. ...
5.1.4. Hepatlitis granulomatosa por micobacterias . . ..........
5.2. APLICACION DE LA BIOLOGIA MOLECULAR EN EL
DIAGNOSTICO DE INFECCION TUBERCULOSA .............
5.3. METODOS DE EXTRACCION DE ADNDE BACTERIAS . .........
5.4. METODOS DE PURIFICACION DE ADN DE MUESTRAS
EMBEBIDASENPARAFINA . ... . ..............ceinunn.
5. 5. METODOS DE AMPLIFICACIONDEADN ... .......cco0oeun...
5. 6. IDENTIFICACION DE LA ESPECIFICIDAD DE UN FRAGMENTO DE

6. MATERIALES Y METODOS




7.3. ESTANDARIZACION DE LA EXTRACCION Y AMPLIFICACION DEL ADN
DE LAS BIOPSIAS
7.4. ESTUDIO CONTROLADOYCIEGO . .........ocitinnvannnnn 42

7.5. HEPATITIS GRANULOMATOSA ..........c.iiniiainnnn, 43
B.DISCUSION ... . ... it it et rtaratnsienneans 48
O.BIBLIOGRAFIA . ... ... .. it et e 56

10. ANEXO



0. INTRODUCCION

La frecuencia de la hepatitis granulomatosa (HG) es de 3 a 14% en biopsias hepéticas
realizadas en los hospitales generales (1,2,3), misma que depende de la prevalencia de
enfermedades asociadas con granulomatosis.

El diagnéstico del padecimiento de un paciente en el cual se detectan granulomas en el
higado, implica la busqueda de numercsas enfermedades que se han asaciado a este
problema, desde las infecciosas, siendo la mas frecuente la tuberculosis (TB), hasta las
neoplasicas como la enfermedad de Hodking y los linfomas. Otras enfermedades como
la sarcoidosis, las primarias del higado, las del colageno y el uso de ciertos
medicamentos (2,3,4,5,6,7).

Tradicionalmente la biopsia hepética ha aportado en forma limitada al diagnéstico
etiolégico de la HG (8,9), en el 36% de las casos la forma de presentacion es fiebre de
origen desconacido {2,6,7) siendo necesarios exdmenes serolégicos, tinciones, cultivos,
exdmenes radioldgicos y procedimlentos invasivos como las lap: fas. Después de

estos procedimientos el porcentaje de HG con eticlogia idiopdtica es del 6.5 al 36%
(2,7,10,11,12).

En el Instituto Nacional de 1a Nutricidn *Salvador Zubiran™ (*INNSZ") el diagnéstico de TB
se basa en el cuadro clinico y epidemiolégico, el PPD, la tincién, el cultivo para
micobacterias y la respuesta al tratamiento emplrico. En un estudio sobre la utilidad de
la biopsia hepatica para el diagndstico de fa fiebre de origen desconacido entre 1987 y
1990 se encontré que de 14 casas diagnosticados finalmente como TB, 13 tenfan
hallazgos histoldgicos de TB y la tinci6n para bacilos Acido-alcohol resistentes fué
positiva en solo 3y en ninguna se aisl6 el bacilo del cultivo. También el aislamiento de
Mycobacterium tuberculosis (M. tb) ha sido nulo en las biopsias hepdticas procesadas
para cultivo durante los afos 1983 a 1992.



La reaccién de la polimerasa en cadena (PCR) surge como una alternativa de
diagnéstico rapido y efectivo de la TB. La experiencia en cultivos, y algunas muestras de
liquidos y tejidos mediante PCR, utilizando diversos iniciadores para amplificar
fragmentos de los genes que codifican para la protelnas €5 Kda (gene Gro EL),
compartido por micobacterias tipicas y atipicas, la proteina MPB 64 y el antfgeno b del
complejo M. tb, asi como algunas secuencias de insercién ha sido descrita.

Los pacientes atendidos en el "INNSZ" son generalmente Inmunosuprimidos ya sea con
el sindrome de inmunodeficiencia adquirida, pacientes transplantados, oncolégicos, con
enfermedades reuméticas y presentan un alto riesgo para padecer HG
predominantemente de origen infeccioso causada por M. tb.

En el Departamento de Infectologfa la técnica de la reaccidn de la polimerasa en cadena
(PCR), ha sido utiizada para la deteccién de ADN del virus de inmunodeficiencia humana
(HIV), V. cholera, H. pyloriy E.hystolytica. Con esta experiencia, en el presente
estudio se plantea la aplicacién del PCR en el diagndstico répido de M. th como agente
causal de la HG, utilizando tejido de biopsias previamente fijadas en formalina y
embebidas en parafina.



1. JUSTIFICACION

La frecuencia con la que se presenta la MG es de 2.4 a 14% en biopsias hepdticas
realizadas en hospitales generales (1,2,3,7,9).

Entre el 10% y el 53% de las HG en la poblacién general estan ocasionadas por M. tb
(2,4,7) y en el huésped inmunocomprometido esta proporcidn probablemente sea mayor.

El bacilo M. tb puede estar implicado en la etiologia de la HG cuando en los granulomas
se observa la presencia de necrosis caseosa, misma que se presenta con una frecuencia
que va de un 0 a 100%. Existen otros agentes infecclosos y enfermedades no infecciosas
que también pueden producirla como son: hongos, Brucella spp, C. burnettl, T.
pallidum y |a granulomatosis de Wegener (2,4,7,9,11, 13,14,15).

Los métodos de diagndstico de TB actuales presentan limitaciones importantes. La
prueba con derivado proteinico purificado de M. tb (PPD) es una prueba pobremente
estandarizada, puede cruzar inmunologicamente con micobacterias atlpicas y es una
prueba usualmente falsa negativa en pacientes inmunosuprimidas, desnutridos y con
infecciones virales. La tincidn para bacilos 4cido alcohol resistentes es positiva entre el
0 a 35% de los casos (2,4,10,13,14,15)) y el cultivo es positivo entre 0 a 10% de los
casos (2,7).

Todas estas limitaciones de diagnéstico etiolégico de la HG aunado a la alta prevalencia
de la TB como causa de la misma, han llevado a establecer como medida de tratamiento
de la entidad 1a administracién de medicamentos antituberculosos en farma empirica
(2,16,17,18), lo que causa algunas veces pérdida de tiempo en el diagnéstico del
paciente, una exposicidn innecesaria a la toxicidad de los antituberculosos y la elevacion
de los costos de la atencién médica.

La aplicacién de procedimientos de la biologia molecular al diagnéstico temprano de la



infeccion tuberculosa ha producido como resultados la utilizacion de sondas de ADN
completo, fragmentos de ADN, cADN y rARN para la identificacién de micobacterias del
complejo M. tb, M. avium-intraceliulare y M. gordonae en cultivos. En combinacidn con
el sisterna radiométrico el diagndstico puede tenerse a la primera semana de crecimiento
visible, sin embargo su utilidad en la deteccién de micabacterias en forma directa sobre
muestras clinicas es limitada por el escaso nimero de ellas que con frecuencia se
encuentran en liquidos y tejidos (19,21,22).

Con la introducclén del PCR es posible amplificar el ADN extraido de 1 a 2 micobacterias
(23), detectarlo faciimente e identificarlo especificamente.

Los métodos de extraccién de ADN en tejidos previamente fijados en formaldehido y
embebidos en parafina para su utilizacién en la identificacién de otros agentes
infecciosos por PCR, han sido descritos y utilizados por Goelz, Impraim, Shibata y Manos
(24,25,26,27,28).

La magnitud det problema de !a TB en los paises en desarrollo como México y
especialmente en los pacientes con las caracteristicas mencionadas en el instituto, hace
necesaria la implementacion de métodos de diagnéstico rapido y especifico de la
tuberculosis.



2. HIPOTESIS

Una de las principales causas de la HG son las micobacterias del complejo M. tb, misma
que. serd diagnosticada por PCR en biopsias hepéticas previamente fijadas en
formaldehido y embebidas en parafina.



3. OBJETIVO GENERAL

Estandarizar y validar la prueba de PCR en el diagnéstico de infeccién por M. tb como
causa de HG, utiizando como inicladores §'CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG Y
5'CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG, para amplificar un fragmento de 123 pb perteneciente
a la secuencia de inserci6n 156110 del genoma de micobacterias del complejo M. tb.

4.1,

4.2.

4.3.

44.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la sensibilidad y especificidad de los inicladores para detectar M. tb
mediante ensayos en cultivos de cepas conocidas de M. tb, micobacterias no TB,
atros microorganismes no micobacterianos y ADN humano.

Estandarizar la extraccién de ADN a partir de biopsias fijadas con formalina y
embebidas en parafina.

Determinar la sensibilidad y especificidad del PCR para identificar biopsias con
cultivo positivo a M. tb.

Determinar la sensibilidad y especificidad de la reaccién de PCR para detectar HG
de eticlogfa tuberculosa.



5. MARCO TEORICO

La TB continlia siendo uno de los mayores problemas de salud, particularmente en los
paises en desarrollo donde se estima que cada afio entre 6 y 8 millones de personas
desarrollan TB y al menos 2 a 3 millones mueren por esta enfermedad. En estos paises
las nuevas tecnologfas aplicadas en el diagnéstico y tratamiento de la enfermedad no
han tenido el impacto esperado en su control (29).

Entre las formas de presentacién de la TB estan: la HG aislada, la asociada a fiebre de
origen desconocido, a enfermedad pulmenar primaria o de reactivacién y a una
enfermedad generalizada.

5.1. HEPATITIS GRANULOMATOSA

La HG se refiere a la presencia de granulomas en el tejido hepéatico, minoritariamente -
asociada a inflamacién verdadera o disfuncién hepatocelular, de alli que e! término
hepatitis sea inadecuado (30).

La MG se asocia con una amplia variedad de enfermedades lnfebclosas. neopléslcaé.
alérgicas, inmunalégicas, del coligeno, metabélicas, medicamentos y téxicos. La HG
idiopética constituye el 6.5 al 36% de los casos (2,3,4,5,6,7,10,11).

5.1.1. Patologia

El higado se encuentra frecuentemente infiltrado por nédulos discretos bien definidos
de 0.5 a 2 mm de didmetro, que consisten en agregados de células epiteloides o
macréfagos, rodeados por un anillo de células mononucleares predominantemente
linfocitos, algunas veces con necrosis caseosa central y células gigantes multinucleadas.
‘La arquitectura lobular det higado generaimente se encuentra conservada, aungue
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ocasionalmente se puede hallar infiltrado inflamatorio escaso, &reas de fibrosis y curacién
por hialinizacién y encapsulacién (31,32).

5.1.2. Patogénesis

En los modelos animaies se ha demostrado que un mecanismo inmunolégico mediado
por células esté involucrado en la formacién del granuloma. La utilizacién de huevecillos
de S. mansonl mostré que para la farmacién del granuloma se requiere de! estimuio
antigénico persistente y una reactividad anamnésica incrementada que lleva a la
formacién de la lesién de manera més rdpida y aumentada (32,34).

Para explicar las enfermedades granulomatasas de hipersensibilidad, se han postulado
otros mecanismos cormo: |a activacion del complemento desencadenada por complejos
antigeno-anticuerpo solubles y la liberacién por parte de los macrétagos de los factores
quimiotdcticos. En los granulomas no inmunolgicos la liberacidn inespecifica de
mediadores de la inflamacién a partir de los macréfagos activados por la fagocitosis del
antligeno (32,35,36,37,38). Los maonocitos y macréfagos migran al drea de inflamacion
o reaccién inmunoldgica y se transforman en células epiteloides, debido probablemete
a la persistencia del antigeno dentro de los macréfagas, coma ejemplo, en la infeccién
por micobacterias, la persistencia de los lfpidos del bacilo dentro de los macréfagos de!
"granuloma inducen su transformacién en células epiteloides (34, 39).

5.1.3. Etiologia

La frecuencia de las diversas causas de HG depende de la prevalencia de enfermedades
infecciosas en determinada 4rea, el tipo de pacientes atendidos en et hospital donde se
realiza el estudio, los criterios y la disponibilidad de recursos para determinar la etiologia.
En las diferentes series la sarcoidosis y la TB son las patologias més frecuentemente
encontradas, de 10 a 46% para la sarcoidosis y de 10 @ 53% para la TB
(2,4,5,6,7,10,11).



5.1.3.1. Infecciosa. (2,4,5,6,7,10) Entre los agentes infecciosos el mas frecuentemente
relacionado con HG es M. tb, otras Bacterias asociadas son: las micobacterias atipicas,
M. leprae, e! bacilo de Calmette Guérin, Brucella spp, F. tularensis, S. typhi, S.

paratyphi B, L. itogenes, C. gr I Is, N dia spp, P. pseudomallei y
T. palidum.
Entre los hongos estan el H. capsul. Crypt. spp, C. Iinmitis, B.

dermatitidis, Candida spp y Aspergillus spp.

Infecciones por parasitos: S. mansoni, Toxocara spp, Ancylostoma spp, F. hepética,
C. hepitica, S. est lis, A, lumbricoides, E. histolytica, T. gondiy Plasmodium
spp.

infecclones por virus, clamidias y rickettsias: citomegalovirus, virus Epstein-Barr, virus
de la hepatitis y virus de la influenza B, C. burnetll, C. psittacl, C. trachomatis y R.
conoril.

Otra enfermedad infecciosa con gérmen aun no fdentificado y asociada con HG es la
enfermedad de Whipple.

5.1.3.2. Causas no infecciosas (2,3,4,5,6,7,10,11) La mds frecuente es la sarcoidosis,
la que en algunas series ocupa el primer lugar.

Otras sdn las enfermedades hepéticas primarias: La cirrosis biliar primaria, de Lanec y
postnecrética, obstruccién biliar, pericolangitis aguda y crénica, esteatosis hepética,

hepatitis téxica o por medicamentos y la crénica activa.

Neoptasias: Linfomas, céncer del tubo digestivo y otros.



Reacciones de hipersensibilidad: Eritema nodoso, beriliosis e hipersensibilidad a
medicamentos como Ssulfonamidas, penicilinas, alopurinol, halotano, procainamida,
quinidina, fenitoina y otros.

Enfermedades del coldgeno: granulomatosis de Wegener, arteritis temporal, polimialgia
reumatica y granulomatosis alérgica.

Inmunodeficiencias: enfermedad granulomatosa crénica de la infancia e
hipagamaglobulinemias.

Entermedades Varias: enfermedad de Crohn, calitis ulcerosa, granuloma eosinofilico det

pulmén, granulomatosis linfomatoidea, enfermedad celfaca, "puente” pots-ileal, granuloma
del peritoneo por falco y cuerpos extranos,

5.1.4, Hepatitis granulomatosa por micobacterfas

La TB ocupa €l primero o segundo lugar entre las causas infecciosas de HG y en
algunos informes entre todas las causas alternandose con la sarcoidosis (2,4,5,6,10,11).

La HG puede presentarse con varias formas de TB, se sugiere que la TB pulmonar
primaria se asocia a un compramiso hepético frecuente, la mayoria de las veces

asintomético.

En la TB pulmonar crénica o de reactivacién se han encontrado granulomas hepéticos
con una frecuencia de 0 a 93% en biopsias y de 50 a 100% en autopsias (10,13,15).

En la TB generalizada se informé una frecuencia de granulomas hepéticos del 97% en
un estudio de 100 autopsias (14).
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La TB hepética primaria probablemente es debida a reactivacién en el higado de focos
de micobacterias ocurridos durante la infeccién primaria y que han permanecido latentes.
Esta forma se asocia a compromiso extenso del higado {(40). Otras formas poco
comunes de presentacion son e! tuberculoma hepético y la colangitis tuberculosa (41).

E! diagnéstico diferencial més dificil de la TB basado en la apariencia de los granulomas
es con la sarcoidosis. Las caracteristicas histopatolégicas que sugieren etiologfa
tuberculosa son: la presencia de bacilos 4cido-alcohol resistentes, la necrosis caseosa
y la ausencia de reticutina, contornos irregulares e infiltrado denso de linfocitos atrededor,
mientras que los haliazgos que sugieren sarcoidosis son: ausencia de necrosis caseosa,
localizacién en los espacios porta, presencia de muchas células de Langerhans y
granuiomas abundantes (2,9,13,15). Sin embargo estos datos histopatolSgicos
contribuyen paco al diagnéstico etioldgico debido a que la presencia de necrosis caseosa
es muy variable entre el 0 y el 100%, ademas puede presentarse también en las micosis,
la sifilis, 1a brucelosis, 1a fiebre Q y la granulomatosis de Wegener, los bacilos &cido-
alcohol resistentes se visulizan unicamente en el 0 a 35% de los casos y el cultivo es
positivo entre el 0 a 10% ( 2,13,15).

El PPD se ha encontrado positivo en el 45% de los pacientes con TB, en el 42% de los
granulomas idiopaticos y en el 13% de los pacientes con sarcoidosis (2,7).

Los hallazgos clinicos que sugieren TB especialmente si se encuentran en combinacion
son: fiebre de origen desconocido especialmente asoclada a escalofrio, anemia,
compromiso meningeo, pérdida de peso, astenia, duracién de los sintomas por un
periodo menor a 6 meses (2).

El 60% de las fiebres de origen desconocido son de etiologla infecciosa, la asociacion
del sindrome de fiebre de origen desconocido con la HG es del 36% (2,6 y 7) y el
microorganismo aislado con mds frecuencia es M. tb. Ante la carencia de exaAmenes
sensibles y especificos para el diagndstico de esta infeccion muchos de los granulomas
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idiopaticos podrian ser de origen tuberculoso, por lo que se ha sugerido el tratamiento
empirico con dos medicamentos antituberculosas durante 6 a 12 semanas y en caso de
ausencia de respuesta cambiar a corticosteroides con isoniazida si el PPD es positivo
(2,16,17,18,41,42).

5.2. APLICACION DE LA BIOLOGIA MOLECULAR EN EL DIAGNOSTICO DE
INFECCION TUBERCULOSA

Recientemente se ha aplicado la biologia molecular al entendimiento y el diagnéstico de
fas infecciones micobacterianas, habiéndose extraido su ADN y secuenciado algunos
fragmentos de diferentes especies, entre ellas: M. th, M. leprae, M. bovis y M. avium-
intracellulare.

M. tb tiene un genoma de tamado similar al de E. coli, 2.5x 10° Mba. Su ADN se ha
clonado y se ha logrado la expresién de genes en E. cofi, especiaimente los que
codifican proteinas Inmunologicamente activas. Se han secuenciado genes que codifican
para algunas de ellas y también proteinas de otras micobacterias asf: gene Gro EL de
M. tb, M. bovis BCG, M. avium, M. pa I8y M. fortultum (43,44) el gene
de la protefna 36 Kda de M. leprae (45), el gene pab de la proteina de 38 Kda de M. tb
(46), el gene de la proteina mtp4Q especifica de M. tb (47), secuencias de insercién
como [S6110 det complejo M. th (48), y fragmentos de algunas clonas de M. tb entre
ellos un fragmento de 158 pb de la clona lambda PH7311 (49), un fragmento de 123 pb
de la clona M13KE39 (50) y un fragmenta de rfRNA 16s de M. leprae (51).

La secuencia de la protefna de 65 Kda consta de 540 amino4cidos, es comin a muchas
micobacterias, se postula sea un antigeno de la pared celular (CWP-a) y ha sido la mas
estudiada en M. leprae. El antigeno 65 KDa contiene epitopes que son comunes a varias
especies de micobacterias y epltopes especificos de una especie; Ac y células T
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reactivas contra este Ag, pueden encontrarse en pacientes con T8, pacientes con lepra
y vacunados con BCG. El mapa deducido de la restriccién enzimética del Ag 65 KDa
concuerda con el publicado para el mismo Ag de M. bovis excepto por la presencia de
dos sitlos adicionales Smal en el gene de M. th y no concuerda con el del Ag 65 KDa
de M. leprae io que es esperado ya que en estudios de homologia de ADN de
micobacterias, M. tb tiene homologfa de al menos 90% con M. bovis y alrededor de 20
a 30% con M. leprae. (43,44,52,54,55,56,57,58,59,60,61,62).

E! gene Gro EL ha sido el mas utilizado para experiencias de PCR con el fin de
identificar micobacterias tanto en cultivos como en muestras clinicas, tiene considerable
similitud entre las diferentes micobacterias TB y no TB, su secuencia es idéntica entre
M. tby M. bovisy entre M. aviumy M. paratuberculosis, sin embargo ha sido posible
identificar pequenas diferencias que se han utilizado en la elaboracién de sondas
especificas de M. tb/bovis y M. avium/paratub losis. Estas sondas se han usado
para la Identificacién de micobacterias procedentes de cultivos y muestras clinicas
especialmente liquidos (44,64,65,66,67,68) (Tabla 1a).

Fragmentos de los genes que codifican para las protelnas MPB64 y MPB?0 han sido
probados mediante PCR en cultivos y muestras clinicas determinandose que son
especificas del complejo M. tb (69,70,71,72) (Tablas 1a y 1b).

Un fragmento de 158 pb perteneciente a una secuencia de insercién obtenida de la clona
recombinante lambda PH7311 fué ensayado en una prueba de PCR siendo capaz de
detectar hasta 20 células micobacterianas procedentes de cultivos y 10° en muestras de
expectoracion. Este fragmento es especifico del complejo M. th (49).

De la clona Mbol de 5.5 Kda especifica del complejo M. tb se amplificd un fragmento de

336 pb en cultivos y muestras clfnicas obteniendo una sensibilidad del 100% en relacion
con el cultivo (73).
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Tabla

. Experiencia en la i

mediante PCR

GENE/MICOBACTERIA

INICIADORES

PRODUCTO

AUTOR/ARO

Qe la prot. 65Kea
de M.tb y M. no TB

De fa prot. 86Kda
de M.tb y M. ne TS

Do la prot. §6Kda

de MAb y M. o 78

Do te pret. 06Kda

de M.th y M. no T8 y 1o
188110 ¢si Comb. M.tb

Do ts prot. €5Kaa
deMtbyM.noTB Y Ia
186110 dei Comp. M.th

Qe la prot. 86Kds
s M.tO y M. a0 TR y la
188110 dei Comp. M.1h

de M.th ¥ M.
188110 da) Comp M.TH

Da la grot. 28Kds dat
Comp. M.th (gene Pab)

Oe (s prot. MPBE4 del
Comp. M.ty

De ta prot. MPRES de)
Caol [ 81]

Do Ia prot. MPEES dat
Comp. W.1D

De In clena de 8.5 Kob
Mdol

8! do LAMRDA PH 7311
Prat, 126 Kdadel Comp. M.t6

THY 6'GAGATCAAGCTAAAQQATCC
TR2 6'AGCTGCAGCCCAAMISTGTT

TA1 5'0MATCAAQCTAGAAGATCC
TH2 5'AGCTACAGCCCAAAGGTATT

&°CAT TGCAAAITAAT TCCTCCGAAT
5

T81 $’'GAGATCOAGCTOAASGATCC
TB2 6'AQCTACAGCCCAAALAGTATT
1aTe2 0 1OTEY

TE1 8'SAGATCA AGCTAAAQGATCC

TB2 §'GCAAATCT TGT TAACGACCAQGO

#x1 8°CTAACEQATCACTTCCACGA
B8x2 5'TTCAACCEGCQaaAcaTcac

T81 6'GAGATCAAUCTAGAGGATCS
TB2 §°AGCTACAGCCCAAAQQTATT
TA26 8'CCATCGATCCAAGACCCTOC
TeaAQGGC

TR20C §'TQCTCTAGACTCCTCAACAAG
TQATQACO

TB1 $’0AGATCGAGCTARASAATCC
TE2 §'AGCTACAGCCCAAAGGYGTT

ISTB2 o IBTST

M7 $*'ACCACCAAICAATTCACCTAR
NT2 6'0ATCTECAAATCIATTCCAR AT

$°TCCACTACCAATCATCTTCC
S'&TCCTCACOAGTCTAAGCTA

8°TCCOCTACcCAQTCATCTTEC
S'@TCCTCACGAQTCTAGACCA

S’ TCCQACTGCCMATCATCTTCC
SUTCCTCACAASTCTAGECCA

8°GATCCTAACGOTAATGOGAT
D 8°CGCCCATCCACATCCCACCC

185 pb

80
328 pb

827 pb

878 pb

383 pb
168 pb

283 PR
¥
a26 pb

410 pd

240 80
e
240 pb

838 pb

Hence ot at. 1

9 (44)

Psa st al. 1860 (84}

Brissan-Noel ot &) 1001,
{s9)

Gaboor et alL1any (e6)

Piarre ot ). 1001(67}

Thierry et ol 1980 (85)

Qobring ot of 1800(88)

Shankar st al. 1980(08)

Shashar et al. W81(70}
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Tabla 1b. Experiencia en la identiticaciéon de micobacterias
mediante PCR

GENE/MICOBACTERIA INICIADORES PRODUCTO AUTOR/ARO

186110 de! Comp. M.tb §'CCTGCAAGCATAGGCATCGA 123 pb Elasnach et al. 1890 (50}
8'CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG

1868110 de! Comp. M.tb 8'CCTGCAAGCATAGGCGTCRA 123 pb Elsenach st al 1991 (76)
§'CTCGTCCAQCACCACTTCGA

198110 del Comp, M.th IBL1 6'CACCGCGAQCTGCACAAT 283 pb  Savlo ot al. 1992 (77)
{ GGCaA
I8L2 5'GGTGCTGGTGATCCGAAG
caaca
Do la prot. mtp40 de PT1 8'CAACGCACCAGTCAGTER 390 pb Del Portilio ot sl, 1991(23)
M.tb PT2 8'CCCCCCACGGCACCQC
De 1a prot. MPB70 dei TB1A 8'GAACAATOCQAAGTTGACAA 372 pb Cousine ot al, 1982 (72)

Comp. M.tb TB1B 8'AGCACACTQTCAATCATGTA




En 1992 el gene para la protelna mtp40 especifica de M. tb fué secuenciado y un
fragmento de 396 pb utilizado mediante PCR en la identificacion de M. tb en cultivos y
muestras clinicas (23) (Tabla 1b).

Las secuencias de insercién son elementos genéticos méviles que se han encontrado en
la mayorfa de los microorganismos, se insertan en el genoma de fas bacterias en algdn
momento de su evolucién y tienen utilidad en taxonomia, diagnéstico y epi logfa.
En las micobacterias se ha aislado ia IS900 de M. paratubercuiosisy la IS 6100 de M.

fortultum (48,74).

Det genoma de M. tb fué aislada y secuenciada la IS6110, consta de 1361 nt, presenta
en sus extremos una secuencia de 28 pb repetida en forma invertida con 3 pb
discordantes y 3 pb repetidas en forma directa (figura 1). Esta secuencia mostrd
homologfa con una secuencia de insercién de E. coli al estudiaria en el banco de datos
EMBL. (48).

Por estudios de fragmentos de restricién e hibridacién con et ADN de M. th se observé
que el fragmento 1S6110 es caracteristico de micob ias del wpicjo M. th ( M. tb,
M. bovis, M. microtl y M. africanum) y no se ha encontrado en M. svium o en M.
intracellulare (50,75).

Entre las diferentes especies del complejo M. tb existen diferencias en el nimero de
copias del fragmento y su localizacién en et genoma, se ha estimado que AL tdy AL
microt! poseen entre 10 y 20 coplas de dicha secuencia, mientras que ML bovisy M.
bovis BCG una sola copia (65).

La determinacién de la posicién del fragmento puede ser (til en ia identificacién de cepas

de micobacterias, este hallazgo tiene su pricipal aplicacion en epidemiologia porque
permite la diferenciacion entre cepas de una misma especie (75).
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Los experimentos de PCR con los iniciadores Bx1 y Bx2 para amplificar un fragmento de
376 pb de IS6110 han mastrado amplificacién positiva hasta con cantidades de ADN de
micobacterias del complejo M. tb de 1 fg equivalente a 1 genoma de micobacteria,
cuande el producto se detecta mediante hibridacién con una sonda marcada
radioactivamente y 10 fg cuando se observa en el gel de agarosa teftido con bromuro de
etidio (68). Otros iniciadores para amplificar fragmentos de 123 pb (50,76) y 263 pb
mediante los iniciadores 1SL1 e ISL2 (66,67) mostraron una sensibilidad y especificadad
para detectar M. tb similares al anterior, en cultivos y muestras clinicas, mejor que la
amplificacién de fragmentos de la secuencia del gene Gro EL, que se encuentra en una
sola copia en el genoma de las micobacterias.

Las pruebas de PCR con fragmentos de 1S6110 han mostrado especificidad para
detectar micobacterias del complejo M. tb y no han evidenciado reactividad con el ADN

de M. avium, M. int, ltulare, M. paratub losis, M. i M. ful,
N. asteroides, E. coli, S. aureus, M. chalcea, S. lividans, S. hygroscopicus, S.
viridoct g S. antibloticus, S. fradiae (65).




CGA™®TGAACCGCCCCGACATGTCCGGAGACTCMCAGTTCTTGGAAAGGATGGGGTCAT 56
GTCAGGTGGTTCATCGAGEBAGGTACCCGCCGGAGCTGCGTGAGCGGGCGGTGCGBATGG 115
TCGCAGAGATCCGCGGTCAGCACGATTCGGAGTGAGCAGCGATCAGTGAGGTCGCCCAT 174
CTACTTGGTGTTGGCTGCACGGAGACGGTGCGTAAGTGGGTGCGCCAGGCGCAGGTCGA 233
TGCCGGCGCACGGCCCGAGACCACGACCGAAGAATCCGCTGAGCTGAAGCGCTTAGCGG 292
CGGGACAACGCCGAATTGCGAAGGGCGAACGCGATTTTAAAGACCGCGTCGGCTTTCTT 351
CGCGGCCGAGCTCGACCGGCCAGCACGCTAATTAACGGTTCATCGCCGATCATCAGGGE 410
CACCGCRAGGGCCCCBATGGTTTGCGGTGGGGTGTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGAC 469
CGAGCTAGGTGTGCCGATCGCCCCATCRACCTACTACGACCACATCAACCGGGAGCCCA 528
GCCGCCGCAAGCTGCACAATGGCGAACTCAAGGAGCACATCAGCCGCGTCCACGCCGCE 567
AACTACGGTGTTTACGGTGCCCGCAAAGTGTGGCTAACCCTGAACCGTGAGGGCATCGA 646
GGTGGCCAGATGCACCGTCGAACGGCTGATGACCAAACTCGGCCTGTCCGGGACCACCE 705
GCGGCAAAGCCCGCAGGACCACGATCGCTGATCCGGCCACAGCCCGTCCCGCCGATC 762
TCGTCCAGCGCCGCTTCGGACCACCAGCACCTAACCGGCTGTGGGTAGCAGACCTCACC 821
TATGTGTCGACCTGGGCAGGGTTCGCCTACGTGGCCTTTGTCACCGACGCCTACGCTCG 880
CAGG, ATCCTAGGCTGGCGAGTCGCTICCACGATGGCCACCTCCATGGTCCTCGACGE 937
GATCGAGCAAGCCATCTGGACCCGCCAACAAGAAGGCGTACTCGACCTGAAAGACGTTA - 896
TCCACGATACGGATAGGGGATCTCAGTACACATCGATCCGGTTCAGCGAGCGGCTCGCE 1055
GAGGCAGGCATCCAACCGTCGGTCGGAGCGGTCGGAAGCTCCTATGACAATGCACTAGE 1114
CGAGACGATCAACGGCGTATACAAGACCGAGCTGATCAAACCCGGCAAGCCCTGGCGGT 1173
CCATCGAGGATGTCGAGTTGGCCACCGCGCGCTGGGTCGACTGGTTCAACCATCGECGE 1232
CTCTACCAGTACTGCGGCGACGTCCCACCGGTCGAACTCGAGGCTGCCTACTACGCTCA 1291

GGGCEGTTCACKGA 1361
Figura 1. *Secuencia IS6110 del complejo M. tb

RD: Secuencia repetida directa, Ri: Secuencia repetida invertida, P1: oligonucledtido Iniciador, P2:
oligonuctedtido Iniclador
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5.3. METODOS DE EXTRACCION DE ADN DE BACTERIAS

Para extraer ADN se pueden utilizar diferentes procedimientos dependiendo del tamafio
del ADN que se quiere obtener, los usos que se le daran y la clase de célula donadora
del ADN.

En general 1a lisis de las células puede lograrse utilizando detergentes i6nicos o no
i6nicos, solventes organicos, alcalis, calor o enzimas como la lisozima y la proteinasa K
que actuan sobre los componentes proteicos, lipidicos y carbohidratos de la pared celular
y las membranas liberando el ADN (78,79).

La extraccién se puede realizar con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. La extraccién con
fenol es el mejor método para purificar ADN de extractos celulares e inactiva la
endonucleasa A presente en algunas cepas de E. coli.

La precipitacion se realiza generalmente con etanol en presencia de sales que permiten
la recuperacién de moléculas de ADN de alto peso o fragmentos de cadena simple o
doble y también de ARN. E| ADN de alto peso molecular es precipitado muy bien por
etanol frio.

De las sales, el acetato de amonio es més eficaz para remover impurezas que el acetato
de sodio y es mas conveniente cuando se trabaja con fragmentos pequefnos de ADN
como el recuperado de geles que contiene muchas impurezas. También las sales de
nucleétidos de amonio son mas solubles en etanol que las de nuclebtidos de sodio y si
se requiere una cantidad exacta de nucleétidos de trifosfato es ial ap! har esta
propledad y usar acetato de amonio para eliminar los nucleétidos libres presentes en la
solucion de ADN. Ademds es importante considerar que cuando se trabaja con et ADN
en solucién los restos de metales pesados, detergentes ¢ cualquier otro componente son
potentes inhibidores de las endonucleasas de restriccién y otras enzi como la ligasa
de ADN o la kinasa de polinucleétido. Cuando se va a purificar relativamente grandes
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cantidades de ADN de células eucariéticas es m4s conveniente usar acetato de sodio
(79).

Algunos protocolos incluyen digestion con RNAsa, sin embargo esta genera fragmentos
que pueden actuar como sustratos para varias enzimas entre ellas la transferasa y la
kinasa.

El etanol se puede usar para recuperar pequefias o grandes cantidades de moléculas de
ADN cuya concentracién puede variar de unos pocos nanogramos a microgramos por

ul de la soluciédn. La solucién puede ser incubada a -70°C por 15 a 20 minutos o a -20°C
durante toda la noche, el precipitado se recupera por centrifugacién en micréfuga a

12.000 rpm durante 10 minutos. Cuando los polisacaridos estan presentes se debe
preferir la precipitacién -20°C, ya que estos precipitan mas faciimente a -70°C (79).

El tiempo y la temperatura de incubacién y el tiempo de centrifugacion influyen en la
concentracién del ADN recuperado, haciendo necesario considerar este aspecto cuando
se estan manipulando muy bajas concentraciones de ADN. El mejor resultado con la

precipitacién a 4°C en presencia de bajas concentraciones de ADN se obtiene cuando
se centrifuga por 10 minutos, esto puede deberse a que el etanol al 75%, en cantidad

de 3 volumenes por uno de la muestra a -70°C es viscoso, retardando 1a migracién det
precipitado de ADN, pero usando tiempos de centrifugacién més largos este problema

debe eliminarse, por ejemplo centrifugar por 30 minutos a 4°C. El tiempo de incubacién
a temperatura de 4°C no tiene efecto sobre la recuperacién del ADN después de 10
minutos de centrifugacién (79).

Cuando la solucién se mezcla con alcohol absoluto y se centrifuga inmediatamente,
también tiempos maés largos de centrifugacién aumentan la cantidad de ADN recuperado.

Una vez el ADN ha sido precipitado y lavado puede secarse y resuspenderse en agua.
La concentracién se determina con fluorometria o espectrofotometria a 260 nm.
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Con los métodos empleando tiocianato de guanidium y particulas de sllica o diatomos
como portadores de 4cidos nucléicos, para extraerlos de muestras clinicas, los 4cidos
nucleicos liberados de las células lisadas se unen con el portador formando complejos
que deben ser rdpidamente sedimentados por centrifugacién, lavados, secadas y
resuspendidos en el buffer de reaccién (80). Este método permite un buen rendimiento
y pureza en el ADN obtenido de muestras clinicas.

5.4. METODOS DE PURIFICACION DE ADN DE MUESTRAS EMBEBIDAS EN
PARAFINA

La extraccién de ADN de tejidos previamente fijados en formatdehido amortiguado y
embebidos en parafina ha hecho posible la amplificacién de fragmentos de ADN
contenidos en tejidos guardados hasta por 40 afnos. Goelz y col. (24) extrajeron ADN de
muestras no fijadas, fijadas y fijladas embebidas en parafina. El rendimiento del ADN

varié entre 0.5 y 3 ug/mg de tejido. El tamario de los fragmentos de ADN obtenidos de
tejidos con menos de 5 afios de edad fué de 100 a més de 10* pb, la mayoria entre 100

y 1500 pb. El método empleado en este protacolo requiere un tiempo aproximado de 4
dias.

Impraim y col. (25) realizaron PCR para detectar. alteraciones en los alelos de la B
globina en el ADN extraldo de bloques guardados, embebidos en parafina con éxito.

Shibata y col. (27) Detectaron mediante PCR el gene de la B globina y el gene ES8 de!
virus del papiloma humano en tejidos embebidos en parafina y almacenados hasta por
40 arios.

Wright y col. (28) recomiendan disolver la parafina de las secciones det tejido de 5 a 10
um, utilizando octano o xileno en 2 ocasiones y lavando con etano! absoluto en dos
ocaslones.
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Para hacer la digestién se recomienda adicionar 100 ul de buffer de digestién (TRIS
50mM pH 8.5, EDTA 1mM, mds lauril 12 al 1%, o Tween 20 al 0.5%) que contiene 200

rg/ml de proteinasa K, (las muestras con gran cantidad de tejido deberén resuspenderse
en el buffer de digestién) incubar por 3 h a 55°C o por toda la noche a 37°, y luego a
95°C por 8 a 10 minutos para inactivar la proteasa. Para usarlo para PCR se deberd
centrifugar por 30 segundos para remover cualquier exceso de parafina o tejido y se
empleard una alicucta (1 a 10 i) de sobrenadante, aunque las extraldas de muestras
con abundante tejido pueden amplificarse con 0.1 pl para 100 u! de la mezcla de
reaccién de PCR. Las muestras pueden almacenarse a -20°C.

Los ciclos de PCR deben modificarse en el tiempo: 95°C por 1min, 55°C por 1 minuto,
72°C por 2 minutos, durante 40 ciclos y la extensién final a 72°C por 3 a 5 minutos.

5. 5, METODOS DE AMPLIFICACION DE ADN

El PCR es un método que permite la sintesis in vitro de secuencias de ADN especificas,
mediante el uso de la enzima taq polimerasa y dos oligonucleétidos Iniciadores que
hibridan a la regién opuesta de los extremos de la banda de ADN bfanco (81,82,83).

El método fué inventado por Kary Mullis e inicialmemte aplicado en la amplificacién de
ADN de la B globina humana y el diagnéstico prenatal de la anemia de células
falciformes. Este método permite doblar aproximadamente en cada ciclo el nimero de
secuencias de ADN blanco (84).

Un efemplo de procedimiento que podria servir de gufa con las correspondientes
modificaciones segun el ADN con que se vaya a trabajar, recomendado por innis y col.
(83) es el siguiente:

En un tubo microfuga de 0.5 m! preparar 100 u! de reacciéh conteniendo:; 100000-
1000000 de moléculas de ADN a amplificar, 20 pmol de cada iniciador (Tm >55°C}), 20
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mM TRIS HCL (pH 8.3) (20°C), MgCI2 1.5 mM, KCI 25 mM, Tween 20 al 0.05%, 100
ug/ml de gelatina pasada por autoclave, o albimina sérica bovina libre de nucleasa,

dNTP 50 uM de cada uno, 2 unidades de tag polimerasa de ADN. Se hacen 25-35 ciclos
con denaturacién de 15 segundos a 96°C, primera hibridacién 30 segundos a 55°C,
primera extensién 1.5 min a 72°C, y extensién final a 72°C por 5 minutas, las reacciones
se paran por enfriar a 4°C o por adicionar EDTA a 10 mM.

5. 6. IDENTIFICACION DE LA ESPECIFICIDAD DE UN FRAGMENTO DE ADN

La especificidad de un determinado fragmento de ADN,Mproducto o no de PCR, se puede
lograr mediante varios métodos (85).

Hibridacién con sondas de oligonucleétidos sintéticos complementarias a la secuencia
especifica que se va a determinar, las condiciones de hibridacién deben ser
cuidadosamente controladas.

Procesamiento con enzimas especificas del sustrato de ADN, entre ellas endonucleasas
de restriceién, polimerasas, ligasas y ribonucleasas (86).

La técnica méas comun es el souther blot: La presencia variable de secuencias de
reconocimiento para enzimas de restriccién produce fragmentos de tamaiio variado
cuando el ADN genémico de diferentas individuos se somete a digestién enzimética. Los
fragmentos son entonces separados por electroforesis en gel de agarosa, se transfieren
a una membrana y se identifican con una sonda marcada con material radioactivo. Con
esta técnica cualquier segmento de ADN clonado puede ser sonda sin necesidad de ser
secuenciado, sin embargo tiene limitaciones como: el tiempo empleado en el andlisis es
de dias, la técnica es relativamente complefa y de diffcil automatizacién para su uso
rutinario, requiere el uso de material radioactivo que tiene problemas de seguridad y
estabilidad, no todas las variantes de secuencias son reconocidas por los cientos de
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enzimas de restriccién existentes y se requiere relativamente gran cantidad de ADN
gendmico para poder analizarlo.

Alternativamente la sonda de hibridacién puede marcarse con diferentes sustancias,
sustratos de enzimas o antigenos y detectarse por productos de las reacciones
eziméticas o anticuerpos y también pueden marcarse los iniciadores para obtener un
producto de PCR ya marcado.

El uso de sondas de oligonucleotidos no radioactivos, para analizar la secuencia de los
productos de PCR (87) tiene ventajas ya que las sondas no radioactivas son muy
estables, la metodolagia permite su realizacién en gran numero de muestras y en
laboratorios no equipados para trabajar con material radioactivo, ademés disminuye en
una gran proporcién el tiempo necesario para obtener el diagndstico.

El método basado en el formato de dot blot requiere un producto de PCR en suficiente
cantidad para ser visualizado en un gel de Nu Sieve al 3% més agarosa al 1%, teiido

con bromuro de etidio a concentracién de 0.001 mg/ml de agua. Se necesitan 20 ul del
praducto de PCR (50-100 ng) por mancha/sonda
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1, MATERIALES

6.1.1. Cultives

.as micobacterias fueron crecidas en medio Lowestein Jensen . Se utilizaron M. tb
H37Rv, M. bovis ATCC 35734, M. kansasii TCM 1201, M. avium, M. avium
int llulare, M. full M. gord N. jes y N. brasilienses se
crecieron en medio Sabureau. La E. coli en medio liquido LB y también se utilizaron
linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica.

6.1.2. Blopslas

Se utilizaron fragmentos de biopsias de un tamafio de 10 micras previamente fijadas en
tormaldehido al 10% en agua y embebidas en parafina. Las biopsias fueron tomadas det
archivo de patologia del "INNSZ" entre las realizadas de 1987 a 1992, Las biopsias
fueron 8 con cultivo positivo para M. tb, S de pulmén y 3 de ganglio linfatico, las otras
fueron 3 de gangtio linfatico con cultivo positivo para M. bovis. Las biopsias controles
negativos fueron 30, carrespondientes a biopsias hepéticas de pacientes con cirrosis,
linfoma, criptococasis, histoplasmosis, candidiasis, infeccién por M. avium-intraceliulare,
M. xenopl, hepalitis viral, esteatosis hepélica e higados normales (Tablas 2y 3). El
diagnéstico de éstas biopsias se bleclé diante el én histopatolégico del
higado, 1a tincién y/o el cultivo del tejido hepético.

Biopsias con HG : Se procesaron 80 biopsias entre las diagnosticadas como
granulomatosas en el "INNSZ" entre el 1o de enero de 1887 y et 31 de diciembre de
1991,
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Tabia 2. Biopsias con cuitivo positivo a micobacterias
del complejo M.tb

No DE BIOPSIA ORGANO cuLTIivo TINCION DE ZN  DIAG. DE BASE
Q91-3234 pulmén M.tb positiva TB generalizada
Q92-2888 puimén M.tb positiva RIV
Q92-760A pulmén M.tb positive HIV
Q92-7698 puimén M.tb poeltiva HIV
Q92-788C puimoén M.th poaltiva RIV
Q89-8038 Qan. lintatico M.tb negativa TB pulmoner curads
Qa7-988 Gan. lintatico M.tb negativa HIV
Q89-3348 Qan. lintético M.td positiva Transplante hepdtico
Q89-2108 qQan, lintético M. bovie negsativa Hiv
Q87-2281A Qan. lintAtico M. bovie positiva HIV
Qar-22018 Qan. lintdtico M. bovls positiva Hiv




Tabla 3. Biopsias con loglas no T8 e higados normales

No DE BIOPSIA DIAG. HISTOLOGICO CULTIVO TINGION ZN/PAS
Q80-2491 Ngedo con necreale Candids o0p wesitive
Qe 3 Ho LN positiva
aat-77e Ho negetive sositive
ase-ar7e Ha . wonept vesitive
As7-80N Ha W, aviem-intracelistare gositive
ASS-48J Ha positiva

na Itiva

Ha sositive
wivresis hepatics 1) NR
clrronis heptica “a NR
cire. blilar peimaria L NR
cleraale ho NR "R
NR [T
A R
L) (1]
Npado normal LLJ -n
Nepatitls crénica L1} NR
hepatitle crénica N NR
Nepat. virel aguds NR NR
Nepatico L1] NR
hepitico L1} NR
Qe2-1337G _liatoma hepatico ~NR NR
asz-270 wstantosis hepitica L] R
ass-ex eutestosis bepdtica MR L1}
aez-ss esteatosis Nepdtica “A [ L]
@00-1282A Ca matbstasice A [ L]
ost-3188 Ca metdstasice R [ L]
Qez-r84a LLJ wn
Qet-473C R [ L]
Qer-208 [y -

* Mo reslizado
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6.1.3. Iniciadores
5 CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG 3’ Y § CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG 3 para
amplificar un fragmento de 123 pb de la secuencia de insercién I1IS6110 del complejo
M . tb (Figura 1).

6.2 PROCEDIMIENTOS

El disefio metodolégico se puede observar en la figura 2.

6.2.1. Extraccién del ADN de las mi las cultivad.
De cada especie de micobacteria cultivada se extrajé el ADN por el siguiente método:

a) La micobacteria se retiré del medio de cultivo mediante un aplicador estéril y se
resuspendié en 320 ul de TE pH 8. b) Se adicioné 50 ul de lisozima al 3.3% en TE pH
8 recién preparada, se mezcld por inmersién y se incubé a 37°C por 15 minutos. ¢) Se
adicioné 30 pl de SDS al 20%, se mezclé e incubd a 65°C por 15 minutos mezclando
ocasionalmente por inmersién. d) Se adicions 100 ut de NaClO4 5 M se mezcl6 y dej6
a temperatura ambiente por 10 minutos. e) Se adicioné un volumen (500 pl) de fenol-
cloroformo (1:1) y se mezclé por 30 minutos, en seguida se centrifugd en microfuga a
12.000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente. f) Se extrajé la fase acuosa
teniendo cuidado de no tomar la interfase proteica y se coloc6 en otro tubo adicionando
500 pl de cloroforme-alcohol isoamilico (24:1), se mezclé por 5 minutos y se centrifugéd
por 5 minutos a temperatura ambiente. g) Se extrajé de nuevo la fase acucsa
determinando ef volumen (aproximadamente 440 pl) y se adicioné 1/10 del volumen de
acetato de Na 3 M pH 5.2 y 2.5 volumenes de etano! al 99%, mezclando e incubando
a -20°C por t hora con el fin de precipitar el ADN. h) Se centrifugd por 15 minutos a
temperatura ambiente en microfuga, se descarté el sobrenadante y se adicioné 500 ul
de etanol al 75% para lavar el sedimento, centrifugando de nuevo por 5 minutos a
temperatura ambiente. i) Se descarté el sobrenadante, se secé el sedimento por

28



ICUL‘I’IVO DE MICOBACTERIAS
EXTRACCION. DEL AON

Llisozima 3.3%

808 0%

NaCIO ¢ BM

Fenol ctorofarmo (1:1)
Clorotormo=-lsoamilico 24:1
Etanc| 99%

Acetsto de sodlo 3M pH 6.2

[CUANTIFICACION DEL ADN

Aba 280 nm
I AMPLIFICACION DEL FRAGMENTO DE 123 PB

Eventos Temperatura;
Desnaturalizacién sscC
Hibridactén e C
Extenalén 72¢C

Clclos del PCR

Iniclal: Dssnsturallzacién Ly
Hibridacién 2!
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evaporacién del etanol y se resuspendidé en 200 p! de agua destilada deionizada. La
concentracién de ADN se determin6 por espectrofotometria a 260 nm.

6.2.2. Extracclén del ADN de los linfoci h de [+ peritérica

a) Se tomaron 25 mi de sangre periférica con 3 mi de anticoagulante EDTA pH 7.3 al 5%
y se centrifugé a 3000 rpm en una centrifuga Beckman modelo TJ-6 durante 10 minutos
a 4°C. b} Se separé la capa de leucocitas y se colocé en otro tubo adicionandole 20 !
de solucién para lisar globulos rojos ( TRIS pH 7.6, 10 mM; MgC! 5 mM y NaCl 10 mM),
se mezclé y centrifugd a 1500 rpm durante 10 minutos a 4°C. c) El sedimento se
resuspendié en 1 ml de solucién de lisis de glébulos rojos y se le adicioné 4 ml de
solucién para lisis de glébulos blancos con proteinasa K 200 pg/mi, se mezcl6 e incubd
a 5§5°C durante toda la noche. d) Para la extraccién se adicioné un volumen de fenot
saturado se mezcl6é y centrifugé a 3000 rpm durante 10 minutos a 4°C tomando el
sobrenadante y repitiendo este procedimiento. ) se adicioné un volumen de fenol-
cloroformo-alcoho! iscamilico (25:24:1) se mezcld y centrifugd a 3000 rpm durante 5
minutos a 4°C repitiendo una vez el procedimiento. f) Al sobrenadante se le adiciond
NaCl a concentracién final 100 mM y un volumen de isopropanol, se mezcl6 y dej6

durante 10 minutos a -20°C. g) Se tomd e! ADN con una pipeta Pasteur se lavé con
etanol al 75% frio y se resuspendié en agua destilada deionizada para PCR.

6.2.3. Extraccién de ADN de E. coll

a) La bacteria se sembré en medio llquido LB y se incubé toda la noche a 37°C con
agitacién, se distribuy6 el medio en tubos de 13 ml, se centrifugd a 15000 rpm durante
10 minutos. b) El paquaté bacterlano se resuspendié en 10 mi de solucién salina citrato
1x y se distribuyé en 20 tubos eppendorf de 500 ul se centrifugb en microfuga a 12000
rpm durante 2 minutos. ¢) El sedimento de cada tubo se resuspendio en 250 ul de
solucién salina citrato 1x y se adicion6 250 ul de solucién de lisis 2x (giucosa 100 mM,
EDTA 20 mM, TRIS-HCI pH8 50 mM) con lisozima a una concentracién final de 8 mg/mi
y 10 ul de NaCL a una concentracién final de 0.15 M, se mezclé y se incubaron los tubos
destapados a temperatura ambiente durante 10 minutos. d) Se mezcié con un volumen
equivalente de fenol saturado centrifugando en microfuga durante 10 minutos a 4°C
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decantando las fases acuosa y organica. €) El precipitado blanco se resuspendié en fenol

cloroformo, se centrifugé por 2 minutos a 4°C recolectando el precipitado en 4 tubos
eppendort. f) Se le adiciond cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se centrifugé durante

2 minutos a 4°C eliminando el sobrenadante y lavando el precipitado con éter. g) Se
centrifugd por 2 minutos a 4°C, eliminando e! sobrenadante y secando por evaporacién
del éter. h) E! sedimento se resuspendié en 500 pl de TE 1x més 1 ml de proteinasa K
a una concentracién de 300 pug/ul, se incubd toda la noche a 55°C y se realizaron 2
extracciones con feno! saturado, 2 con fenol-cloroformo-alcohol Iscamilico (25:24:1) y 2
con cloroformo-isoamilico (24:1). i) El sobrenadante se mezclé con un volumen
equivalente de isopropanol y NaCl a una concentracion final de 160 mM recuperando el
ADN y lavandolo con etanol al 70% y éter. j} E| ADN se resuspendi6 en 500 ul de TE 1x,
calentando a 65°C y se traté con 5 ul de RNAasa (10 mg/mi) durante 30 minutos a 37°C.

6.2.4. Estandarizacion de la amplificacién del ADN pr dente de las micobacterias
cuitivadas

Utilizando los iniciadores previamente descritos se amplificé iniclalmente el ADN de M.
th ATCC 103C para establecer las condiciones éptimas de PCR (concentracién de los
iniciadores, de MgCl,, taq polimerasa de ADN y numero de ciclos) que mejor
evidenciaran el fragmento de 123 pb en el gel de agarosa y luego el procedimiento se
realizé con el ADN de cada una de las especies de micobacterias, nocardias, E. coll y
ADN de los linfocitos humanos, para evaluar que los iniciadores amplificaran el
fragmento, (inicamente en las especies del complejo M. tb.

El procedimiento de amplificacion que finalmente se utilizé fué el sigutente: En un tubo
microfuga de 0.5 ml se prepard 50 u! de mezcla de reaccién conteniendo 20 pg de ADN
de la muestra, buffer de reaccién (MgCL, 25 mM) 5 ul, mezcla de nucledtidos trifosfatados
(1.25 mM de cada uno) 8 pl, oligonucleétidos iniciadores 60 ng (1 p!) y una unidad de taq
. polimerasa. La mezcla de reaccién se cubrié con 35 ul de aceite minaral y antes de
adicionar la taq polimerasa se sometié a 95°C durante 5 minutos para inactivar cualquier
proteasa. El ciclador de PCR se programé para 47 ciclos asf: primer ciclo: denaturacién

5 minutos a 95°C, hibridacién 2 minutos a 68 °C y extensitn 2 minutos a 72°C. Durante
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35 ciclos: denaturacién 2 minutos a 95°C, hibridacién 2 minutos a 68°C y extensién 2
minutos con auto extensién de 2 segundos en cada ciclo a 72 °C. Un ciclo final con
denaturacién de 2 minutos a 95 ° C, hibridacién 2 minutos a 68 °C y extensién 8
minutos a 72 °C. En cada experimento se incluyeron dos controles negativos que no
contenian ADN y un control positivo con el ADN de M. th ATCC 103C.

6.2.5. Identificacion del producto de PCR
Se realizé6 mediante separacion del producto en gel de agarosa al 2% (70 volts, 1,5

horas) utilizando 20 u! del producto de PCR mas 5 ul de colorante ladder (azul de
bromofeno! 0.25%, xylene cyanole 0.25%, glicerol 30%), para la electroforesis se utilizé

buffer TBE 1x (TRIS, BORATO, EDTA) y la tincién se realizé con bromuro de etidio a
concentracién de 0.001 mg/mt en agua durante 30 minutos evaluando si su peso
corresponde a! producto de 123 pb, indicado por el marcador de peso molecular ladder
123 pb.

6.2.6. Pr i de [as biopsi

De cada biopsia por medio del micrétomo se obtuvieron cortes de 10 micrémetros
teniendo especial cuidado en limpiar con xileno la hoja entre corte y corte para prevenir
ta contaminacién cruzada de las muestras con ADN y/o micobacterias completas.

6.2.4.1. Desparafinacién. a) Cada corte fué tratado con 700 yl de xileno a 50°C durante
15 minutos, centrifugado por 3 minutos decantando el sobrenadante y repitiendo el

procedimiento 1 vez. b) Se lavé con 500 ul de etanol absoluto cenfrifugando por 90
segundos decantando y repitiendo el procedimiento una vez. ¢) Se sec a temperatura

ambiente después de adicionar una gota de acetona.

6.2.4.2. Extraccién de ADN. Para la extraccién de ADN de las blopsias se eligié el
procedimiento que dié el mejor rendimiento y visualizacién de la banda de ADN
“correspondiente en el gel de agarosa, después de probar el método empleado enlia
extraccién de ADN de cultivos, con prolangacién del tiempo de exposicién a lisozima y'
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SDS y otro con proteinasa K en su buffer de lisis con y sin extracciones con cloroformo-
alcohol isoamflico. El método elegido fué: a) Cada muestra de tejido se suspendié y

homogenizé en 320 pl de TE pH 8 ( Tris 10 mM y EDTA 1 mM) y se le adicion6 50 pl
de lisozima en TE al 3.3% incubando por 1 hora a 37°C. b) Se adicion6 30 ul de SDS
al 20% y se incubé por una hora a 65°C. ¢} Se adicin6 100 ul de protelnasa K 2 mg/ml
de buffer de lisis ( TRIS 50 mM, Tween 20 al 0.5%, EDTA t mM) y se incubd durante
18 horas a 55°C. d) Se adicion6 100 ul de NaClO4 5 M, mezclando por 10 minutos a
temperatura ambiente. e) Se adiciond 500 ul de cloroformo-alcohol isoamllico (24:1)
mezclando por 30 minutos, centrifugando por 15 minutos a 14.000 rpm y recuperando
la fase acuosa. f) Se adiciond 500 p! de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) mezclando
por 15 minutos, centrifugando por 10 minutos a 14.000 rpm y recuperando la fase
acuosa. g) Se adicioné 2,5 volumenes de etanol absoluto y 1/10 del volumen de acetato

de sodio 3 M pH 5.2 guardando los tubos a -70 °C por 2 horas y centrifugando durante
15 minutos a 14.000 rpm. k) Se decanté y se adicioné 500 ul de etanol al 75%
centrifugando por 10 minutos a igual velocidad. I} Se decanté y se sec6 a temperatura

ambiente resuspendiendo en agua para PCR. La concentracién de ADN se determind
en espectrofotémetro a 260 nm.

6.2.4.3. Amplificaclén en el ADN procedente de [as blopsias. De la muestra

procedente de cada biopsia se tomé 2 ug de ADN y se suspendié en 50 pl de mezcla
de reaccién conteniendo iguales reactivos mencionados para la amplificacién del ADN
extraido de las micobacterias cultivadas, aumentando el nimero de ciclos a 52 asf:
primer ciclo: denaturacién por 5§ minutos a 95°C, hibridacién por 2 minutos a 68°C y
extensién por 2 minutos a 72°C. Durante 50 ciclos: denaturacién por 2 minutos a 95°C,
hibridacién por 2 minutos a 68°C y extensién por 2 minutos con auto extensién de 2
segundos en cada ciclo a 72°C y un ciclo final de denaturacién por 2 minutos a 95° C,
hibridacién por 2 minutos a 68°C y extensi6n por 8 inutos a 72°C.

El procedimiento de amplificacién se realiz6 inicialmente con el ADN procedente de una
biopsia que tenfa cultivo positivo para M. tb. Con esta biopsia se determiné la
concentracién éptima de ADN total de la biopsia que mejor evidenciaba el producto.
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6.2.4.4, Identificacién del producto. Se realizé en las mismas condicones previamente
establecidas.

6.2.5. Estudio controlado y ciego para evaluar {a sensibilidad y especificidad de la
prueba en blopsias

El procedimiento de amplificacién se aplicé en forma ciega a 41 biopsias, 11 con cultivo
positivo para M. tb o M. bovis y 30 biopsias de higado con patologias neoplasicas,
metabdlicas, e infecciosas no TB, o sin ninguna patologfa (Tablas 2 y 3). Las biopsias
fueron previamente re-examinadas por el Patélogo para confirmar el diagnostico.

6.2.6. Aplicaclén de la prueba de PCR para el dlagnéstico etiolégico de las biopsias
con HG

Se seleccionaron los diagnésticos histopatologicos de HG en los Gltimos 10 aios en et
"INNSZ" mediante la revisién de los archivos de patologfa de biopsias, se realizaron
cortes de los bloques de parafina correspondientes, con las mismas precauciones
anteriormente apuntadas.

De cada seccidn elegida se extrajé el ADN y se sometié a amplificién por el método ya
estandarizado.

Se correlacioné en forma ciega el resultado obtenido por PCR con el diagnéstico
establecido por histopatologfa, cultivo, tinciones, serologfa, PPD, y respuesta al
tratamiento segun las siguientes definiciones y ademés se agruparon de acuerdo a si
eran paclentes infectados o no por HIV.
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6.3. DEFINICIONES

HEPATITIS GRANULOMATOSA: El hallazgo de al menos un granuloma en el estudio
histoldgico de tejido hepético obtenido por biopsia.

GRANULOMA: Discreto nédulo, bien definido, de 0.5 a 2 mm de didmetro, formado por
agregados de células epiteloides o macréfagos, rodeados por un anillo de células
mononucleares predominantemente linfocitos y algunas veces presencia de células
gigantes y necrosis caseosa central.

HG TUBERCULOSA: Cuando en el cultivo def tefido hepético se identificé M. tb.

HG PROBABLEMENTE TUBERCULOSA: Cuando la HG sin cultivo positivo a M. tb en
el higado, lo mismo que sin bacilos 4cido-alcohol resistentes (BAAR) en el higado u otro
sitio ha respondido al tratamiento antituberculoso o en el cultivo de otro érgano diferente
al higado, liquido o secrecién durante el mismo episodio de enfermedad se ha aislado
M. tb y no se encontré ninguna otra enfermedad infecciosa, neoplasica, del colageno
o téxica conocida relacionada con HG.

HG POSIBLEMENTE TUBERCULOSA: La asociada a un cuadra clinico compatible con
TB y PPD positivo, cuando no se aisté M. tb en el cultivo del higado u otro sitio o este
no se realizé, igualmente no se visualizaron BAAR en el higado u otro sitio, tampaco se
encontré otra enfermedad infecciosa, neoplasica, del coldgeno ¢ tdxica conocida
relacionada con HG y ademds no se realizé tratamiento antituberculoso o evaluacion de
ia respuesta a este.

HG ASOCIADA A BAAR EN EL HIGADO U OTRO SITIO: Los casos en los que la
tincién para BAAR fué positiva en el higado u otro sitio y el cultivo fué negativo a M. tb
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y adernds no se encontrd otra enfermedad infecciosa, neoplésica, del coldgeno o téxica
conocida relacionada con HG.

HG CON MICOBACTERIAS NO TB EN EL HIGADO U OTRO SIMO: Los casos
asociados a aislamiento de micobacterias no TB en el higado u otro sitio y ausencia de
otra enfermedad infecciosa, neoplésica, del coldgeno o téxica conocida relacionada con
HG.

HG DE ETIOLOGIA NO TUBERCULOSA: Granulomas con cultivo positivo para otro
gérmen distinto a M. tb, o tincién positiva para hongos, treponemas, parasitos o virus,
o estudio histopatoldgico del higado diagnéstico de neoplasia o dad del colag:

o téxica conocida relacionada con HG.

HG DE ETIOLOGIA NO CLASIFICABLE: Granulomas en los que no se identificd M. tb
en el higado u otro sitio, ni ofro microorganismo (micobacteria, bacteria, hongo, parésito
o virus), o enfermedad neopldsica, del colégeno o téxica conocida relacionada con HG,
o no se encontré el expediente clinico y tampoco tenfa cuadro clinico de T8.

TRATAMIENTO ANTITUBERCULOSO: Ingestién de al menos 2 farmacos anti-
tuberculosos por al menos 2 meses en forma continua.

PPD POSITIVO: Induracién Igual o mayor a 10 mm.
RESPUESTA ADECUADA Al TRATAMIENTO: Mejoria de fas pruebas de
funcionamiento hepético (FA, TGO, TGP, BT) y/o desaparicién de los granulomas dentro

de los 2 primeros meses de tratamiento con mejorfa del estado general y la fiebre en el
caso que estuvieran presentes,
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MEJORIA DE LAS PRUEBAS DE FUNCION HEPATICA: Cuando a los 2 mases de
iniciado el tratamiento antituberculoso se observd una disminucidn del 50% o mds en el
exceso inicial de las pruebas hepaticas, esto es, la cantidad por encima del valor supetior
normal. Asi: VF-Vn dividido entre Vi-Vn < 0.5.
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7. RESULTADOS
7.1. EXTRACCION Y AMPLIFICACION DEL ADN DE LAS MICOBACTERIAS

La técnica utilizada para la extracciormde ADN a partir de las micobacterias en cultivos
y reproducible al menos: § veces permite obtener una cantidad y calidad de ADN
adecuadas en cuanto a pureza y tamario, observadas:por medicion espectrofotométrica
y en el gel de electroforesis al'0.8% para evaluar ADN de aita peso.molecular (Figura 3).

I 2 3 4 6 6 7 8 9 10 U 2 13

Figura 3. ADN extraido-de las micob. ias; E coll, y linfocitos humanos

Gel de agarosa al 2% tefiidecconbromura de etidio a concentracién de 0,001 mg/ml de
agua. En fas lineas: 1) M. scroful. 2) M. gord, , 3) M. avium, 4) M. avium-
I lulare, 5) M. k il, 6) M. bovis, 7} M. th H37Rv, 10) E.coli BH101 (sin
RNasa)} 11) E. coli BH101 (con RNasa}, 12) Linfocitos.humanos, 8,9y 13) Marcador
estandar de alto Kpb.

La amplificacion de un fragmento de 123 pb se detecta con el control positivo, ADN de
M. tb ATCC 103C en las condiciones de PCR estandarizadas, y aparece hasta con la
minima cantidad de ADN evaluada de 10 fg (Figura 4).
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23 Pb

Figura 4. Sensibilidad del PCR para detectarel fragmento de 123 pb en el ADN de
M. tb ATCC 103C '

Gel de agarosa al 2% teiiido con bromuro de etidio a concentracién de 0.001 mg/m! de
agua. En las lineas: 1) 1 pg; 2) 0.5 pg, 3) 100 fg, 4) 10 fg, 5) Contral sin ADN, 6)
Marcador de Kpb.

7.2. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL PCR EN CULTIVOS DE MICOBACTERIAS

Al amplificar el ADN de las diferentes micobacterias, nocardias, E. coll y linfocitos
utilizando 1 pg de ADN de cada uno, el producto de. 123.pb se detecté en el gel de
agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio sélo en las muestras de ADN de M. tb, M.
bovis y el contro! positivo { ADN de. M. tb ATCC 103C). Este producto no se detectd
en la muestra de ADN procedente de M. kansasli, M. avium, M. avium-intracellulare,
M. gord , M. scroful N. ides, N. brasilienses , E. coliy en el ADN
de los linfocitos humanos, resultando una sensibilidad y especificidad del 100% (Figura
5).
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Figura 5. Especificidad del PCR en el ADN extraido de varios microorganismos y
los linfocitos humanos

Gel de agarosa al 2% tefiido conbromuro de etidio.a.concentracién de 0.001 mg/ml de
agua, la concentracién de ADN usada para el PCR fué de 1 pg. En las lineas: 1, 14)
Control de reactivos, 2) Linfocitos humanos, 3) E. coli BH101, 4) N. asteroides, 5) N.
brasilienses, 6) M. avium, 7) M. avium-ii liuiare, 8) M. fuls 9) M.
k li, 10) M. gord , 11) M. bovis, 12) M. tb H37Rv, 13) M. th ATCC 103C, 15)
Marcador de Kpb 123pb.

7.3. ESTANDARIZACION DE LA EXTRACCION Y AMPLIFICACION DEL ADN DE LAS
BIOPSIAS

El procedimiento utilizado para la extraccién de ADN de la biopsia con cultivo positivo a
M. tb purificé un ADN en cantidad y calidad adecuadas para producir la seiial positiva
en la reaccién de amplificacién. La cantidad de ADN extraida de ‘cada biopsia vari6 entre
2.5y 88 ug.

La modificacién en el nimero de ciclos del ensayo de PCR, asf como en el volumen del
producto de PCR utilizado en el gel de agarosa, incrementandolos, permitié una
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visualizacién mejor definida del fragmento de ADN amplificado, aunque con 30 ciclos el
producto de PCR ya era detectable.

La sensibilidad de !a amplificacién del producto:de 123 pb.en [a biopsia positiva para M.
tb se valoré con cantidades de ADN entre 10 pg y 10 pg. La deteccién de una banda

muy bien definida se observé entre'0.5 y 2 pg, aunque con 10 pg todavia se evidencié
dicha banda y en cambio ya no se visualizé:con 10 1g (Figura 6).

12345678911 1131415

123 Pb

Figura 6. Sensibilidad del. PCR en ef ADN extraido: de una.biopsia con cultivo
positivo s M. tb

Gel de agarasa al 2% teiiido con bromuro de etidio a concentracién de 0.001 mg/ml de
agua. En las lineas: 1, 14) Controles de reactivos, 2) 10 ug, 3) 5 ug, 4) 3 ng, 5) 2 ng, 6)
1 ug, 7) 0,5 pg, 8) 0.1 pg, 9) 10 ng, 10) 1 ng, 11) 100 pg, 12) 10 pg, 13) M. tb ATCC
103C, 15) Marcador de Kpb.

7.4. ESTUDIO CONTROLADO Y CIEGO

Con las condiciones de PCR estandarizadas en el experimento anterior la amplificacién
del producto de 123 pb se observé en todas las 11 biopsias con cultivo positivo para
M. tbo M. bovis asi: 5 biopsias de pulmén y 3 de ganglio positivos para M. tb y 3 de
ganglio linfatico positivos para M. bovis. No se detect6 en ninguna de las 30 biopslas
sin TB; estas fueron: una biopsia hepética con Candlida spp, una con Cryptococcus
spp, una con Histoplasma spp, una con M. xenopi, 3 de higado y una de pulmén con
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M. avium-intraceliulare, 3 con cirrosis , 2 con cirrosis biliar primaria, una con fibrosis
portal, 1 con colestasis, 2 con hepatitis crénica, una con hepatitis viral aguda, 3 con
linfoma, 3 con esteatosis , 2 con carcinoma metastasico y 4 higados normales.

La sensibilidad y especificidad obtenidas en este estudio son del 100% (Figura 7).
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Figura 7. i:lego de

psiascomry sir TB.

Gel de agarosa al 2% teiiido con bramura de:etidia:a.concentracién de 0.001 mg/m! de
agua. En las lineas: 1,13,15 y 30) Controles de-reactivos; 2, 19 y 27) Esteatosis
hepéticas; 3,11 y 25) Higados normales; 4 y 28) Linfomas: hepéticos, 5 y 16) Cirrosis
biliar primarias, 6) Carcinoma metastasico; 7,8,10,20 y 31) Pulmones con M. tb; 9,23,26
y 37) Ganglios con M. tb; 12 y 43) Control positivo ADN de M. tb ATCC 103C; 14,29y
44) Marcadores de Kpb; 17) Cirrosis hepética,-18) Colestasis; 21) Sin muestra; 22 y 24)
Hepatitis crénica; 32) Higado con M. xanopl,' 33 y 36) Higados con M. avium-
intracellulare; 34) Higado con Candida spp; 35) Pulmén con M. avium-intracellulare;
38,39 y 40) Ganglios con M. bovis, 41) Higado con Cryptococcus spp 42) Higado con
Histoplasma spp.
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7.5. HEPATITIS GRANULOMATOSA

En los archivos de patologia se encontraron 144 HG diagnosticadas entre el 10 de enero
de 1987 y el 31 de diciembre de 1991 de las cuales 80 el (55,5%) que fué posible
disponer de tejido suficiente se procesaron para PCR. De estas, 49 (61.2%) de los
expedientes fueron evaluables de acuerdo con las definiciones, asf:

HG tuberculosa: ningiin caso.

HG probablemente tuberculosa: Fueron 9 casos, 2 de ellos con cultivo positivo a M. tb
en otro sitio diferente al higado, uno en un ganglio cervical y ia orina y el otro en un
hemocultivo.

HG posiblemente tuberculosa: Fueron 5 casos.

HG con BAAR en el higado u otro sitio: Fueron 9 casos, 2 con la tincidn positiva en otro
sitio (uno en el bazo y e! otro en un lavado bronquial y en un ganglio linf4tico).

HG con micobacterias no TB en el higado u otro sitio: Se encontraron 7 casos. De estos
5 con aislamientos en el higado (una M. kansasil, una M. fortuitum, una M. leprae y
2 Mycobacterium spp no TB) y 2 casos con aislamiento en otro sitio (uno con M.
kansasli en 1a orina y el otro con M. szulgal en la médula dsea).

HG de etiologfa no tuberculosa: Fueron 19 casos.

HG de etiologia no clasificable: En este grupo se encontraron 31 casos.

Los resultados de la prueba de PCR se muestran en la tabla 4 y la figura 8

44



sy

Tabla 4. Resultados de PCR para identificar M.tb en hepatits

granulomatosa
PCR POSITIVO PCR NEGATIVO
CATEGORIAS TOTAL
HIV POSITIVO |HIV NEQATIVO |HIV POSITIVO [HIV NEGATIVO

H@ tubercuiosa 0 0 0 0 0
Ha probsblemente TB 1 [ 2+ 1 9
HG posiblemente TB . 0 2 0 3 5
HG con BAAR en el
nigado u otro sitlo 1o 1 8¢ 1 9
HG y M. no TB en higado
u otro sitio 1 0 4o 2 7
HA no TB 0 0 4 15 19
HQ de etiologia no
clasificable 5 4 15 7 a1

TOTAL 8 12 31 29 80

« Cultivo poaltivo & M.tb en otro sitle no higado, una en
hemocultivo y la otra en ganglio cervica! y orlna

+ Una en lavado bronquial y ganglio Iintético

«s 2 on otro eitio diferente al higado, uns en ia méduls
ésea y ia otra en la orine
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Figura 8. Resultados de PCR en hepatitis granulomatosa

Gel de agarosa al 2% teiido con bromuro de etidio a concentracién de 0.001. mg/mi de
agua. En las lineas: 1 y 25) Control de reactivos; 2,7 y 14) HG posiblemente TB; 3,11
y 19) HG probablemente TB; 4,5,6) HG con Mycobacterium spp en el higado; 8,15 y
21) Tefidos no evaluables; 9) HG con Histoplasma spp; 10,17 y 18) HG no evaluables;
12 y 26) Marcadores de Kpb; 13 y 16) HG asociada a linfoma; 20) HG con
Mycobacterium spp en olro sitio diferente al higado, 22) Blopsia control positivo ganglio
con M. tb, 23) Biopsia control negativo esteatosis hepética, 24) Control positivo ADN M.
tb ATCC 103C. )

De los 9 casos con MG probablemente tuberculosa 6 fueron PCR positivos, de estos sélo
un caso era MIV positivo. De los 3 casos PCR negativos 2 tenfan cultivo positivo a M.
tb uno en un ganglio cervical y en la orina y el otro en un hemocultivo, ambos pacientes
eran HIV positivos.
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De los 5 casos de HG posiblemente tuberculosa 2 fueron PCR positivos y 3 PCR
negativos, todos HIV negativos.

De los 9 casos de HG con BAAR en el higado u otro sitio, 7 eran HIV positives y 2 HIV
negativos. De los 9 casos stlo 2 fueron PCR positivos, uno de ellos HIV positivo, con
BAAR en el bazo y el otrc HIV negativo con BAAR en el higado. De los 7 PCR negativos
5 fueron tincién positiva en el higado.

De los 7 casos de HG con micobacterias no tuberculosas en el higado u otro sitio, uno
fué PCR positivo y el resto PCR negativos. El caso PCR positivo correspondla a un
paciente con SIDA y cultivo positivo a M. kansasii en el higado, la expectoracién y las
hemocultivos y ademds cultivo positivo a M. avium-intracellulare en la médula 6sea.
Los casos negativos para PCR fueron causados por una M. leprae, una M. fortuitum
Y 2 Mycobacterium spp no TB en el higado y los otros 2 PCR negativos fueron HG
asociadas a aislamiento de M. kansasii en la orina y M. szulgal en la médula ésea
respectivamente. De los 6 casos PCR negativos en este grupo 4 eran HN positivos y 2
HIV negativos.

Los 19 casos de HG no tuberculosa fueron todos PCR negativo.

De los 31 casos de HG de eticlogia no clasificable, 9 fueron PCR positivos.

La sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo
gativo (VPN) calculados para la HG probablemente tuberculosa (9 casos), contra la

HG asociada a micobacterias no TB més la HG no tuberculosa (26 casos), se presenta
en la tabla 5. ' ’
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Tabla 5. Deteccién de M.tb mediante PCR en HG probablemente

GAUPO A PREDECIR| GRUPO CONTRASTE 8 [ v.pP. | VPN

HG con M. no T8 en et

66.6% | 96.1% 85.7% | 80.3%
higado y/u otro sitio

HG por T8 probable

-

HG no 7B

ne=9 ne 268 (38,98)| (88,100} | (69,300} {77,100)

Las cifras entre iom paréntesis corrasponden al Intervaio de
confianza 96%

La S fué del 66.6%, con un intervalo de confianza IC 95% de (36,96%), la E fué det
96.1% con IC 95% (88,100%), el VPP es de 85.7% con IC 95% (59,100%) y el VPN de
89.3% con [C 95% (77-100%).

Entre las HG probable y posiblemente causadas por TB la tincion de ZN no diagnosticd
ningtin caso, el cultivo diagnosticd 2 casos 14.3% y el PCR 8 casos 57.1%, ademas el
PCR fué positivo en otros dos casos con ZN positivo y cultivo negativo y 9 de los casos
no evaluables (Tabla 6).

Tabla 6, Utilidad de! cuitivo, Ziehl Neelsen y ol PCR para
dlagnéstico de HG probable y posiblemente tuberculosa

CATEGORIA n CULTIVO N PCR
POSITIVO POSITIVO  POSITIVO

TB probable 9 2 (22) 0 (0) 6 (67)

TB posible 5 0 (0) 0(0) 2 (40)

TOTAL 14 2 (18) 0 (0) 8 (57)

Los nimeros entre paréntesis corresponden a los porcentajes
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La frecuencia de PCR positivo en HG en general en pacientes con infeccién por HiV, (39
casos) fué del 20.5%, mientras que en pacientes sin infeccién por HIV (41 casos) fué del
29% y cuando se considera s6lo la HG asociada a micobacterias la frecuencia de PCR
positivo en pacientes HiV positivos (15 caso;s). fué del 20% mientras que en pacientes
HIV negativos (15 casos) fué del 53.3%, estas diferencias no fueron significativas.
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8. DISCUSION

La TB es uno de los méas importantes problemas de Salud Publica.

A partir de 1985 con la epidemia del SIDA la tasa de TB empez6 a incrementarse
observandose un mayor nimro de casos a los esperados en fos EUA desde 1985 en
adelante (89).

Una de las prioridades es encontrar un método de diagnédstico rdpldo y efectivo que
supere las limitaciones de sensibilidad y especificidad de la tincién, el PPD, los métodos
serolégicos y el cultivo. En este estudio se estandarizé una prueba de PCR para
identificar M. tb en los tejidos previamente fijados en formaldehido y embebidos en
parafina y se evalué su utilidad en el diagnéstico de la etiologia tuberculosa en biopsias
con hepatitis granulomatosa.

La capacidad de la prueba para detectar las cantidades minimas utilizadas de ADN de
M. tb que fué de 10 fg, en las condiciones de PCR establecidas y con 45 ciclos es
comparable a la encontrada por Eisenach y col. (50) quienes detectaron 100 fg con mas
de 25 ciclos y 1 fg (genoma de una micobacteria) con mas de 30 ciclos, aunque su
nimero de ciclos fué inferior, la deteccién del producto de PCR fué realizada mediante
hibridacién con un oligonucledtido iniciador marcado con P, método que en varics
estudios (23,44,67,68), ha demostrado mejor sensibilidad que la deteccién mediante la
tincién con bromuro de etidio en el~gel de agarosa. Esta sensibilidad del PCR en el
presente estudio fué mejor que la obtenida con los iniciad: para amplificar fragmentos
del gene Gro EL y secuencias de ADN p d de la clona lambda PH7311. Hance
y col.(44) con los iniciadores TB1 y TB2 y 40 ciclos detectaron cantidades de ADN
correspondiente a sélo mas de 1000 micobacterias cuando el producto se visualizé
mediante tincién con el bromuro de etidio y entre 3 y 100 micobacterias cuando
hibridaron con una sonda marcada con **P. Hermans y col. (49) con los iniciadores para
amplificar un fragmento incluido en el ADN de la clona lambda PH7311 y 30 a 40 ciclos
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detectaron 100 fg de ADN (100 micobacterias) hibridando con una sonda marcada con
digoxigenina.

Durante el desarrollo de este estudio se ensayaron los iniciadores ya utilizados por
Shankar y col.(69,70,71) para amplificar un fragmento de 240 pb del gene para la
protelna MPB64 observandose una deteccién de 1 ' pg como cantidad minima de ADN
de M. tb ATCC 103C y de 1 pg como cantidad minima de ADN de una biopsia con
cultivo positivo a M. tb. Estos datos no son mostrados pero revelan una menor
sensibilidad de estos iniciadores para identificar M. tb.

La sensibilidad y especificidad del método de 100% para la identificacién de
micobacterias del complejo M. tb obtenidas en fos ensayos con ADN de micobacterias,
otros microorganismos procedentes de cultivos y el ADN de los linfocitos humanos,
confirman los hallazgos ya obtenidos por Eisennach y col. (50,75,76) Estos autores han
encontrado esta secuencia de insercién mediante estudios de hibridacién con el genoma
de M. tb tratado con enzimas de restriccion, y el fragmento de 123 pb mediante PCR
en las micobacterias del complejo M. tb, sin embargo el fragmento de 123 pb se pudo
visualisar en el ADN de M. sim/ae (50) y un fragmento de 263 pb de la misma secuencia
de inserclén se visualizé débilmente mediante PCR en el ADN extraido de M. terrae (77).
Aungque estas micobacterias no fueron probadas en el presente estudio, su importancia
en el diagnéstico clinico es minima dada la casi nula relacién de ellas con enfermedad.

La técnica utilizada para procesar las biopsias previamente fijadas en formaldehido y
embebldas en parafina permite obtener un ADN de una calidad y cantidad adecuadas
para su amplificacidn con el método de PCR. Por ofra parte esta técnica permite reducir
el tiempo del diagnéstico de la infeccién causada por micobacterias del complejo M. tb,
de 5 a 11 semanas que requiere el crecimiento en cultivo y la identificacién (21) a
maximo 2 dias. Este tiempo podria adn ser disminuido al procesar material fresco no
embebido en parafina que no requiere de desparafinacién.
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No se ha informadoe un estudio de PCR para diagnéstico de TB en biopsias y en los
trabajos realizados con muestras clinicas, predominantemente se estudian
expectaraciénes y liquidos como lavados broncoalveolares, liquidos cefalorraquideos y
pleurales, en algunos de ellos se han inclufdo reducido nimero de tejidos, y no se
informan datos sobre el rendimiento de! ADN obtenido de cada biopsia y la cantidad de
ADN total de |a biopsia requerida para que el producto sea detectable. Con este método
de extraccién de ADN el rendimiento dependié de la cantidad de tejido sometido al
procedimiento siendo de 2,5 a 88 pg en las biopsias utilizadas para el estudio ciego y
500 ng la cantidad minima obtenida de las biopsias con HG, dicha cantidad fué
suficlente, ya que la amplificacién ocunié hasta con 10 pg de ADN total.

La sensibilidad de 100% para detectar las biopsias con cultivo positivo a M. tb
demuestra que el procedimiento de extraccién aplicado en las biopsias es dptimo para
la obtencién de secuencias de ADN de las micobacterias susceptibles de amplificarse y
a pesar de que [a fijacidn del tejido se llevé a cabo con formaldehido preparado sin
soluciones amortiguadoras. Esta experiencia es diferente a la informada por de Wit y col.
(90) quienes al utllizar muestras fijadas en formalina amortiguada, fijadas en formalina
con mercurio y formalina en solucién salina no amortiguada encontraron una disminucién
de la sensibilidad para detectar M. leprae en las biopsias fijadas en formalina con
mercurio o en formalina no amartiguada. Sin embargo en el presente estudio fué
necesario aurmnentar el nimero de ciclos del PCR para las muestras procedentes de las
biopsias y no se puede descartar que este no sea un efecto de Ia fijacion con formalina
no neutralizada y que pudiera afectar la sensibilidad de 1a prueba para identificar ADN
de las micobacterias en muestras con muy escaso nimero de eilas.

Al comparar las biopsias con cultivo positivo a M. tb contra las biopsias con infeccién por
micobacterias no TB, hongos y otras patologlas no infecciosas se demuestra que {a
prueba tiene una sensibifidasd y especificidad del 100% evidenci
ADN de los otros microorganismas no TB, el ADN procedente de las células hepéticas,
pulmanares, y de gangtio linfitico no cruza con la secuencia del fragmento de 123 pb de

do que ademés del
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1S6110. Estos hallazgos sugieren también que en estos tejidos y con el procedimiento
de purificacién y precipitacién del ADN extraido, no se presentan inhibidores de la
enzima taq polimersa. adn cuando estos no se buscaron en todas las muestras
negativas, se hizo un experimento con una biopsia sometida al mismo procedimiento de
extraccidn, amplificandola con y sin la adicién de ADN de micobacterias. Esta biopsia fué
positiva por PCR para un fragmento de 240 pb del gene para la protelna MPB64 del
complejo M. tb sélo cuando se le adiciond.el ADN de micobacterias (dato no mostrado).
Este hallazgo demuestra que en este tipo de muestras y con el procedimiento usado no
existieron inhibidores de la tag polimerasa. La presencia de ellos se ha informado
principalmente en muestras frescas y especialmente en heces, aunque también en el
estudio de biopsias de plel para buscar M. leprae, de wit y col. (90) propusieron la
presencia de los inhibidores en las muestras sin diluir. EI procedimiento utilizado por los
autores para extraer el ADN en estas biopsias no-incluyd tratamiento con cloroformo-
alcohal isoamilico ni precipitacién del ADN con etanol que permiten purificar mejor los
4cidos nucléicos, en cambio el fragmento de tejido digerido con proteinasa K durante 18
horas e incubado a 97°C durante 15 minutos fué procesado directamente para PCR.

La sensibilidad de {a técnica de PCR cuando es aplicada en muestras clinicas con cultivo
positivo a M. tb, ha sido del 100% utilizando iniciadores para fragmentos del gene Gro
EL (63,65), fragmentos del gene para las proteinas MPB64 (69,71) y mtp40 (23) y
fragmentos de la clona de 5.5 Kpb Mbol (73). Eisenach y col. encontraron una
sensibilidad del 98% con los mismos iniciadores utilizados en este estudio para amplificar
un fragmento IS6110 (76) y Savic 95% con ISL1 e ISL2 para otro fragmento también de
1S6110 (77) y una sensibilidad del 97% con iniciadores para un fragmento del gene para
la proteina MPB70 (72). La sensibilidad del 100% obtenida en nuestro estudio en el ADN
de las biopsias con cultivo positivo a M. tb, es muy similar a las cifras anteriores y quizés
ligeramente mejor que la mostrada por experiencias de PCR para fragmentos de esta
misma secuencia de insercién sugiriendo que en tejidos con cultivo positivo la prueba
puede ser tan sensible como en los liquidos con el cultivo positivo.
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Por otra parte, cuando la técnica se valora en base al diagnéstico clinico de TB en
muestras de diferentes liquidos ( expectoracion, lavados bronquiales, broncoalveolares,
cefalorraquideos, pleurales) con o sin cultivos positivos la sensibilidad de la prueba de
PCR ha variado desde el 26.5% en la informada por Manjunath y col. (71) utilizando
iniciadores para amplificar un fragmento de 240 pb del gene de la proteina MPB64 en
117 muestras de las cuales 14.5% tenian cultivo positivo, al 61% encontrada por Saboor
y col.(68) con iniciadores para el gene Gro EL y los iniciadores Bx1 y Bx2 para un
fragmento de 12 IS6110 y 80 % de sensibiladad encontrada por Brisson-Noel y col. (66)
con los iniciadores TB1 y TB2 para un fragmento del gene Gro EL y los iniciadores
ISTB1 e ISTBY? para un fragmento de IS6110.

El analisis de los resultados de la aplicacién de la prueba de PCR en HG tiene
limitaciones importantes, ya que por la baja sensibilidad del cuitivo en este tipo de
lesiones extrapulmonares, del 0 al 10%, fué necesario establecer criterios clinicos y de
respuesia al tratamlento para definir la probabilidad o posibilidad de TB y comparar con
ellos, los resultados del PCR. Asl, al comparar el grupo de HG probablemente
tuberculosa (9 casos) contra el grupo de HG asociada a micobacterias no TB, otras
infecciones no TB y otras patologias no infecciosas (26 casos), 1a sensibilidad dada por
el PCR del 66.6% con un valor predictivo positivo del 85.7%, fué mejor que la obtenida
en los trabajos mencionados previamente, los cuales incluyeron muestras tanto con
cultivo positivo como negativo, Dos de los casos de HG probablemente tuberculosa en
quienes et PCR fué negativo en las biopsias de higado pero M. tb se cultivd en otros
sitios, eran pacientes con SIDA y por consecuencia no se puede descartar que la
reaccién granulomatosa que ocurre en el higado de este tipo de pacientes se deba a
otros agentes etiolégicos como otras micobacterias no TB, hongos, etc.

La especificidad de! 96.1% con un valor predictivo negativo del 85.7% es comparable a
1a encontrada por los estudios en las muestras clinicas mencionadas anteriormente. Por
otro lado cabe mencionar que el Unico casa falso positivo ocurrié con 1a biopsia de un
paciente Mexicano con SIDA y alto riesgo para padecer enfermedad por M. tb. La
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micobacteria aislada del higado de este paciente ain no ha sido posible clasificarla,
quedando provisicnalmente como M. kansasli, sin que se haya descartado
completamente la posibilidad de que sea M. bovigy por consecuencia podrfa no ser una
falsa positiva. La otra alternativa que puede explicar este falso positivo es que el paciente
cursara con una infeccion multiple incluyendo M. tb y la otra posibilidad es la
contaminacién cruzada entre las muestras con micobacterias o ADN de ellas, en algin
momento de su procesamiento. El ADN de varias cepas de M. kansasii ha sido probado
para la IS6110 y para el fragmento de 123 pb de esta secuencia en el estudio de
Eisenach y col. (50) quienes no encontraron ni la secuencia 1S6110 mediante tratamiento
del ADN con enzimas de restriccién e hibridacién ni el fragmento de 123 pb mediante
PCR. Por otra parte en el presente estudio e! ADN extraldo del cultivo de M. kansasii
y la biopsia con HG asociada a aislamiento de M. kansas/i en la orina dieron la prueba
de PCR negativo, siendo estos hechos, una fuerte evidencia de que esta micobacteria
no resulta en falsos positivos con estos iniciadores.

Al analizar la Tabla 7 donde se comparan las etiologfas de la HG informadas por otros
autores con las obtenidas en el "INNSZ* en el presente estudio considerando que a los
métodos diagnésticos de los anteriores estudios se sumé el PCR, se puede deducir que
las micobacterias siguen siendo los microorganismos més frecuentemente causantes de
HG 48% en este estudio, cuanda se emplean como métodos de diagnéstico la clinica y
{a respuesta al tratamiento, la tincién, el cultivo y el PCR, 31% M. tby 17% micobacterias
no TB, estas lltimas especialmente en pacientes HIV positivos, sugitiendo que en
préximos estudios deben incluirse iniciadores que detecten secuencias de micobacterias
no TB. El estudio permite concluir que es posible utilizar tejidos para pruebas de PCR
con el fin de diagnésticar TB con una sensibilidad mejor que el cultiva y la tincién, con
ganancia de tiempo en el tratamiento de los pacientes con HG y probablemente con
aplicacién al diagnéstico de T8 extrapulmonar que es el grupo que ofrece mayor
dificultad en este aspecto.
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Tabla 7. Causas de Ia hepatitis grar
on biopsias hepéticas.

t diagn

ETIOLOGIA Guckian Cunningham INNSZ
1966 (2) 1982 (11) 1993
Sarcoidosis 12 10 0
Tuberculosis 11 10 31+
Otras micobacterias 0 0 17+
Neoplasias s 8 10*
Micosis 5 [} 4
Bacteriana 1] 6 0
Parasitaria 1 1 1
Otras no Infecciosas 4] 32 8
No determinada 20 31 29

+ Diagnéstico mediante tincién, cultivo, clinica y PCR

* Linfomas



9. BIBLIOGRAFIA

Edmonson, H.A. Needle biopsy in differential diagnosis of acute liver disease.
JAM.A. 1965; 191: 480-486.

Guckian, J.G.; Perry, J.E. Granulomatous hepatitls: Analysis of 63 cases and
review of the literature. Ann. Intern Med 1966; 65: 1081-1100.

Satti, M.B.; Al-Freihi, H.; Imbrahim, E.M.; Abu-Melha, A.; Facharzt, A.A.; Facharzt,
G.A,; Facharzt, H.Y.A.; Al-Sabhaibani, M.O. Hepatic granuloma in Saudi Arabla:
A clinicopathological study of 59 cases. Am J. Gastroenterol 1990; 85: 669-73.

Wagoner, G.P.; Anton, A.T.; Gall, E.A.; Schiff, L. Needle biopsy of the liver. VIli.
Experiences with hepatic granulomas. Gastroenterology 1953; 25: 487-484.

Bunim, J.J.; Kimberg, D.V.; Thomas, L.B.; van Scoft, e.J.; Klatskin G., The
syndrome of sarcoidosis, psoriasis and gout. Ann. Intern Med 1962; 57: 1018-
1040,

Terplan, M. Hepatic granulomas of unknown cause presenting with fever. Am J.
gastroenterol 1971; 55: 43-49,

Mir-Madjlessi, S.H.; Farmer, R.G.; Hawk, W.A. Granulomatous hepatitis: A review
of 50 cases. Am J. Gastroenterol 1973; 60: 122-134.

Fauci, A.S.; Wolf, S.M. Granulomatous hepatitis. Prog. Liver Dis. 1976; 5: 609-621.

Hughes, M.; Fox, H. A histological analysis of granulomatous hepatitis. J. Clin.
Pathol. 1972; 25: 817-820.

57



10

14

15

16

Kilatsking, G. Hepatic granulomata: Problems in interpretation. Ann. N.Y. Acad. Sci.
1976; 278: 427-432.

Cunningham D.; Mils, P.R.; Quigley, E.M.M.; Patrick, R. S.; Watkinson, G.;
McKenzel, J. F.; Russell R.I. Hepatic granulomas: Experlence over a 10-year
period in the west of Scotland. Q. J. Med. 1982; New series LI: 162-170.

Neville, E.; Piyasena, K.H.G. James, D.G. Granulomas ofthe liver. Postgrad. Med.
J. 1975; 51: 361-365.

Korn, R.J.; Kellow, W.F.; Heller, P.; Chomet, B.; Zimmerman, H.J. Hepatic
involvement extrapulmonary tuberculosis-histologic and functional characteristics.
Am. J. Med. 1959; 27: 60.

Slavin, R.E.; Walsh, T.J.; Pollack, A.D. Late generalized tuberculosis: A clinical
Pathologic analysis and comparison of 1100 cases in the preantibiotic and
antibiotics eras. Medicine 1980; 59: 352-366.

Bowry, S.; éhan, C. H.; Welss, H.; Katz, S.; Zimmerman, H.J. Hepatic involvement
in pulmonary tuberculosis. Histologic and functional characteristics. Am. Rev.
Respir. Dis. 1970; 101: 941-948,

Fitzgerald, M.X.; Fitzgrald, O.; Towers, R.P. Granulomatous hepatitis of obscure
aetiology. Diagnostic contribution of Kveim testing and antituberculous therapy. Q.
J. Med. 1971; 40: 371-383.

Simon, H.B.; Woiff, S.M. Granulomatous hepatitis and prolonged fever of unknown
origin: A study of 13 patients. Medicine 1973; 52: 1-21, )



20

21

22

23

24

25

Simon, H.B.; Wolff, S.M. Sarcoidosis and hepatic granulomatous (letter). Ann.
Intern med 1974, 80: 5660-561.

Robertts, M.C.; McMillan, C.H.; Coyle, M.B. Whale chromosomal DNA probes for
rapid identification of Mycobacterium avium complex. J. Clin, Microbiol, 1987; 25:
1239-1243.

Drake, T.A.; Hindler, O.; Berling, G.W.; Bruckner, D.A. Rapid Identification of
Mycobacteirum avium complex in culture using DNA probes. J. Clin. Micrabiol.
1987, 25: 1442,

Eliner, P.D.; Kiehn, T. E.; Cammarata, R.; Hosmer, M. Rapid detection and
identification of pathogenic mycobacteria by combyning radiometric and nucleic
acid probe methods. J. Clin. Microbiol.. 1988; 26: 1349-1352.

Musial, E.; Tice, L.S.; Sockman, L.; Roberts, G.D. Identification of mycobacteria
from culture by using the Gen-probe rapid diagnostic system for Mycob. f
b i complex, J. Clin. Microbiol.

b
tuber

avium complex and My
1988; 26: 2120-2123.

Del Portillo, P.; Murillo, L.A.; Patarroyo, M.E. Amplification of a species-speciﬁé
DNA fragment of Mycob fum tuber Is it's possible use in diagnosis. J.
Clin. Microbiol. 1991; 29: 2163-

Goelz, S.E.; Hamilton, S.R; Vogelstein, B. Putification of DNA from formaldehide
fixed and paraffin embedded human tissue. Biochem. Biophys. Res. Commun.
1985; 130: 118-126.

tmpraim, Ch.C.; Saiki, R.K,; Erlich, H.A,; Teplitz, R.L. Analysis of DNA extracted
from formalin-fixed, paraffin-embedded tissues by enzymatic amplification and

59



26

27

28

29

30

31

32

hybridization with sequence-specific oligonucleotides. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 1987; 142: 710-716.

Shibata, D.; Martin, W.J.; Arnheim, N. Analysis of DNA sequences in forty-year-old
paraffin-embedded thin-tissue sections: A bridge between molecular biology and
clasical histology. Can. Res. 1988; 48: 4564.

Shibata, D.K.; Arnheim, N.; Martin, W.J. Detection of human papilloma virus in
paraffin-embedded tissue using the polymerase chain reaction. J. Exp. Med. 1988;
167: 225-230

Wright, D.K. and Manos, M.M. 1990. Sample preparation from paraffin embedded
tissues, p. 163-158. En Innis, M.A.; Gelfand, D.H.; Snisky, J.J.; White, T.J. (ed.)
PCR protocals: A guide to methods and application, Academic Press Inc, San
Diego, Ca.

Styblo, K. Overview and epidemiologic assessment of the cument global
tuberculosis situation with an emphasis on control in developing countries Rev.
Infect. Dis. 1989; (suppl 2): s339-5346.

Harrington, P.T.; Gutierrez, J.J.; Ramirez R., C.H.; Quifionez, S.R.; Bermudez,
R.H.; Chaffey, J. Granulomatous hepatitis. Rev. Infect. Dis. 1982; 4: 638-654.

Cotran, R.S.; Kumar, V.; Robbins, S.L. 1989. Inflamation and repair p.39-86.
Cotran, R.S.; Kumar, V.; Robbins, S.L (ed.) Pathologic basis of diseases, W.B.
Saunders; Phitadelphia, P.A.

Warren, K. S. A functiona! classification of granutomatous inflammation. Ann. N.
Y. Acad. Sci. 1976; 278: 7-18.

€0



33

34

35

36

37

39

41

42

von Lichtenberg, F. Host response to eggs of S. mansoni . granuloma formation
in the unsensitized laboratory mouse. Am. J. Pathol. 1962;41: 711-731.

Warren, K.S.; Domingo, E.O.; Cowan, R.B.T. Granuloma formation around
schistosome eggs as a manifestation of delayed hypersensitivity. Am. J. Pathol.

19867; 51: 735-756.

Churg, J.; Strauss, L. Allergic granulomatosis, allergic angiitis and periarteritis
nodosa. Am. J. Pathol. 1951; 27: 277-299.

Spector, W.G.; Heesom, N. The production of granulomata by antigen-antibody
complexes. J. Pathol. 1969; 98: 31-39.

Danieli, R.P.; Dauber, J.H.; Rosman, M.D. Immunologic abnormalities in
sarcoidosis. Ann. Intern Med 1980; 92: 406-416.

Boros, D.L.; Warren, K.S. The bentonite granuloma: characterization of a model
system for infectious and foreing body granulomatosis using soluble mycobaterial,

histoplasma and schistosoma antigens. Inmunology 1973; 24: 511-529.

Spector, W.G. The granulomatous inflammatory exudate. Int. Rev. Exp. Pathol.
1969; 8: 1-55.

Anonymous. Granulomas of the liver ( editorial) Lancet 1975; Il: 1079-1080.

Simon, H.B.; Wolff, S.M. Granulomatous hepatitis and prolonged fever of unknown
origen: a study of 13 patients. Medicine 1973; 52: 1-21.

Fitzgerald, M.X.; Fitzgerald, O.; Towers, R. P. Granulomatous hepatitis of obscure

61



43

44

45

46

47

a8

49

aetiology. Diagnostic contribution of Kveim testing and anti-tuberculous therapy.
Q. J. Med. 1971; 40: 371-383.

Shinnick, T.M. The 65-Kilodalton antigen of My, lum tuber J.
Bacteriol. 1987; 169: 1080-1088.

Hance, A.J.; Grandchamp, B.; Frébault, V.L.; Lecossler, D.; Rauzier, J; Bocart, D.;
Gicquel, B. Detection and Identification of mycobacteria by amplification of
mycobacterial DNA. Molec. Microbiol. 1988; 3: 843-849.

Hartskeerl, R.A.; de Wit, MY.; Kiatser, P.R. Polymerase chain reaction for
detection of M. leprae. J. Gen. Microbiol. 1989; 135: 2357-2364.

Begard, A.A.; Hansen, E.B. Structure and mapping of antigen do,mains of protein
antigen b a 38.000 molecular wieght protein of Mycobacterlum tuberculosis.
infect. Immun. 1989; 67: 2481-2488.

Parra, C.A.; Londoiio, L.P.; Del Portillo, P.; Patarroyo, M. Isolation, caracterization,

and molecular cloning of a specific My lum tube antigen gene:
Identification of a species-specific sequence. Infect. immun. 1991; 59: 3411-3417,

.

Thierry, D.; Cave, M.D.; Eisenach, K.D.; Crawoford, J.T.; Bates, J.H.; Gicquel, B.;
Guesdon, J.L. IS6110 an IS-like element of Mycob. fum tub losi:
complex. Nucleic. Acids. Res. 1990; 18: 188.

Hermans, P.\W.M.; Schuitema, A.ﬁ.d.; Soolingen, D.V.; Verstynen, C.P.H.J.; Bik,
E.M.; Thole, J.E.R.; Kolk, A.H.J. and et al. Specific detection of Mycobacterium
tuberculosis complex strains by polymerase chain reaction. J. Clin. Microbiol.
1990; 28: 1203-1213.



50

51

52

53

54

55

56

57

Eisenach, K.D.; Cave, M.D.; Bates, J. H.; Crawford, J.T. Polymerase chain
reaction amplification of a repetitive DNA sequence specific for Mycobacterium
tuberculosis. J. Infect. Dis. 19390: 161: 977-981.

Estrada, G.I.C.E.; Lam, F.l; Colston, M.J. and Cox, R.A. partial nucleotide
secuence of 16S ribosomal RNA isolated from armadillo grown Mycobacterium
leprae. J. Gen. Microbiol. 1988; 134: 1449-1453.

Hoopwood, D.A.; Kieser, T.; and Camb, F.l. Molecular biclogy of mycobacteria.
British Med. Bull. 1988; 44: 528-543.

Young, R.A.; Bloom, B.R.; Grosskinsky, C.M.; Ivanyi, J.; Thomas, D.; Davis, R.W.
Diseccion of Mycobacterial tuberculosis antigens using recombinant DNA. Proc.
Nat. Acad. Sci. USA. 1985; 82: 2583-2587.

Dannenberg, A.M. Pathogenesis of pulmonary tuberculosis. Am. Rev. Respir. Dis.
1982; 125: 25-29

Gillis, T.P.; Miller, R.A; Young, D.B.; Khanolkar, S.R.; Buchanan, T.M.
Immunochemical characterization of a protein assoxiated with Mycobacterium
leprae caell wall. Infect. Immun. 1985; 49: 371-

Engers, H.D.; Abe, M.; Bloom, B.R.; Mhra, V.; Britton, W.; Buchanan, T.M.; lvanyi,
J. et al. Results of a World Health Organization-sponsored workshop on
monocional antibodies to Mycobacterium leprae Infect. Immun. 1985; 48: 603-
605.

Engers, H.D.; Houva, V.; Bennedsen, J.; Buchanan, T.M.; Chaparas, S.0.; Kadival,
G.; Closs, O. et al. Results of a World Health Organization-sponsored workshop

63



58

59

60

81

62

63

to caracterize antigens recognized by mycbacteria specific monaclonal antibodies.
Infect. Immun. 1986; 51: 718-720.

Gillis, T.P.; Buchanan, T.M. Production and partial characterization of monoclonal
antibodies to Mycobacterium leprae. Infect. immun. 1982; 37: 172-178.

Emmrich, F.; Thole, J.; van Embden, J.; Kaufmann, S.H.E.A recombinant €5
Kilodalton protein of Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin specifically
stimutates human T4 clones reactive to mycobacterial antigens. J. Exp. Med. 1986;
163: 1024-1029.

Thole, J.E.R.; Dauwerse, H.G.; Das, P.K,; Grooth, D.G.; Schouls, L.M. and van
Ebden, J.D.A. Cloning of Mycobacterium bovis BCG DNA and expression of
antigen on Escherichia coll. Infect. immun. 1985; 50: 800-806.

Athwal, R.S.; Deo, S.S.; Imaeda, T. Deoxyribonucleic acid relatedness among
Mycob. lum lep Mycob lum lep fum and selected bacteria
by dot blot and spectrophatometric deoxyribomucleic acid hybridization assays.
Int. J. Sys. Bacteriol. 1985; 34: 371-375.

Athwal, R.S.; Deo, S.S.; Imaeda, T.Deoxyribonucleic acid relatednes among
selected strains of Mycobacterium tuberculosls, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium leprae BCG, Mycobacterium microti y Mycobacterium
africanum. Int. J. Sys. Bacteriol. 1985; 35: 147-150.

Brisson-Noel, A.; Gicquel, B.; Lecossler, D.; Levy-Frébault, V.; Nassif, X.; Hance,
AJ. Rapid diagnosis of tuberculosis by amplification of mycobacterial DNA in
clinical samples. Lancet 1989; Hi : 10638-1071.

64



65

€6

67

68

69

70

Pao, Ch.C.; Benedict Y, T.S.; You, J.B.; Maa, J.S.; Fiss, E.H.; Chang, Ch.H.
Detection and identification of Mycob. lum tuberculosis by DNA amplification.
J. Clin. micrabiol. 1990; 28: 1877-1880.

Thierry, D.; Brisson-Noel, A.; Lévy-Frébault, V.V.; Nguyen, S.; Gueston, J.L;
Gicquel; B. Characterization of a Mycob. I tuberculosis insertion
sequence, IS6110, and application in diagnosis. J. Clin. Microbiol. 1990; 28: 2668-
2673.

Brisson-Noel, A.; Aznar, Ch.; Chureau, C.; Nguyen, S.; Pierre, C.; Bartoll, M.;
Bonete, R. et al. Diagnosis of tuberculosis by DNA amplification in clinicat practice
evaluation. Lancet 1991; 338: 364-366.

Pierre, C.; Lecossier, D.; Boussougant, Y.; Bocart, D.; Joly, V.; Yeni, P; Hance, A.
J. Use of reamplification protocol improves sensivity of detection of
Mycobacterium tuberculosis in clinical samples by amplification of DNA. J. Clin.
Microbiol. 1991; 29: 712-712

Saboor, S.A.; Johnson, N.; McFadden, J. Detection ot mycobacterial DNA in
sarcoidosis and tuberculosis with polymerase chain reaction. Lancet 1992; 339:
1012-1015.

Shankar, P.; Manhunath, N.; Aditi, B.; Seth, P.; Shrinniwas, . Identification of
Mycobacterium tuberculosis by polymerase chain reaction. Lancet 1990; 335:
423,

Shankar, P.; Manjunath, N.; Mohan, K.K.; Prasad, K.; Behari, M.; Shriniwas.,

Ahuja; G.K. Rapid diagnosis of tuberculous meningitis by polymerase chain
reaction. Lancet 1991; 337: 5-7.

65



KAl

72

73

74

75

76

Manhunaht, N.; Shankar, P.; Rajan, L.; Bhargava, A.; Saluja, S.; Shiriniwas.
Evaluation of polymerase chain reaction for the diagnosis of tuberculosis. Tubercle
1991; 72: 21-7.

Cousins, D.V.; Wilton, S.D.; Francis, B.R; Gow, B. L. Use of polymerase chain
reaction for rapid diagnosis of tuberculosis. J. Clin. Microbioi.. 1992; 30: 255-258

de Wit, D.; Steyn, L. Shoemaker, S.; Sogin, M. Direct detection of
Mycobacterium tuberculosis in clinical specimens by DNA amplification. J. Clin,
Microbiol. 1990; 28: 2437-2441.

Green, E.P.; Tizar, M.LV.; Moss, M.T.; Thompson, J.; Winterbourne, D.J.;
McFadden, J.L.; Hermond-Taylor, J. Secuence and characteristics of 1S900, an
insertion element identified in a human Crohn's disease Isolated of
Mycobacterium paratub losis. Nucleic. Acids. Res. 1989; 17: 9063-9073.

Eisenach, K.D.; Crawford, J.T.; Bates, J.H. Repetitive DNA secuences as probes
for Mycob. lum tuberculosis. J. Clin. Microbiol.. 1988; 26; 2240-2245.

Eisenach, K.D.; Sifford, M.D.; Donald Cave, M.; Bates, J.H; Crawford; J.T.
D tion of Mycob. lum tuberculosisin sputum samples using a polymerase
chain reaction. Am. Rev. Respir. Dis. 1991; 144: 1160-1163.

66



77

78

79

80

81

82

83

84

Savic, B.; Sjobring, S.; Alugupalli, S.; Larsson, L; Miomer, H. evaluation of
polymerase chain reaction, tuberculostearic acid analysis, and direct microscopy
for the detection of Mycobacterium tuberculosis in sputum. J. Infect. Dis. 1992;
166: 1177-1180.

Sambrook, J.; Fritsch, E.F; Maniatis, T. 1989. Extraction of plasmid DNA, p. 1.21-
1.24. En Sambrook, J.; Fritsch, E.F; Maniatis, T. (ed.) Molecular cloning. A
laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, New Yark,

Perbal, B. 1988. Phenol extraction of nucleic acids, p. 73-76. En Perbal, B. (ed.)
A practical guide to molecular cloning, A Wiley Interscience Publication, New York.

Boom, R.; Sol, C.G.A.; Salimans, M.M.M.; Jansen, C.L.; Whertheim-van Dillen,
P.M.E; van der Noorda, J. Rapid and simple method for purification of nucleic
acids. J. Clin. Micrabiol. 1990; 28: 495-503.

Saiki, R.K.; Gelfand, D.H.; Stoffel, S.; Schare, S.J.; Higuchi, R.; Horn, G.T.; Mullis,
B.K. et al. Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable
DNA polymerase. Science.1988; 239: 487- 491.

Oste, Ch. Polymerase chain reaction. Biotechniques 1988; 6: 162-167

Innis M.A; Gelfand, D.H. 1990. Optimization of PCRs, p. 3-12. En Innis, M.A.;
Gelfand, D.H.; Snisky, J.J.; White, T.J. (ed.} PCR protocols: A guide to methods

and application, Academic Press Inc, San Diego, Ca.

Erlich, H.A. 1989, Basic methodology, p.1-5. En Erlich, H.A.(ed.) PCR technology:
Principles and applications for DNA amplification , Stockton press, New York, NY.

67



85

86

87

88

89

90

Levenson, C; Chang, Ch. 1990. Nonisotopically labeled probes and primers, p. 49-
112, En Innis, M.A.; Gelfand, D.H.; Snisky, J.J.; White, T.J. {ed.) PCR protocols:
A guide to methods and application, Academic Press Inc, San Diego, Ca.

Landergren, U.; Kaiser, R.; Caskey, C.T; Hood, L.A ligase-mediated gene detection
technique. Science 1988; 24: 1070-1080.

Helmuth, R. 1990. Nonisotopic detection of PCR products, p. 119-128. En Innis,
M.A.; Gelfand, D.H.; Snisky, J.J.; White, T.J. (ed.) PCR protocols: A guide to
methods and application, Academic Press Inc, San Diego, Ca.

Sjobring, U.; Macklenburg, M.; Andersen, A.B; Miorner, H. Polymerase chain
reaction for detection of Mycobacterium tuberculosis. J. Clin. Microbiol. 1990;
28: 2200-2204.

Jereb, J.A.; Kelly, G.D.; Dooley, S.W; Cauthen, G.M.; Snider, D.E. Tuberculosis,
morbidity in the United States: Final data, 1990, MMWR 1991; 40 (ss-3): 23-28.

de Wit, M.Y.L; Faber, W.R.; Krieg, S.R.; Douglas, J.T.. Lucas, S.B.;
Montreawassuwat, N.; Pattyn, S.R. et al. Application of a polymerase chain
reaction for the detection of Mycobacterium leprae in skin tissues. J. Clin.
Microbiol. 1991; 29: 906-910.

68



10. Anexo No 1

Nombre: Reg:
Edad: A0S, Sexo, Raza Ocupacion,
Preferencia | Procedencia

Fecha Dx H. granulomatosa,
Dx histoldgico (Bx Hepética,

Cuitivo

Tincién
PCR: PPD techa
Lectura rmm. fecha

LABORATORIOS AL MOMENTO DEL DIAGNOSTICO DE H.G. PFH: TGO:

TGP, FA BT, 8D Bl PT:
Alb Glo TP
Hb: Hto, Leuc Lin % Mon % eos %

Examenes serotégicos:(Relacionados con Enfermedades Infecciosas)
fecha clase resultado
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"TRATAMIENTO ANTIFIMICO:
Medicamentos Fecha

Respuesta clinica a los 2 meses de tratamiento: S} NO

LABORATORIOS A 2 MESES DE TRATAMIENTO:

PCR PFH: TGO:, TGP,
FA BT BD B! PT. Alb,
Gilob TP

% eos, %

Hb, Hto, Leuc, Lin, % Mon

Biopsia hepética de control

Diagnéstico histol6gico:

Fecha_. Tinclén

Cultivo:

PCR

LABORATORIOS A LOS 6 MESES DE TRATAMIENTO:

PFH: TGO: TGP, FA, BT, 8D

PT: Alb Glob, TP,

70



Hto Leuc Lin, %Mon %_eos %

OTROS LABORATORIOS:

Anti-HIV, Fecha Factor de riesgo,
Estado: CD4

Oftras patologias

otros examénes microblolégicos

Fecha y muestra Tincién Cultivo

RAx térax: fecha: Hallazgos:

Derrame Pleural: Sl NO Calcificacion: S|, NO,
Adencpatia Mediastinal: Infiltrado: '
Tipo de infiltrado: Localizacién,

OTRAS RADIOGRAFIAS:(pertinentes para el diagnéstico de TB) apuntar clase de
examen, fecha y haflazgo

Fa



Deasaparecié

Sintomas: S| NO Fechainic. S| NO Sindat Fecha
fiebre —
per.peso Kg
sudoracién
Escalofrio
hiporexia
dolor abd.
diarrea
cefalea
debitidad
Otros (especificar)

Resumen y observaciones:
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