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O. INTRODUCCION 

La frecuencia de la hepatitis granulomatosa (HG) es de 3 a 14% en biopsias hepáticas 

realizadas en los hospitales generales (1,2,3), misma que depende de la prevalencia de 

enfermedades asociadas con granulomatosis. 

El diagnóstico del padecimiento de un paciente en el cual se detectan granulomas en el 

hígado, implica la búsqueda de numerosas enfermedades que se han asociado a este 

problema, desde las infecciosas, siendo la más frecuente la tuberculosis (TB), hasta las 

neoplásicas como la enfermedad de Hodklng y los linfomas. Otras enfermedades como 

la sarcoidosis, las primarias del hígado, las del colágeno y el uso de ciertos 

medicamentos (2,3,4,5,6,7). 

Tradicionalmente la biopsia hepática ha aportado en forma limi1ada al diagnóstico 

etiológico de la HG (8,9), en .el 36% de los casos la forma de presentación es fiebre de 

origen desconocido (2,6, 7) siendo necesarios exámenes serotógicos, tinciones, cultivos, 

exámenes radiológicos y procedimientos invasivos como las laparotomías. Después de 

estos procedimientos el porcentaje de HG con etiología icflOPática es del 6.5 al 36% 

(2,7,10,11,12). 

En el Instituto Nacional de la Nutrición "Salvador Zubirán" r1NNSZ") el diagnóstico de TB 

se basa en el cuadro clínico y epidemiológico, el PPD, la tinci6n, el cultivo para 

mlcobacterias y la respuesta al tratamiento empírico. En un estuclo sobre la utilidad de 

la biopsia hepática para el diagnóstico de la fiebre de origen descouocido entre 1987 y 

1990 se encontró que de 14 casos diagnosticados finalmente como TB, 13 tenían 

hallazgos histológicos de TB y la Unción para bacilos ácido-alcohol resistentes fué 

positiva en solo 3 y en ninguna se aisló el bacilo del cultivo. También el aislamiento de 

Mycobllcterlum lubercu/osls (M. lb) ha sido nulo en las biopsias hepáticas procesadas 

para cultivo durante los años 1983 a 1992. 



La reacción de la polimerasa en cadena (PCR) surge como una alternativa de 

diagnóstico rápido y efectivo de la TB. la experiencia en cultivos, y algunas muestras de 

llquidos y tejidos mediante PCR, utilizando diversos Iniciadores para amplificar 

fragmentos de los genes que codifican para la proteínas 65 Kda (gene Gro EL), 

compartido por micobacterlas típicas y atípicas, la proteína MPB 64 y el antígeno b del 

complejo M. tb, asl como algunas secuencias de inserción ha sido descrita. 

Los pacientes atendidos en el "INNSZ" son generalmente lnmunosuprimidos ya sea con 

el síndrome de Inmunodeficiencia adquirida, pacientes transplantados, oncológlcos, con 

enfermedades reumáticas y presentan un alto riesgo para padecer HG 

predominantemente de origen infeccioso causada por M. tb. 

En el Departamento de lnfectología la técnica de la reacción de la polimerasa en cadena 

(PCR), ha sido utilizada para la detección deAON del virus de inmunodeficiencia humana 

(HIV), V. cho/era, H. pylorl y E. hystolytlca. Con esta experiencia, en el presente 

estudio se plantea la aplicación del PCR en el diagnóstico rápido de M. tb como agente 

causal de la HG, utilizando tejido de biopsias previamente fijadas en formar.na y 

embebidas en parafina. 
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1. JUSTIFICACION 

La frecuencia con la que se presenta la HG es de 2.4 a 14% en biopsias hepáticas 

realizadas en hospitales generales (1,2.3,7,9). 

Entre el 10% y el 53% de las HG en la población general están ocasionadas por M. tb 

(2,4,7) y en el huésped inmunocomprometido esta proporción probablemente sea mayor. 

El bacilo M. lb puede estar implicado en la etiología 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 O a 100%. Existen otros agentes infecciosos y enfermedades no infecciosas 

que también pueden producirla como son: hongos, Bruce/la spp, C. burnolll, T. 

pall/dum y Ja granulomatosis de Wegener (2,4,7,9.11, 13,14,15). 

Los métodos de diagnóstico de TB actuales presentan limitaciones importantes. La 

prueba con derivado proteínico purificado de M. tb (PPD) es una prueba pobremente 

estandarizada, puede cruzar inmunologicamente con micobacterlas atípicas y es una 

prueba usualmente falsa negativa en pacientes inmunosuprimldos, desnutridos y con 

infecciones virales. La tinción para bacilos ácido alcohol resistentes es positiva entre el 

O a 35% de los casos (2,4,10,13,14,15)) y el cultivo es positivo entre o a 10"/o de los 

casos (2, 7). 

Todas estas limitaciones de diagnóstico etiológico 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 la administración de medicamentos antituberculosos en forma empírica 

(2,16,17,18), lo que causa algunas veces pérdida de tiempo en el diagnóstico del 

paciente, una exposición innecesaria a la toxicidad de los antituberculosos y la elevación 

de los costos de la atención médica. 

La aplicación de procedimientos de Ja biología molecular al diagnóstico temprano de la 
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Infección tuberculosa ha producido como resultados la utilización de sondas de ADN 

completo, fragmentos de ADN, cADN y rARN para la Identificación de micobacterias del 

complejo M. tb, M. avlum-lntracellular11 y M. gordonaeen cultivos. En combinación con 

el sistema radiométrico el diagnóstico puede tenerse a la primera semana de crecimiento 

visible, sin embargo su utilidad en la detección de mlcobacterias en forma directa sobre 

muestras clinlcas es limitada por el escaso número de ellas que con frecuencia se 

encuentran en liquidas y tejidos (19,21,22). 

Con la introducción del PCR es posible amplificar el ADN extraido de 1 a 2 mlcobacterias 

(23), detectarlo fácilmente e identificarlo especlficamente. 

Los métodos de extracción de ADN en tejidos previamente fijados en formaldehido y 

embebidos en parafina para su utilización en la Identificación de otros agentes 

Infecciosos por PCR, han sido descritos y utilizados por Goelz, lmpraim, Shibata y Manos 

(24,25,26,27,28). 

La magnitud del problema de la TB en los paises en desarrollo como México y 

especialmente en los pacientes con las caracteristicas mencionadas en el Instituto, hace 

necesaria la implementación de métodos de diagnóstico rápido y especifico de la 

tuberculosis. 
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2. HIPOTESIS 

Una de las principales causas de la HG son las mlcobacterlas del complejo M. lb, misma 

que será diagnosticada por PCR en biopsias hepáticas previamente fijadas en 

formaldehido y embebidas en parafina. 
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3. OBJETIVO GENERAL 

Estandarizar y validar la prueba de PCR en el diagnóstico de Infección por M. tb como 

causa de HG, utlllzando como iniciadores 5'CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG Y 

5'CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG, para amplificar un fragmento de 123 pb perteneciente 

a la secuencia de Inserción 186110 del genoma de mlcobacterias del complejo M. tb. 

4. OBJETIVOS ESPECIFICO$ 

4.1. Determinar la sensibilidad y especificidad de los Iniciadores para detectar M. tb 

mediante ensayos en cultivos de cepas conocidas de M. tb, micobacterias no TB, 

otros microorganismos no mlcobaclerlanos y ADN humano. 

4.2. Estandarizar la extracción de ADN a partir de biopsias fijadas con formalina y 

embebidas en parafina. 

4.3. Determinar la sensibllldad y especificidad del PCR para identificar biopsias con 

cultivo positivo a M. tb. 

4.4. Determinar la sensibilidad y especificidad de la reacción de PCR para detectar HG 

de etiologfa tuberculosa. 
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5. MARCO TEORICO 

La TB continúa siendo uno de los mayores problemas de salud, particularmente en los 

paises en desarrollo donde se estima que cada año 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 diagnóstico y tratamiento de la enfermedad no 

han tenido el impacto esperado en su control (29). 

Entre las formas de presentación de la TB están: la HG aislada, la asociada a fiebre de 

origen desconocido, a enfermedad pulmonar primaria o de reactivación y a una 

enfermedad generalizada. 

5.1. HEPATITIS GRANULOMATOSA 

La HG se refiere a la presencia de granulomas en el tejido hepático, mlnorltarlamente 

asociada a Inflamación verdadera o disfunción hepatocelular, de allf que el término 

hepatitis sea inadecuado (30). 

La HG se asocia con una amplia variedad de enfermedades Infecciosas, neoplásicas, 

alérgicas, inmunológicas, del colágeno, metabólicas, medicamentos y tóxicos. La HG 

idiopática constituye el 6.5 al 36% de los casos {2,3,4,5,6,7,10,11). 

5.1.1. Patologfa 

El hfgado se encuentra frecuentemente infiltrado por nódulos discretos bien definidos 

de 0.5 a 2 mm de diámetro, que consisten en agregados de células epiteloldes o 

macrófagos, rodeados por un anillo de células mononucleares predominantemente 

linfocitos, algunas veces con necrosis caseosa central y células gigantes multlnucleadas. 

"La arquitectura lobular del hígado generalmente se encuentra conservada, aunque 
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ocasionalmente se puede hallar Infiltrado inflamatorio escaso, áreas de fibrosis y curación 

por hlallnizaclón y encapsulaclón (31,32). 

5.1.2. Patogénesls 

En los modelos animales se ha demostrado que un mecanismo Inmunológico mediado 

por células está Involucrado en la formación del granuloma La utilización de huevecillos 

de S. manson/ mostró que para la formación del granuloma se requiere del estímulo 

antlgénlco persistente y una reactlvldad anamnésica incrementada que lleva a la 

formación de la lesión de manera más rápida y aumentada (32,34). 

Para explicar las enfermedades granulomatosas de hipersensibilidad, se han postulado 

otros mecanismos como: la activación del complemento desencadenada por complejos 

antlgeno-anticuerpo solubles y la liberación por parte de los macrófagos de los factores 

qulmiotácticos. En los granuiomas no inmunológicos la liberación inespecífica de 

mediadores de la inflamación a partir de los macrófagos activados por la fagocitosis del 

antígeno (32,35,36,37,38). Los monocitos y macrófagos migran al área de inflamación 

o reacción inmunológica y se transforman en células epiteloides, debido probablemete 

a la persistencia del antígeno dentro de los macrófagos, como ejemplo, en la infección 

por micobacterias, la persistencia de los iípidos del bacilo dentro de los macrófagos del 

granuioma inducen su transformación en células epllelokles (34, 39). 

5.1.3. Etlologla 

La frecuencia de las diversas causas de HG depende de la prevalencia de enfermedades 

infecciosas en determinada área, el tipo de pacientes atendidos en el hospital donde se 

realiza el estudio, los crtterios y la disponibilidad de recursos para determinar la etiología 

En las dWerentes series la sarcoldosls y la TB son las patologías más frecuentemente 

encontradas, de 1 o a 46% para la sarcoidosis y de 10 a 53% para la TB 

(2,4,5,6,7, 10, 11). 
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5.1.3.1. Infecciosa. (2,4,5,6,7, 10) Entre los agentes infecciosos el más frecuentemente 

relacionado con HG es M. lb, otras Bacterias asociadas son: las micobacterias atípicas, 

M. leprae, el bacilo de Caimette Guérin, Bruce/111 spp, F. tularens/s, S. typhl, S. 

paratyphl B, L. monocltogenes, c. granulomatls. Noc11rd/11 spp, P. pseudomallel y 
T. palldum. 

Entre los hongos astan el H. capsulatum, Cryptococcus spp, C. lnmltls, B. 

dermalll/d/s, Candida spp y Asperg/llus spp. 

Infecciones por parásitos: S. mansonl, Toxocara spp, Ancy/ostoma spp, F. hapátlca, 

C. hepática, S. eslercoralis. A. lumbrlcoldes, E. hlsto/yt/c11, T. gond/y P/asmod/um 

spp. 

Infecciones por virus, clamldias y rickettslas: citomegalovirus, virus Epsteln-Barr, virus 

de la hepatitis y virus de la influenza 8, C. burnetll, C. pslttacl, C. trachomatls y R. 

conorll. 

Otra enfermedad infecciosa con gérmen aun no Identificado 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 más frecuente es ta sarcoldosis, 

la que en algunas series ocupa el primer lugar. 

Otras son las enfermedades hepáticas primarias: la cirrosis billar primaria, de lanec y 

postnecrótica, obstrucción biliar, perlcolangitis aguda y crónica, esteatosis hepática, 

hepatitis tóxica o por medicamentos y la crónica activa. 

Neoplasias: Llnfomas, cáncer del tubo digestivo y otros. 
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Reacciones de hipersensibilidad: Eritema nadase, beriliosls e hipersensibilidad a 

medicamentos como sulfonamidas, penicilinas, alopurlnol, halotano, procafnamlda, 

qulnidina, lenltofna y otros. 

Enfermedades del colágeno: granulomatosls de Wegener, arteritls temporal, polimlalgia 

reumática y granulomatosls alérgica. 

Inmunodeficiencias: enfermedad granulomatosa crónica de la Infancia e 

hipogamaglobulinemlas. 

Enfermedades Varias: enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, granuloma eoslnoffllco del 

pulmón, granufomatosls linfomatoidea, enfermedad celíaca, 'puente• pots..jleal, granuloma 

del peritoneo por talco y cuerpos extraños. 

5.1.4. Hepatitis granulomatosa por mlcobacterlas 

La TB ocupa el primero o segundo lugar entre las causas infecciosas de HG y en 

algunos Informes entre todas las causas alternandose con la sarcoldosis (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 compromiso hepático frecuente, la mayorfa de las veces 

asintomático. 

En la TB pulmonar crónica o de reactivación se han encontrado granulomas hepáticos 

con una frecuencia de O a 93% en biopsias y de 50 a 100% en autopsias (10,13,15). 

En la TB generalizada se informó una frecuencia de granulomas hepátlcos del 97% en 

un estudio de 100 autopsias (14). 
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La TB hepática pñmaria probablemente es debida a reactivación en el hígado de focos 

de micobacteñas ocurridos durante la infección pñmarla y que han permanecido latentes. 

Esta forma se asocia a compromiso extenso del hígado (40). Otras formas poco 

comunes de presentación son el tuberculoma hepático y la colangitis tuberculosa (41 ). 

El diagnóstico diferencial más difícil de la TB basado en la apañencia de los granulomas 

es con la sarcoidosis. Las características histopatológicas que sugieren etiología 

tuberculosa son: la presencia de bacilos ácido-alcohol resistentes, la necrosis caseosa 

y la ausencia de retrculina, contornos irregulares e infiltrado denso de linfocitos alrededor, 

mientras que los hallazgos que sugieren sarcoidosis son: ausencia de necrosis caseosa, 

localización en los espacios porta, presencia de muchas células de Langerhans y 

granuromas abundantes (2,9,13,15). Sin embargo estos datos histopatológicos 

contñbuyen poco al diagnóstico etiológico debido a que fa presencia de necrosis caseosa 

es muy vañable entre el O y el 100%, además puede presentarse también en las micosis, 

la sífilis, la brucelosis, la fiebre Q y la granulomatosis de Wegener, los bacilos ácido· 

alcohol resistentes se visulizan unicamente en el O a 35% de los casos y el cultivo es 

positivo entre el o 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 idiopáticos y en el 13% de los pacientes con sarcoidosis (2,7). 

Los hallazgos clínicos que sugieren TB especialmente si se encuentran en combinación 

son: fiebre de origen desconocido especialmente asociada a escalofrío, anemia, 

compromiso meníngeo, pérdida de peso, astenia, duración de los síntomas por un 

período menor a 6 meses (2). 

El 60% de las fiebres de oñgen desconocido son de etiología infecciosa, la asociación 

del síndrome de fiebre de origen desconocido con la HG es del 36% (2, 6 y 7) y el 

microorganismo aislado con más frecuencia es NI. tb. Ante la carencia de exámenes 

sensibles y específicos para el diagnóstico de esta infección muchos de los granulomas 
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idiopátlcos podrían ser de origen tuberculoso, por Jo que se ha sugerido el tratamiento 

empírico con dos medicamentos antituberculosas durante 6 a 12 semanas y en caso de 

ausencia de respuesta cambiar a corticosteroides con lsonlazida si el PPD es positivo 

(2, 16,17,18,41,42). 

5.2. APUCACION DE LA BIOLOGIA llOLECULAR EN EL DIAGNOSTICO DE 

INFECCION TUBERCULOSA 

Recientemente se ha aplicado la biología molecular al entendimiento y el diagnóstico de 

las Infecciones mlcobacterlanas, habiéndose extraído su ADN y· secuenciado algunos 

fragmentos de diferentes especies, entre ellas: 11. lb, M. tepra11, 11. bollf• y 11. avlum· 

lntracellular11. 

M. lb tiene un genoma de tamaño similar al de E. col/, 2.5x 1 o" Mba. Su ADN se ha 

clonado y se ha logrado la expresión de genes en E. col/, especialmente los que 

codifican proteínas lnmunologlcamente activas. Se han secuenciado genes que codifican 

para algunas de ellas y también proteínas de otras mlcobacterias así: s- Gro EL de 

M. tb, M. bovls BCG, M. av/um, 11. paratuben:ulo•I• y 11. folfultum (43,44) el gene 

de la proteína 36 Kda de M. leprae (45), el gene pab de la proteína de 38 Kda de 11. lb 

(46), el gene de la proteína mtp40 especifica de M. tb (47), secuencias de Inserción 

como 156110 del complejo M. tb (48), y fragmentos de algunas clonas de 11. 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 fragmento de rRNA 16s de 11. leptN (51). 

La secuencia de la proteína de 65 Kda consta de 540 aminoácidos, es común a muchas 

micobacterlas, se postula sea un antígeno de la pared celular (CWP·a) y ha sido la más 

estudiada en M. lepra•. El antígeno 65 KDa contiene epítopes que son comunes a varias 

especies de mlcobacterias y epítopes específicos de una especie; Al; y células T 
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reactivas contra este Ag, pueden encontrarse en pacientes con TB, pacientes con lepra 

y vacunados con BCG. El mapa deducido de la restricción enzimática del Ag 65 KDa 

concuerda con el publicado para el mismo Ag de M. bovls excepto por la presencia de 

dos s~los adicionales Smal en el gene de M. lb y no concuerda con el del Ag 65 KDa 

de M. leprae lo que es esperado ya que en estudios de homología de ADN de 

micobacterias, M. tb tiene homología de al menos 90% con M. bovls y alrededor de 20 

a 30% con M. /eprae. (43,44,52,54,55,56,57,58,59,60,61,62). 

El gene Gro EL ha sido el más utilizado para experiencias de PCR con el fin de 

identificar micobacterias tanto en cultivos como en muestras clínicas, tiene considerable 

similitud entre las diferentes micobacterias TB y no TB, su secuencia es Idéntica entre 

M. tb y M. bovls y entre M. av/um y M. paratubercu/osls, sin embargo ha sido posible 

identificar pequeñas diferencias que se han utilizado en la elaboración de sondas 

específicas de M. tb/bov/s y M. avlum/paratuberculosls. Estas sondas se han usado 

para la identificación de micobacterias procedentes de cultivos y muestras clínicas 

especialmente líquidos (44,64,65,66,67,68) (Tabla 1 a). 

Fragmentos de los genes que codifican para las proteínas MPB64 y MPB70 han sido 

probados mediante PCR en cultivos y muestras clínicas determinandose que son 

específicas del complejo M. tb (69,70,71,72) (Tablas 1a y 1b). 

Un fragmento de 158 pb perteneciente a una secuencia de inserción 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 1 O" en muestras de 

expectoración. Este fragmento es específico del complejo M. tb (49). 

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

336 pb en cultivos y muestras clínicas obteniendo una sensibilidad del 100% en relacion 

con el cultivo (73). 
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Tabla 1a. Experiencia en la Identificación da mlcobacterlaa 
medl•nht PCR 

GENE/MICOBACTERIA INICIADORES PRODUCTO AUTOR/AflO 

D• I• •rot. 151C.f• Tllt l"GAOAJCOAOCT80AQ8.rl:C ...... ffHC• •t al. 118• {44) 

de M.tl~ J' M. no TB Taa a•AQCTOCAOCCCAAMaTGTT 

D• I• ptOt. 151Cda TBt 5'0ACJAJCOMICTOOMIGA1'CC ...... ., .... .-.. 0.1 ..... 11111 

d• M.tb J' M. n• Ta T82 5'AQCT0CAOCCCAAAOGTOTT 
, .. , 

De I• prot. llKd• 5'CA'rTOCOAACITGATTCCTCCQQAT 115 Pllt ......... 1180 {14) 
de IUb y M. no TB 5'CTAOOTC000ACOOTOMIOCCAOO 

D• I• Dnt. llKd• TBt •'OAOATCOACICTOQMOATCC ..... ar&uon-•oel •t •l. 1111t. 

d• M.tb J' M. no TB y I• TB2 5'AQOTOCAQCCCAAMIOTOTT IHI 

1Bet1D ... CO•D. M.tb llT82 • 19T87 •2• pb 

o., ....... 151(.f• T8t 1'8AGATCQADCTQOA08ATCC 827 pb laltoor •t altH» (H) 

d• M.tb J 11. no TB y Ja TB2 a·ocoo.crCTTOTTtlACOACCMIOO 

IS&1t0 ••I Co'"P· M.tb llat S'CTOOCOQOTCOCTTCCACOA 
878 pb Ba2 l'TlCQACCllGceooACOTCQC 

De 11 pnit. l15Kde TBt 6'QAOATCOAOCTGOAOGMCC 313 pb PlerN at al. 1111 (17J 
tlall.tbJW.noTBJ'I• TB:t 5'A0CTOCAOCCCAAAOOTOTT 

181110 dal Ce•D· M.lb TB:P8 5'CCATC0"1"CCOAOACCCTOC 
TCAAGOQC 161 Db 

TUIC 8'TQCTCTAOACTCCTCOACQQ 
TQAJOACO 

º• ,. ""''· l&Kdl 
T81 l'OACIATCOAOCT08AOOATCC 881 P8 Tlll8HJ et ial. •90 (85) 

••M.tlt¡oM.a•TByl• T•st l'AOCTOCAGCCCAAAQCITGTT • 
1aa11a ut co•p.11.Ta l&Tll» • lllT•7 •.H pb 

Dal•etet.aaltd:• '•' MTI l'ACC.ICCOAOCOOTTCCICCTOA 419•11 lloltrlna .. ef 1HD(HJ 
Coap ....... (IH• Pab) MT2 l'OATCT•COGCITCQTC~llT 

D• ,. erot. MPBI• dal l'TCCOCTOCCAGTCOTCTTCC HO M BhHkar at aL teH(ll) 
ca ........ l'llTCCTI::OCOACITCTAOOCCA 

Da •• prot. MP814 dal a 0TCCOCTOCCAOTCCITCTTCC ...... ................. (70) 
Ca••· M.tb •'41TCCTCQCCIMITCTAQQCCA 

D• la •nit. MPaa' det l'TCCQCTOCCMrfCGTCTTCC HOplJ llH)lltHtr. et ILt911f7tJ 

e:. ......... a"8TCCTCQCCIM'tCTM.aCCA 

Da la ma .. d• e.a kpb 8'QC00CTC000CQGCGTCGCIT80CTT .... b DI Wlt el al. tHO fJI) 

Mllol l'QCCAOAACCQACCAACCCGCCGATA 

81 da LAMIDA PH 7111 l'QOTCCTGACOOTAAJ'OOQQT ..... Her•H• at ... 1ee<r4e) 

Pro t. 11e IW• d•I CO•P· 11.tlt D l'CQCCCATCCACATCCCQCCC 
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Tabla 1b. Experiencia en la Identificación de micobacterias 
mediante PCR 

GENEIMICOBACTERIA INICIADORES PRODUCTO AUTOR/AflO 

189110 del Comp. M.lb e·ccTGCGAGCGTAGGCGTCGG 123 pb Elaenach et al. 1990 (50) 

li'CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG 

189110 del Comp. M.lb li'CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG 123 pb !laonach et al 1991 (78) 
5'CTCGTCCAGCGCCGCTTCGO 

189110 del Comp. M.tb ISL 1 li'CGCCGCGAGCTGCGCGAT 293 pb Bivio 11 11. 1992 (77) .. 1 O O COA 
111 ISL2 6'GGTGCTOOTOGTCCGAAG 

COOCQ 

DI 11 prot. mtp40 di PT1 li'CAACGCGCCGTCOOTOO 388 pb Del Portillo et 11. 1911(23) 

M.tb PTa a·ccccccACGOCACCGC 

DI 11 prot. Ml'l70 dll TB1A l'CIAACAATCCGCIACITTCIACAA S72 pb Cou1ln1 et 11. 1992 (72) 

Comp. M.tb Tl1B 9'AGCACGCTGTCAATCATGTA 



En 1992 el gene para la proteína mtp40 especifica de M. tb lué S8ClEnciado y un 

fragmento de 396 pb utilizado mediante PCR en la identificación de a tb en cultillOs y 

muestras clínicas (23) (Tabla 1b). 

Las secuencias de Inserción son elementos genéticos móviles que se han encontrado en 

la mayoría de los microorganismos, se Insertan en el genoma de las bacterias en algún 

momento de su evolución y tienen utilidad en taxonomía, diagnóstico y epidemiología 

En las micobacterias se ha aislado la 15900 de M. paratu"-rr:ulosls y la IS 6100 de M. 

fortultum (46,74). 

Del genoma de M. tb fué aislada y secuenciada la 156110, consta de 1361 ni, presenta 

en sus extremos una secuencia de 26 pb repetida en forma invertida ex>n 3 pb 

discordantes y 3 pb repetidas en fonna directa (figura 1). Esta secuencia mostró 

homología con una secuencia de Inserción de E. col/al estudiarla en el ~co de dalos 

EMBL (48). 

Por estudios de fragmentos de restriclón e hibridación con el ADN de a tb se observó 

que el fragmento 156110 es característico de mlcobacterlas del coqJlejo a tb ( IL tb, 

M. bovf•, M. mlcrotl y 11. afrlcanum) y no se ha encontrado en IL avtum o en IL 

lntrac•llulara (50,75). 

Entre las diferentes especies del complejo 11. tb existen ciferencias en el número de 

coplas del fragmento y su localización en el genoma, se ha estimlMID qua a tb y M. 

mtcrotl poseen entre 10 y 20 coplas de dicha secuencia, mientras IJJ8 a bow'-y M. 

bovl• BCG una sola copia (65). 

La detennlnaclón de la posición del fragmento puede ser útil en la identilicaci6n de c:epas 

de mlcobacterias, este hallazgo tiene su prlcipal aplicación en epideniología porque 

pennlte la dlferenclaclon 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 15611 O han mostrado ampltticaclón positiva hasta con cantidades de ADN de 

mlcobacterlas del complejo 11. rb de 1 fg equivalente a 1 genoma de micobacterla, 

cuando el producto se detecta mediante hibridación con una sonda marcada 

radioactivamente y 10 fg cuando se observa en el gel de agarosa teñido con bromuro de 

etidio (68). Otros iniciadores para amplificar fragmentos de 123 pb (50,76) y 263 pb 

mediante los iniciadores ISL 1 e 15L2 (66,67) mostraron una sensibilidad y espectticadad 

para detectar 11. rb similares al anterior, en cultivos y muestras cllnlcas, mejor que la 

amplificación de fragmentos de la secuencia del gene Gro EL, que se encuentra en una 

sola copia en el genoma de las mlcobacterias. 

Las pruebas de PCR con fragmentos de 15611 o han mostrado especificidad para 

detectar mlcobacterias del complejo 11. tb y no han evidenciado reactivldad con el ADN 

de 11. avlum, 11. lntracellulan, M. paratubercu/os/s, 11. kansas/I, M. scrofulae11um, 

N. ssteroldss, E. col/, S. aunus, M. cha/esa, S. llvldans, S. hygroscoplcus, S. 

vlrldochromogenn, s. antlblotlcus, S. fradlae (65). 
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CGA""!~~,9.C.§qpf.~§CAT§T.QCjl~Q_A.QTS:NCAGTTCTTGGAAAGGATGGGGTCAT 58 
GTCAGGTGGTTCATCGAGGAGGTACCCGCCGGAGCTGCGTGAGCGGGCGGTGCGGATGG 115 
TCGCAGAGATCCGCGGTCAGCACGATTCGGAGTGGGCAGCGATCAGTGAGGTCGCCCGT 174 
CTACTTGGTGTTGGCTGCGCGGAGACGGTGCGTAAGTGGGTGCGCCAGGCGCAGGTCGA 233 
TGCCGGCGCACGGCCCGGGACCACGACCGAAGAATCCGCTGAGCTGAAGCGCTTAGCGG 292 
CGGGACAACGCCGAATTGCGAAGGGCGAACGCGATTTTAAAGACCGCGTCGGCTTTCTT 351 
CGCGGCCGAGCTCGACCGGCCAGCACGCTAATTAACGGTTCATCGCCGATCATCAGGGC 410 
CACCGCGAGGGCCCCGATGGTTTGCGGTGGGGTGTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGAC 469 
CGAGCTGGGTGTGCCGATCGCCCCATCGACCTACTACGACCACATCAACCGGGAGCCCA 528 
GCCGCCGCGAGCTGCGCGATGGCGAACTCAAGGAGCACATCAGCCGCGTCCACGCCGCC 587 
AACTACGGTGTTTACGGTGCCCGCAAAGTGTGGCTAACCCTGAACCGTGAGGGCATCGA 646 
GGTGGCCAGATGCACCGTCGAACGGCTGATGACCAAACTCGGCCTGTCCGGGACCACCC 705 
GCGGCAAAGCCCGCAGGACCACGATCGCTGATCCGGCCACAGCCCGTCCCGCCGAT ,.e 762 
TCGTCCAGCGCCGCTTCGGACCACCAGCACCTAACCGGCTGTGGGTAGCAGACCTCACC 821 
TATGTGTCGACCTGGGCAGGGTTCGCCTACGTGGCCTTTGTCACCGACGCCTACGCTCG 880 
CAGG.,ATCCTGGGCTGGCGGGTCGCTTCCACGATGGCCACCTCCATGGTCCTCGACGC 937 
GATCGAGCAAGCCATCTGGACCCGCCAACAAGAAGGCGTACTCGACCTGAAAGACGTTA 996 
TCCACCATACGGATAGGGGATCTCAGTACACATCGATCCGGTTCAGCGAGCGGCTCGCC 1055 
GAGGCAGGCATCCAACCGTCGGTCGGAGCGGTCGGAAGCTCCTATGACAATGCACTAGC 1114 
CGAGACGATCAACGGCCTATACAAGACCGAGCTGATCAAACCCGGCAAGCCCTGGCGGT 1173 
CCATCGAGGATGTCGAGTTGGCCACCGCGCGCTGGGTCGACTGGTTCAACCATCGCCGC 1232 
CTCTACCAGTACTGCGGCGACGTCCCGCCGGTCGAACTCGAGGCTGCCTACTACGCTCA 1291 
ACGCCAGAGACCAGCCGCCGGCTGAGGTCTCAGATCAGAG~GTCTCCGGACTCACCG 1348 
fil'.§.129§.1!.~c;GA - -------- -- 1361 

Figura 1. Secuencia 15611 O del complejo 111. tb 

RO: Secuencia repetida directa, RI: Secuencia repeUda Invertida, P1: oUgonucleótido Iniciador, P2: 

ollgonucleótldo Iniciador 
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5.3. METODOS DE EXTRACCION DE ADN DE BACTERIAS 

Para extraer ADN se pueden utilizar dijerentes procedimientos dependiendo del tamaño 

del ADN que se quiere obtener, los usos que se le darán y la clase de célula donadora 

delADN. 

En general la lisis de las células puede lograrse utilizando detergentes i6nicos o no 

i6nicos, solventes orgánicos, álcalis, calor o enzimas como la lisozima y la protelnasa K 

que actuan sobre los componentes proteicos, lipldicos y carbohldratos de la pared celular 

y las membranas liberando el ADN (78,79). 

La extracción se puede realizar con fenol-cloroformo-alcohol lsoamllico. La extracción con 

fenol es el mejor método para purificar ADN de extractos celulares e Inactiva la 

endonucleasa A presente en algunas cepas de E. col/. 

La precipitación se realiza generalmente con etanol en presencia de sales que permiten 

la recuperación de moléculas de ADN de alto peso o fragmentos de cadena simple o 

doble y también de ARN. El ADN de alto peso molecular es precipitado muy bien por 

etanol frfo. 

De las sales, el acetato de amonio es más eficaz para remover Impurezas que el acetato 

de sodio y es más conveniente cuando se trabaja con fragmentos pequeños de ADN 

como el recuperado de geles que contiene muchas impurezas. También las sales de 

nucteótldos de amonio son más solubles en etanol que las de nucleótidos de sodio y si 

se requiere una cantidad exacta de .nucleótldos de trifosfato es escencial aprovechar esta 

propiedad y usar acetato de amonio para eliminar los nucle6tidos libres presentes en la 

solución de ADN. Además es Importante considerar que cuando se trabaja con el ADN 

en solución los restos de metales pesados, detergentes o cualquier otro componente son 

potentes inhibidores de las endonucleasas de restricción y otras enzimas como la ligasa 

de ADN o la klnasa de pollnucleótido. Cuando se va a purificar relativamente grandes 
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cantidades de ADN de células eucarióticas es más conveniente usar acetato de sodio 

(79). 

Algunos protocolos incluyen digestión 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 pequeñas o grandes cantidades de moléculas de 

ADN cuya concentración puede variar de unos pocos nanograrnos a micrograrnos por 

1d de la solución. La solución puede ser Incubada a -70'C por 15 a 20 minutos o a -20'C 
durante toda la noche, el precipitado se recupera por centrifugación en mlcrófuga a 

12.000 rpm durante 1 O minutos. Cuando los polisacáridos estan presentes se debe 

preferir la precipitación -20'C, ya que estos precipitan más facllmente a -70'C (79). 

El tiempo y la temperatura de Incubación y el tiempo de centrifugación Influyen en la 

concentración del ADN recuperado, haciendo necesario considerar este aspecto cuando 

se estan manipulando muy bajas concentraciones de ADN. El mejor resultado con la 

precipitación a 4'C en presencia de bajas conceniraclones de ADN se obtiene cuando 
se centrifuga por 1 o 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 la migración del 
precipitado de ADN, pero usando tiempos de centrifugación más largos este problema 

debe eliminarse, por ejemplo centrifugar por 30 minutos a 4'C. El tiempo de Incubación 
a temperatura de 4'C no tiene efecto sobre la recuperación del ADN después de 10 
minutos de centrifugación (79). 

Cuando la solución se mezcla con alcohol absoluto y se centrifuga inmediatamente, 

también tiempos más largos de centrifugación aumentan la cantidad de ADN recuperado. 

Una vez el ADN ha sido precipitado y lavado puede secarse y resuspenderse en agua. 

La concentración se determina con fluorometrla o espectrofotometrla a 260 nm. 
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Con los métodos empleando tioclanato de guanldium y partículas de slllca o diatomos 

como portadores de ácidos nucléicos, para extraerlos de muestras clfnlcas, los ácidos 

nucleicos liberados de las células lisadas se unen con el portador formando complejos 

que deben ser rápidamente sedimentados por centrifugación, lavados, secados y 

resuspendidos en el buffer de reacción (80). Este método permite un buen rendimiento 

y pureza en el ADN obtenido de muestras clfnlcas. 

5.4. METODOS DE PURIFICACION DE ADN DE MUESTRAS EMBEBIDAS EN 

PARAFINA 

La extracción de ADN de tejidos previamente fijados en formatdehldo amortiguado y 

embebidos en parafina ha hecho posible la amplificación de fragmentos de ADN 

contenidos en tejidos guardados hasta por 40 años. Goelz y col. (24) extrajeron ADN de 

muestras no fijadas, fijadas y fijadas embebidas en parafina. El rendimiento del ADN 

varió entre 0.5 y 3 µg/mg de tejido. El tamaño de los fragmentos de ADN obtenidos de 
tejidos con menos de 5 años de edad fué de 100 a más de 104 pb, la mayoría entre 100 

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

dias. 

lmpralm y col. (25) realizaron PCR para detectar alteraciones en los alelos de la B 

globina en el ADN extraído de bloques guardados, embebidos en parafina con éxtto. 

Shlbata y col. (27) Detectaron mediante PCR el gene de la B globlna y el gene E6 del 

virus del papiloma humano en tejidos embebidos en parafina y almacenados hasta por 

40 años. 

Wrlght y col. (28) recomiendan disolver la parafina de las secciones del tejido de 5 a 10 

µm, utilizando octano o xlleno en 2 ocasiones y lavando con etanol absoluto en dos 
ocasiones. 
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Para hacer la digestión se recomienda adicionar 100 µI de buffer de digestión (TRIS 
50mM pH 8.5, EDTA 1mM, más lauril 12 al 1%, o Tween 20 al 0.5%) que contiene 200 

µg/ml de protelnasa K, (las muestras con gran cantidad de tejido deberán resuspenderse 
en el buffer de digestión) incubar por 3 h a 55ºC o por toda la noche a 37º, Y luego a 
95ºC por 8 a 1 o minutos para inactivar la proteasa. Para usarlo para PCR se deberá 
centrifugar por 30 segundos para remover cualquier exceso de parafina o tejido y se 

empleará una allcuota (1 a 1 O µI) de sobrenadante, aunque las extraldas de muestras 
con abundante tejido pueden amplificarse con 0.1 µI para 100 µI de la mezcla de 
reacción de PCR. Las muestras pueden almacenarse a -20ºC. 

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

5. 5. METODOS DE AMPLIFICACION DE ADN 

El PCR es un método que permite la slntesis in vitre de secuencias de ADN especificas, 

mediante el uso de la enzima taq polimerasa y dos oligonucleótldos Iniciadores que 

hibridan a la reglón opuesta de los extremos de la banda de ADN blanco (81,82,83). 

El método fué inventado por Kary Mullis e lnlclalmemte aplicado en la amplificación de 

ADN de la B globlna humana y el diagnóstico prenatal de la anemia de células 

falciformes. Este método permite doblar aproximadamente en cada ciclo el número de 

secuencias de AON blanco (84). 

Un ejemplo de procedimiento que podrla servir de gula con las correspondientes 

modificaciones según el ADN con que se vaya a trabajar, recomendado por lnnls y col. 

(83) es el siguiente: 

En un tubo mlcrofuga de 0.5 mi preparar 1 oo uf de reacción conteniendo: 100000· 

1000000 de moléculas de ADN a amplificar, 20 pmol de cada iniciador (Tm >55ºC), 20 
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mM TRIS HCL (pH 8.3) (20ºC), MgCl2 1.5 mM, KCI 25 mM, Tween 20 al 0.05%, 100 
ug/ml de gelatina pasada por autoclave, o albúmina sérlca bovina libre de nucleasa, 

dNTP 50 µM de cada uno, 2 unidades de taq polimerasa de ADN. Se hacen 25-35 ciclos 
con denaturación de 15 segundos a 96ºC, primera hibridación 30 segundos a 55ºC, 
primera extensión 1.5 mln a 72ºC, y extensión final a 72ºC por 5 minutos, las reacciones 
se paran por enfriar a 4ºC o por adicionar EDTA a 10 mM. 

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

La espectticidad de un determinado fragmento de ADN, producto o no de PCR, se puede 

lograr mediante varios métodos (85). 

Hibridación con sondas de oligonucleótidos sintéticos complementarias a la secuencia 

específica que se va a determinar, las condiciones de hibridación deben ser 

cuidadosamente controladas. 

Procesamiento con enzimas específicas del sustrato de ADN, entre ellas endonucieasas 

de restricción, polimerasas, llgasas y rlbonucleasas (86). 

La técnica más común es el souther blot: La presencia variable de secuencias ~de 

reconocimiento para enzimas de restricción produce fragmentos de tamaño variado 

cuando el ADN genómico de dtterentes individuos se somete a digestión enzimática. Los 

fragmentos son entonces separados por electroforesis en gel de agarosa, se transfieren 

a una membrana y se identttican 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 llmltaciones como: el tiempo empleado en et anállsis es 

de dias, la técnica es relatlvamente compleja y de dttícil automatización 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 restricción existentes y se requiere relativamente gran cantidad de ADN 

genómico para poder analizarlo. 

Alternativamente la sonda de hibridación puede marcarse con diferentes sustancias, 

sustratos de enzimas o antfgenos y detectarse por productos de fas reacciones 

ezimátlcas 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 metodología permite su realizacfón en gran número de muestras y en 

laboratorios no equipados para trabajar con material radioactivo, además disminuye en 

una gran proporción el tiempo necesario para obtener el diagnóstico. 

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 Sleve al 3% más agarosa al 1%, teñido 

con bromuro de etldio a concentración de 0.001 mg/ml de agua. Se necesitan 20 µI del 
producto de PCR (50-100 ng) por mancha/sonda. 
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6. MATERIALES Y METODOS 

6.1. MATERIALES 

6.1.1. Cultivos 

!...as mlcobacterlas fueron crecidas en medio Lowesteln Jensen . Se utilizaron M. tb 

H37Rv, M. bov/s ATCC 35734, M. kansas/I TCM 1201, M. avium, M. avlum 

lntraca//ulara, M. scrofulacaum, M. gordonaa. N. astaroldH y N. b,.,,s/llansas se 

crecieron en medio Sabureau. La E. col/ en medio liquido LB y también se utilizaron 

linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica. 

6.1.2. Biopsias 

Se utilizaron fragmentos de biopsias de un tamaño de 1 o micras previamente fijadas en 

formaldehldo al 10% en agua y embebidas en parafina. Las biopsias fueron tomadas del 

archivo de patolog!a del "INNSZ" entre las realizadas de 1987 a 1992. Las biopsias 

fueron 8 con cultivo positivo para M. tb, 5 de pulmón y 3 de ganglio linfático, las otras 

fueron 3 de ganglio linfático con cultivo positivo para M. bovls. Las biopsias controles 

negativos fueron 30, correspondientes a biopsias hepáticas de pacientes con cirrosis, 

linfoma, criptococosls, hlstoplasmosls, candldiasis, Infección por 11. avium-lnlrBCallu/ara, 

M. xanopl, hepatitis viral, esteatosls hepática e h!gados normales (Tablas 2 y 3). El 

diagnóstico de éstas biopsias se estableció mediante el examén histopatológico del 

hlgado, la tinclón y/o el cultivo del tejido hepático. 

Biopsias con HG : Se procesaron 80 biopsias entre las diagnosticadas corno 

granulomatosas en el "INNSZ" entre el 10 de enero de 1987 y el 31 de diciembre de 

1991. 
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Tabla 2. Blop1l11 con cultivo po1ltlvo a mlcobacterlaa 
del complejo M.tb 

No DE BIOPSIA ORGANO CULTIVO TINCION DE ZN DIAG. DE BASE 

0111-3234 pulmOn M.lb pooltlva TB g1nar1llud1 

0112-2558 pulmOn M.lb po•lllvo HIV 

Q92·7HA pulmOn M,lb poalllva HIV 

0112-7088 pulmón M.tb po11tlva HIV 

&t 
QH·718C pulmOn M.tb poalllva HIV 

0111-eue Gin. lln!Atlco M.tb negativa TB pulmonu our1d1 

017-1181 Gan. lln!Alloo M.tb n1g1tlv1 HIV 

QH-3340 01n. lln!lllco M.tb po1ltlv1 Tran1pl1nt1 h1p6tlco 

0111•21H Oan. llnlitloo M. bovlo negativa HIV 

Q87•2211A Oan. lln!Allco M. bovlo poalllva HIV 

017·11111 01n. lln!Alloo M. bOYll pc11tlv1 HIV 



Tabla 3. Blopal1e con patologlaa no TB e hrgadoa normal•• 

No DE BIOPSIA DIMJ. HISTOLOOICO CULTIVO TINCION ZN/MS 

OIO-ue1 ftltellO COR ftOC ... IO c ... , ...... ••ltl .. 

ae1-au1 HO •A" po•lth·• 

tMt-1171 HO ..... , .. 1001t1 ... 

089-8119 Ha .... 11 ... .-1un 
M7-HN HG M. "'••-a.t•••"•'•"' •o•ltl-
u .... J HO M. a•l••-IRl•oaollulare 11oa1t1 .. 

A87-IOK HO ... .. , ... ,.,,. .. , .. .,. •••• u .. 
AH-OC HO w. nl••"'"''oaola.loro •••ltl .. 

••-•010 O'lrro .. • ftopl1lco ... NA 

GH-148 clrroalo hap•Uco ... •A 

QH•l11 .irr. lllll•t ~••••le ... NA 

QH-IU clrrMI• ftopl.tlca •A NA 

012-231• clrr. tilllor prl•orla NA H 

Qlt-8001 tlllroolo portol •A NA 

Ql2•ttl coloatalil• •A ... 
Qlt-101D 11111ado "º'••I •A .. ...... ftopallll• crOnlco NR NR 

ª' ... "ª Mp•tltlo c:rOnlco NR NA 

QH•IH llOJt.9t. whal 01Uda NR NR 

QH•IJH ll•fa•• ftoptllco NR NA 

Qll•l17A l .. fo•a "•tllco .. NA 

QU•ll37C l .. lo•• ftoptllco .. NA 

Qll•l70 _ta....,•llo11tt1ca •• H 

OH-U "toldoalo-..uoa •A H 
CIH-H --.a1olo1tllu ... H __ ..... 

C. ••llatulo• •A NR ....... Ca •ot6a1 .. 1co •A • • 
QH•IU& ......... , .. , •• -Cl91·471C ftlt•d• .. rtwal MR •• 
OH-rol ., .. , .... , .. , •• •A 

•••reanudo 
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6.1.3. Iniciadores 

5' CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG 3' Y 5' CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG 3' para 

amplificar un fragmento de 123 pb de la secuencia de Inserción IS611 O del complejo 

M • tb (Figura 1). 

6.2 PROCEDIMIENTOS 

El diseño metodológico se puede observar en la figura 2. 

6.2.1. Extracción del ADN de las mlcobacterlas cultivadas 

De cada especie de mlcobacteria cultivada se extrajó el ADN por el siguiente método: 

a) La micobacterla se retiró del medio de cullivo mediante un aplicador estéril y se 

resuspendló en 320 µI de TE pH 8. b) Se adicionó 50 µI de lisozima al 3.3% en TE pH 
8 recién preparada, se mezcló por Inmersión y se Incubó a 37ºC por 15 minutos. c) Se 
adicionó 30 µI de SOS al 20%, se mezcló e Incubó a 65ºC por 15 minutos mezclando 
ocasionalmente por inmersión. d) Se adicionó 1 oo µI de NaCl04 5 M se mezcló y dejó 
a temperatura ambiente por 1 O minutos. e) Se adicionó un volumen (500 µI) de fenol
cloroformo (1 :1) y se mezcló por 30 minutos, en seguida se centrifugó en microfuga a 

12.000 rpm durante 15 minutos a temperatura ambiente. f) Se extrajó la fase acuosa 

teniendo cuidado de no tomar la interfase proteica y se colocó en otro tubo adicionando 

500 µI de cloroformo-alcohol lsoamUico (24:1), se mezcló por 5 minutos y se centrifugó 
por 5 minutos a temperatura ambiente. g) Se extrajó de nuevo la fase acuosa 

determinando el volumen (aproximadamente 440 µQ y se adicionó 1/10 del volumen de 
acetato de Na 3 M pH 5.2 y 2.5 volumenes de etanol al 99%, mezclando e Incubando 

a -20ºC por 1 hora con el fin de precipitar el ADN. h) Se centrifugó por 15 minutos a 
temperatura ambiente en microfuga, se descartó el sobrenadante y se adicionó 500 µI 
de etanol al 75% para lavar el sedimento, centrifugando de nuevo por 5 minutos a 

temperatura ambiente. i) Se descartó el sobrenadante, se secó el sedimento por 
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jcuLnvo DE MtCOBACTERIASI 
! EXTRACCION DEL ADN 

Ll•ozlm• s.s .. 
108 ID• 
N.CIO• IM 
F•nol cloroformo (111) 
Clororormo-l101mlllco 2•11 
Et•nol QSl'lo 
Ac•t•to d• •odio 3M pH 15.1 

¡cuANTIFICACION DEL ADN 1 

Abl 110 nm 

j AMPLIFICAlllON DEL FRACJMENTO DE 123 PBl 

Evento• T•mp1r1tura 

D11n1tur1llHolOn HC 

Hlbrld1cl6n HC 
EatH116n 12 e 

Clclo1 del PCR 

lnlol•I: DHn1tur11laclen .. 
Hlbrld1clOn 2' 

E•l9n1t6n .. 
41: DHn1tur1llzacl6n .. 

Hlbrld•cl6n .. 
Eat1n1l6n .. 

Fln•h DHnaturalluclOn .. 
Hlbrldacl6n .. 
Eat•n1l6n .. 

1 
I IDENTIFICACION DEL PRODUCTO l 

TlnclOn dal 1•1 de ... .,... al 21i 
con bromuro de •lidio 

BIOPSIA CON CULTIV.O POSITIVO A U.tb 

Eatraccl4n 'I 1r11(tlltlceol4ft del ADN 
Eat1ndarlaacl6n 

ESTUDIO CONTROLADO Y CIEGO 

•L6 .. lu con c.ltl ~ •loeelu de Hf111do ... 111... ..... -----¡- ....... 
Eatraccl6n 'I 11QllflC8Cl6n dal ADN 

ESTUDIO DE LA HO EN EL •1NNsz.• 1187-1"1 

Figura 2. Dlaefto experimental 
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evaporación del etanol y se resuspendió en 200 µI de agua destilada deionizada. La 
concentración de ADN se determinó por espectrofotometrfa a 260 nm. 

6.2.2. Extracción del ADN de loa linfocito• humano• de Hngre periférica 

a) Se tomaron 25 mi de sangre periférica con 3 mi de antlcoagulante EDTA pH 7.3 al 5% 

y se centrifugó a 3000 rpm en una centrifuga Beckman modelo TJ·6 durante 10 minutos 

a 4ºC. b) Se separó la capa de leucocitos y se colocó en otro tubo adiclonandole 20 µI 
de solución para lisarglobulos rojos (TRIS pH 7.6, 10 mM; MgCI 5 mM y NaCI 10 mM), 

se mezcló y centrifugó a 1500 rpm durante 10 minutos a 4ºC. c) El sedimento se 
resuspendló en 1 mi de solución de lisis de glóbulos rojos y se le adicionó 4 mi de 

solución para lisis de glóbulos blancos con protefnasa K 200 µg/ml, se mezcló e incubó 
a 55ºC durante toda Ja noche. d) Para Ja extracción se adicionó un volumen de fenol 
saturado se mezcló y centrifugó a 3000 rpm durante 1 o minutos a 4ºC tomando el 
sobrenadante y repitiendo este procedimiento. e) se adicionó un volumen de fenol

cloroformo-alcohol lsoamfllco (25:24:1) se mezcló y centrifugó a 3000 rpm durante 5 

minutos a 4ºC repitiendo una vez el procedimiento. f) Al sobrenadante se le adicionó 
NaCI a concentración final 100 mM y un volumen de lsopropanol, se mezcló y dejó 

durante 1 O minutos a ·20ºC. g) Se tomó el ADN con una pipeta Pasteur se lavó con 
etanol al 75% frie y se resuspendló en agua destilada delonlzada para PCR. 

6.2.3. Extracción da ADN de E. col/ 

a) La bacteria se sembró en medio Uquldo LB y se Incubó toda la noche a 37ºC con 
agitación, se distribuyó el medio en tubos de 13 mi, se centrifugó a 15000 rpm durante 

10 minutos. b) El paquete bacteriano se resuspendló en 10 mi de solución salina citrato 

1 x y se distribuyó en 20 tubos eppendorf de 500 µI se centrifugó en mlcrofuga a 12000 
rpm durante 2 minutos. c) El sedimento de cada tubo se resuspendio en 250 µI de 
solución salina citrato 1 x y se adicionó 250 µI de solución de lisis 2x (glucosa 100 mM, 
EDTA 20 mM, TRIS-HCJ pHB 50 mM) con llsozlma a una com:entraclón tlnal da 8 mg/ml 

y 1 O µ1 de NaCL a una concentración final da 0.15 M, se mezcló y se Incubaron los tubos 
destapados a temperatura ambiente durante 10 minutos. d) Se mezcló con un volumen 

equivalente de fenol saturado centrifugando en mlcrofuga dura.nte 10 minutos a 4ºC 
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decantando las fases acuosa y orgánica. e) El precipitado blanco se resuspendió en fenol 

cloroformo, se centrifugó por 2 minutos a 4ºC recolectando el precipitado en 4 tubos 

eppendorf. f) Se le adicionó cloroformo-alcohol isoamllico (24:1), se centrifugó durante 

2 minutos a 4ºC eliminando el sobrenadante y lavando el precipitado con éter. g) Se 

centrifugó por 2 minutos a 4ºC, eliminando el sobrenadante y secando por evaporación 

del éter. h) El sedimento se resuspendió en 500 µI de TE 1 x más 1 mi de protefnasa K 
a una concentración de 300 µg/µI, se Incubó toda la noche a 55ºC y se realizaron 2 

extracciones con fenol saturado, 2 con fenol-cloroforrno-alcohol lsoamfllco (25:24:1) y 2 

con cloroformo-isoamllico (24:1). ij El sobrenadante se mezcló con un volumen 

equivalente de isopropanol y NaCI a una concentración final de 100 mM recuperando el 

ADN y lavandolo con etanol al 70% y éter. j) El ADN se resuspendló en 500 µI de TE 1 x, 
calentando a 65ºC y se trató con 5 µI de RNAasa (1 o mg/ml) durante 30 minutos a 37ºC. 

6.2.4. Estandarización de la ampllflcaclón del ADN procedente de las mlcobacterlas 

cultivadas 

Utilizando los iniciadores previamente descritos se amplificó Inicialmente el ADN de M. 

tb ATCC 103C para establecer las condiciones óptimas de PCR (concentración de los 

iniciadores, de MgCI,. taq polimerasa de ADN y número de ciclos) que mejor 

evidenciaran el fragmento de 123 pb en el gel de agarosa y luego el procedimiento se 

realizó con el ADN de cada una de las especies de micobacterlas, nocardlas, E. col/ y 

ADN de los llnfocltos humanos, para evaluar que los Iniciadores amplificaran el 

fragmento, únicamente en las especies del complejo M. tb. 

El procedimiento de amplificación que finalmente se utilizó fué el siguiente: En un tubo 

microfuga de 0.5 mi se preparó 50 µI de mezcla de reacción conteniendo 20 pg de ADN 

de la muestra, buffer de reacción (MgCI, 25 mM) 5 µ1, mezcla de nucleótldos trifosfatados 

(1.25 mM de cada uno) 8 µI, oligonucleótidos Iniciadores 60 ng (1 µI) y una unidad de taq 

. polimerasa. La mezcla de reacción se cubrió con 35 µI de aceite mineral y antes de 

adicionar la taq polimerasa se sometió a 95ºC durante 5 minutos para lnactivar cualquier 

proteasa. El ciclador de PCR se programó para 47 ciclos as!: primer ciclo: denaturaclón 

5 minutos a 95ºC, hibridación 2 minutos a 68 •e y extensión 2 minutos a 72ºC. Durante 
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35 ciclos: denaturaclón 2 minutos a 95ºC, hibridación 2 minutos a 6BºC y extensión 2 
minutos con auto extensión de 2 segundos en cada ciclo a 72 ºC. Un ciclo final con 
denaturaclón de 2 minutos a 95 º e, hibridación 2 minutos a 68 •e y extensión e 
minutos a 72 ºC. En cada experimento se incluyeron dos controles negativos que no 
contenian ADN y un control positivo con el ADN de 111. fb ATCC 103C. 

6.2.5. Identificación del producto de PCR 

Se realizó mediante separación del producto en gel de agarosa al 2% (70 volts, 1,5 

horas) utilizando 20 µI del produclo de PCR más 5 µI de colorante ladder (azul de 
bromofenol 0.25%, xylene cyanole 0.25%, glicerol 30%), para la eleclroforesis se utilizó 

buffer TBE 1x (TRIS, BORATO, EDTA) y la tlnción se realizó con bromuro de etidio a 

concentración de 0.001 mg/ml en agua durante 30 minutos evaluando si su peso 

corresponde al producto de 123 pb, indicado por el marcador de peso molecular laddor 

123 pb. 

6.2.6. ProcHamfento de las biopsias 

De cada biopsia par media del micrótomo se obtuvieron cortes de 10 micrómetros 

teniendo especial cuidado en llmplar can xllena fa hoja entre corte y corte para prevenir 

la contaminación cruzada de las muestras can ADN y/o micobacterias completas. 

6.2.4.1. De1parallnacl6n. a) Cada corte fué tratado con 700 µI de xileno a 50"C durante 

15 minutos, centrifugado par 3 minutas decantando el sobrenadan!e y repitiendo el 

procedimiento 1 vez. b) Se lavó can 500 µI de etanol absoluto centrifugando por 90 
segundas decantando y repitiendo el procedimiento una vez. e) Se secó a temperatura 

ambiente después de adicionar una gota de acetona 

6.2.4.2. Extracción de ADN. Para la extracción de ADN de las biopsias se eligió el 

procedimiento que dló el mejor rendimiento y visualización de la banda de ADN 

correspondiente en el gel de agarosa, después de probar el método empleado en la 

extracción de ADN de cultivos, can prolongación del tiempo de exposición a Usozima y 
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SOS y otro con proteínasa K en su buffer de lisis con y sin extracciones con cloroformo

alcohol lsoamflico. El método elegido fué: a) Cada muestra de tejido se suspendió y 

homogenlzó en 320 111 de TE pH B (Tris 10 mM y EDTA 1 mM) y se Je adicionó 50 µI 
de llsozima en TE al 3.3% incubando por 1 hora a 37ºC. b) Se adicionó 30 ul de SOS 
al 20% y se incubó por una hora a 65ºC. c) Se adiclnó 100 ul de proteínasa K 2 mg/ml 
de buffer de lisis (TRIS 50 mM, Tween 20 al 0.5%, EDTA 1 mM) y se Incubó durante 

18 horas a 55ºC. d) Se adicionó 100 µJ de NaCl04 5 M, mezclando por 1 O minutos a 
temperatura ambiente. e) Se adicionó 500 µI de cloroformo-alcohol Jsoamílico (24:1) 
mezclando por 30 minutos, centrifugando por 15 minutos a 14.000 rpm y recuperando 

la fase acuosa. f) Se adicionó 500 µI de cloroformo-alcohol lsoamílico (24:1) mezclando 
por 15 minutos, centrifugando por 10 minutos a 14.000 rpm y recuperando la fase 

acuosa. g) Se adicionó 2,5 volumenes de etanol absoluto y 1/1 O del volumen de acetato 

de sodio 3 M pH 5.2 guardando los tubos a -70 ºC por 2 horas y centrifugando durante 
15 minutos a 14.000 rpm. h) Se decantó y se adicionó 500 µI de etanol al 75% 
centrifugando por 1 O minutos a igual velocidad. 1) Se decantó y se secó a temperatura 

ambiente resuspendiendo en agua para PCR. La concentración de ADN se determinó 

en espectrofotómetro a 260 nm. 

6.2.4.3. Amplificación en el ADN procedente de las biopsias. De la muestra 

procedente de cada biopsia se tomó 2 µg de ADN y se suspendió en 50 µI de mezcla 
de reacción conteniendo Iguales reactivos mencionados para la amplificación del ADN 

extraído de las mlcobacterlas cultivadas, aumentando el número de ciclos a 52 así: 

primer ciclo: denaturaclón por 5 minutos a 95ºC, hibridación por 2 minutos a ea•c y 
extensión por 2 minutos a 72ºC. Durante 50 ciclos: denaturaclón por 2 minutos a 95ºC, 
hibridación por 2 minutos a ea•c y extensión por 2 minutos con aU1o extensión de 2 
segundos en cada ciclo a 72ºC y un ciclo final de denaturación por 2 minutos a 95• C, 
hibridación por 2 minutos a 68ºC y extensión por 8 rnlnutos a 72ºC. 

El procedimiento de amplificación se realizó inicialmente con el ADN procedente de una 

biopsia que tenía cultivo positivo para M. tb. Con esta biopsia se determinó Ja 

concentración óptima de ADN total de la biopsia que mejor evidenciaba el producto. 
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6.2.4.4. Identificación del producto. Se realizó en las mismas condicones previamente 

establecidas. 

6.2.5. Estudio controlado y ciego para evaluar la sensibilidad y especificidad de la 

prueba en biopsias 

El procedimiento de amplilicación se aplicó en fonna ciega a 41 biopsias, 11 con cultivo 

positivo para M. tb o M. bovls y 30 biopsias de hígado con patologías neoplásicas, 

metabólicas, e Infecciosas no TB, o sin ninguna patología (Tablas 2 y 3). Las biopsias 

fueron previamente re-examinadas por el Patólogo para confirmar el diagnóstico. 

6.2.6. Aplicación de la prueba de PCR para el diagnóstico etiológico de las biopsias 

con HG 

Se seleccionaron los diagnósticos hlstopatológlcos de HG en los últimos 10 años en el 

"INNSZ" mediante la revisión de los archivos de patología de biopsias, se realizaron 

cortes de los bloques de parafina correspondientes, con las mismas precauciones 

anteriormente apuntadas. 

De cada sección elegida se extrajó el ADN y se sometió a amplificlón por el método ya 

estandarizado. 

Se correlacionó en forma ciega el resultado obtenido por PCR con el lfoagnóstlco 

establecido por hlstopatología, cultivo, Unciones, serología, PPD, y respuesta al 

tratamiento según las siguientes definiciones y además se agruparon de acuerdo a si 

eran pacientes lnfec!lldos o no por HIV. 
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6.3. DEFINICIONES 

HEPATms GRANULOMATOSA: El hallazgo de al menos un granuloma en el estudio 

histológico de tejido hepático obtenido por biopsia. 

GRANULOMA: Discreto nódulo, bien definido, de 0.5 a 2 mm de diámetro, formado por 

agregados de células epiteloides o macrófagos, 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 del tejido hepático se Identificó M. tb. 

HG PROBABLEMENTE TUBERCULOSA: Cuando la HG sin cultivo positivo a M. tb en 

el hfgado, lo mismo que sin bacilos ácido-alcohol resistentes (BAAR) en el hlgado u otro 

sitio ha respondido al tratamiento antituberculoso o en el cultivo de otro órgano diferente 

al hlgado, liquido o secreción durante el mismo episodio de enfermedad se ha aislado 

11. tb y no se encontró ninguna otra enfermedad infecciosa, neoplásica, del colágeno 

o tóxica conocida relacionada con HG. 

HG POSIBLEMENTE TUBERCULOSA: La asociada a un cuadro clínico compatible con 

TB y PPD positivo, cuando no se aisló M. tb en el cultivo del hfgado u otro sitio o este 

no se realizó, igualmente no se visualizaron BAAR en el hfgado u otro sitio, tampoco se 

encontró otra enfermedad infecciosa, neoplásica, del colágeno o tóxica conocida 

relacionada con HG y además no se realizó tratamiento antituberculoso o evaluación de 

la respuesta a este. 

HG ASOCIADA A BAAR EN EL HIGADO U OTRO SITIO: Los casos en los que la 

tinclón para BAAR fué positiva en el hfgado u otro sitio y el cultivo fué negativo a M. tb 
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y además no se encontró otra enfermedad Infecciosa, neoplásica, del colágeno o tóxica 

conocida relacionada con HG. 

HG CON MICOBACTERIAS NO TB EN EL HIGADO u OTRO smo: Los casos 

asociados a aislamiento de micobacterias no TB en el hígado u otro sitio y ausencia de 

otra enfermedad Infecciosa, neoplásica, del colágeno o tóxica conocida relacionada con 

HG. 

HG DE ETIOLOGIA NO TUBERCULOSA: Granulomas con cultivo positivo para otro 

gérmen distinto a M. tb, o Unción positiva para hongos, treponemas, parásitos o virus, 

o estudio histopatológico del hígado diagnóstico de neoplasia o enfermedad del colágeno, 

o tóxica conocida relacionada con HG. 

HG DE ETIOLOGIA NO CLASIFICABLE: Granulomas en los que no se identificó M. tb 

en el hígado u otro sitio, ni otro microorganismo (mlcobacterla, bacteria, hongo, parásilo 

o virus), o enfermedad neoplásica, del colágeno o tóxica conocida relacionada con HG, 

o no se encontró el expediente clínico y tampoco tenía cuadro clínico de TB. 

TRATAMIENTO ANTITUBERCULOSO: Ingestión de al menos 2 fármacos anti

tuberculosos por al menos 2 meses en forma continua 

PPD POSITIVO: Induración Igual o mayor a 10 mm. 

RESPUESTA ADECUADA AL TRATAMIENTO: Mejoría de las pruebas de 

funcionamiento hepático (FA. TGO, TGP, Bl) y/o desaparición de los granulomasdenlro 

de los 2 primeros meses de tratamiento con mejoría del estado general y la fiebre en el 

caso que estuvieran presentes. 
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MEJORtA DE LAS PRUEBAS DE FUNCION HEPATICA: Cuando a los 2 meses oo 
iniciado el tratamiento antituberculoso se observó ooa disminución del 50'\i o n\ás en el 

exceso inicial de las pruebas hepáticas. esto es. la cantidad por enCima ool valor superior 

normal. Así: 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-fa extracciórrde ADN a partir de fas mfcobacterlas en cuflivos 

y reproducible al menos: s veces permite obtener una cantidad y calfdad de ADN 

adecuadas en cuanto a pureza y tamaño, observadas:pormedición espectrofotométrlca 

y en ef gel de electroforesis al'0.8% para evaluar ADN de afto.peso"molecufar (Figura 3). 

2345678 9 10 11 12 13 

Figura 3. ADN extraído: de fasmlcobacterlasr E-col/, y llnfocllos humanos 

Gel de agarosaal 2% teñida:con-bromuro de etidio a concentración de 0.001 mg/mf de 

agua. En las líneas: 1) M. scrofulaceum; 2) M. gordonae, 3) M. av/um, 4) M. avlum

lntracellu/ara, 5) M. lcansasll, 6) 111. bovls, 7f M. tb H37Rv, 10) E- col/ BH101 (sin 

RNasa) 11) E. col/ BH10t (con RNasa), 12) linfocitos-humanos, 8,9" y 13) Marcador 

estandar de afta Kpb. 

La amplificación 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 

mlnima cantidad de ADN evaluada de 1 o fg (Figura 4). 
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Figura 4. Senslbllldad del PCR para detecta~el fragmento de 123 pb en el ADN de 

M. tb ATCC 103C 

Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio a concentración de 0.001 mg/ml de 

agua. En las líneas: 1) 1 pg; 2) 0.5 pg. 3) 100 fg, 4) 10 fg, 5) Control 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. col/ y linfocitos 

utilizando 1 pg de ADN de cada uno. el producto de 123 pb se detectó en el gel de 

agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio sólo en las muestras de ADN de M. tb , M. 

bovls y el control positivo ( ADN de. M. tb ATCC 103C). Este producto no se detectó 

en la muestra de ADN procedente de M. kansasll, M. avlum, M. avlum-lntracellulare, 

M. gordonae, M. scrofulaceum, N. asteroides, N. braslllenses , E. coll y en el ADN 

de los linfocitos humanos, resultando una sensibilidad y especificidad del 100% (Figura 

5). 
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Figura 5. E11peclflcldad del PCR en el ADN extraldo-de-varlos microorganismos y 

los llnlocltos humenos-

Gel de agarosa al 2% teñido con-bromuro de etldio.a.concentración de 0.001 mg/ml de 

agua, la concentración de ADN usada para el PCR-fué de 1 pg. En las lineas: 1, 14) 

Control de reactivos, 2) Linfocitos humanos, 3) E. col/ BH101, 4) N. asteroides, 5) N. 

bras/l/enua, 6) M. avlum, 7) M. avlum-lntrecellulera, 8) M. scrofuleceum, 9) 111. 

lten111111/I, 10) M. gordonae, 11) 111. bov/s, 12) 11. tb H37Rv, 13) 111. lbATCC 103C, 15) 

Marcador de Kpb 123pb. 

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

BIOPSIAS 

El procedimiento utilizado para la extracción de ADN de la biopsia con cultivo positivo a 

M. lb purificó un ADN en cantidad y calidad adecuadas para producir la señal posltlva 

en la reacción de amplificación. La cantidad de AON extraída de cada biopsia varió entre 

2.5 y 88 µg. 

La modificación en el número de ciclos del ensayo de PCR, así como en el volumen del 

producto de PCR utilizado en el gel de agarosa, Incrementándolos, permitió una 
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visualización mejor definida del fragmento de ADN amplificado, aunque con 30 ciclos el 

producto de PCR ya era detectable. 

La sensibilidad de la amplificación del producto:de 123 pb en la biopsia positiva para M. 

lb se valoró con cantidades de ADN entre 1 o pg y 1 a µg. La detección de una banda 

muy bien definida se observó entre·0.5 y 2 ¡19, aunque con 10 pg todavla se evidenció 
dicha banda y en cambio ya no-se visualizó:con 10 µg (Figura 6). 

1 2 3 4 5 6 7 8 9101112131415 

123Pb 

Figura 6. Senalbllldad del PCR en el ADN axtrafdo: de una biopsia con culllvo 

poaltlvo • 11. lb 

Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio a concentración de 0.001 mg/ml de 

agua. En las lineas: 1, 14) Controles-de reactivos, 2) 10 µg, 3) 5 µg, 4) 3 µg, 5) 2 µg, 6) 

1 µg, 7) 0,5 µg, B) 0.1 µg, 9) 10 ng, 10) 1 ng, 11) 100 pg, 12) 10 pg, 13) 111. lb ATCC 

103C, 15) Marcador de Kpb. 

7.4. ESTUDIO CONTROLADO Y CIEGO 

Con las condiciones de PCR estandarizadas en el experimento anterior la amplificación 

del producto de 123 pb se observó en todas las 11 blopslas con cultivo positivo para 

11. lb o 11. bovl• asl: 5 biopsias de pulmón y 3 de ganglio positivos para 11. tb y 3 de 

ganglio linfático positivos para 111. bovl•. No se detectó en ninguna de las 30 biopsias 

sin TB; estas fueron: una biopsia hepática con C•ndlda spp, una con Cryptor:occu• 

spp, una con Hlatop/Hma spp, una con 11. xanopl, 3 de hlgado y una de pulmón con 
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M. avlum-lntracellulare, 3 con cirrosis , 2 con cirrosis biliar primaria, una con fibrosis 

portal, 1 con colestasis, 2 con hepatitis crónica, una con hepatitis viral aguda, 3 con 

linfoma, 3 con esteatosis , 2 con carcinoma metastáslco y 4 hígados normales. 

La senslbllldad y especificidad obtenidas en este estudio son del 100% (Figura 7). 
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Figura 7. Estudio ciego de blopsleaco1Ty sln-TB~ 

Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de. etidio:a concentración de 0.001 mg/ml de 

agua. En las lineas: 1,13,15 y 30) Controles de; reactivos~ 2, 19 y 27) Esteatosls 

hepáticas; 3, 11 y 25) Higados normales; 4 y 26) Linfamas· hepáticos, 5 y 16) Cirrosis 

biliar primarias, 6) Caccinoma metastásica; 7,6, 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; 14,29 y 

44) Marcadores de Kpb; 17) Cirrosis hepática,.16) Colestasis~21) Sin muestra; 22 y 24) 

Hepatitis crónica; 32) Hlgadcr- con M. xenop/, 33 y 36) Hígados can M. avlum· 

/ntracellu/ar ... 34) Hígado con Candlda spp; 35) Pulmón con M. av/um-lntracellular ... 

36,39 y 40) Ganglios con M. bovls, 41) Hígado can Cryptococcus spp 42) Hígado con 

H/stoplasma spp. 
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7.5. HEPATITIS GRANULOMATOSA 

En los archivos de patologia se encontraron 144 HG diagnosticadas entre el 1 o 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, asl: 

HG tuberculosa: ningún 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 la orina y el otro en un 

hemocultivo. 

HG posiblemente tuberculosa: Fueron 5 casos. 

HG con BAAR en el higado u olro sitio: Fueron 9 casos, 2 con la tinción positiva en otro 

sitio (uno en el bazo y el otro en un lavado bronquial y en un ganglio linfático). 

HG con mlcobacterias no TB en el higado u otro sitio: Se encontraron 7 casos. De estos 

5 con aislamientos en el higado (una M. kansasll, una 111. fortultum, una M. lepra• y 

2 llycobactarlum spp no TB) y 2 casos con aislamiento en otro sitio (uno con M. 

kanaasll en la orina y el otro con M. szu/ga/ en la médula ósea). 

HG de etlologfa no tuberculosa: Fueron 19 casos. 

HG de etlotogia 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 
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l!l 

Tabla 4. Resultado• de PCR para identificar M.tb en hepatita 
granulomatoea 

PCR POSITIVO PCR NEGATIVO 
CATEGORIAS 

HIV POSITIVO HIV NEGATIVO 

HG tub1rculo1a o o 

HG probablomonto TB 1 5 

HG poalblamonta TB o 2 

HG oon BAAR on ol 1++ 1 hl;ado u otro 11110 

HG y M. no TB •n hl;ado 
1 o u otro 11110 

HG no TB o o 
HG di 1ttologla no 

5 4 claalllcabl1 

TOTAL 8 12 

• Cultivo po1lt1vo a M.lb en otro artro no hlgado, una an 
hamoculllvo y la olra en ganglio cervloal y orina 

•• l!n al bazo 
• Una an lavado bronquial y ganglio linl611co 
•• 2 en otro artro diferente al hígado, una an la mtdula 

01•a y I• otr• en la orina 

HIV POSITIVO HIV NEGATIVO 

o o 

2• 1 

o 3 

6+ 1 

4•• 2 

4 15 

15 7 

31 29 

TOTAL 

o 

9 

5 

1 
9 

7 

19 

31 
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Figura 8. Resultados de PCR en hepatitis granulomatosa 

Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio a concentración de 0.001 mg/ml de 

agua. En las líneas: 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 Mycobacterlum spp en el hígado; 8,15 y 

21) Tejidos no evaluables; 9) HG con Hlstoplasmaspp; 10,17y 18) HG no evaluables; 

12 y 26) Marcadores de Kpb; 13 y 16) HG asociada a llntoma; 20) HG con 

Mycobacterlum spp en airo sitio diferente al hígado, 22) Biopsia control positivo ganglio 

con 11. tb, 23) Biopsia control negativo esteatosis hepátic:'• 24) Control positivo ADN M. 

tbATCC 103C. 

De los 9 casos con HG probablemente tuberculosa 6 fueron PCR positivos, de estos sólo 

un caso era HIV positivo. De los 3 casos PCR negativos 2 tenían cullivo positivo a M. 

tb uno en un ganglio cervical y en la orina y el otro en un hemocullivo, 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 hígado u otro sitio, 7 eran HIV positivos y 2 HIV 

negativos. De los 9 casos sólo 2 fueron PCR positivos, uno de ellos HIV positivo, con 

BAAR en el bazo y el otro HIV negativo con BAAR en el hígado. De los 7 PCR negativos 

5 fueron tinclón positiva en el hígado. 

De los 7 casos de HG con micobacterias no tuberculosas en el hlgado u otro sitio, uno 

fué PCR positivo y el resto PCR negativos. El caso PCR positivo correspondía a un 

paciente con SIDA y cultivo positivo a M. kansasll en el hígado, la expectoración y los 

hemocultivos y además cultivo positivo a M. av/um-lntraca//u/are en la médula ósea. 

Los casos negativos para PCA fueron causados por una M. lapraa, una M. fortu/tum 

y 2 Mycobactarlum spp no TB en el hígado y los otros 2 PCR negativos fueron HG 

asociadas a aislamiento de M. kansasll en la orina y M. szulgal en la médula ósea 

respectivamente. De los 6 casos PCR negativos en este grupo 4 eran HIV positivos y 2 

HIV negativos. 

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

De los 31 casos de HG de etiología no claslficable, 9 fueron PCR positivos. 

La sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo positivo (VPP) y el valor predictivo 

negativo (VPN) calculados para la HG probablemente tuberculosa (9 casos), contra la 

HG asociada a micobacterias no TB más la HG no tuberculosa (26 casos), se presenta 

en la tabla 5. 
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Tabla 5. Detección de M.tb mediante PCR en HG probablemente 
tuberculosa 

GRUPO A PREDECIR GRUPO CONTRASTE 8 E V.P.P. V.P.N. 

~Q con u. no TB en el 1!111 .... H.1 .. 85.7 .. 80.3• 

HG por TB probable 
hlgado y/u otro altlo . 

HG no TB ... n • 28 (H.98) (88,100) (68,100) 177,100) 

LH clfrH entre toa par•ntHI• corrHpondan al Intervalo de 
confianza 96 .. 

La S fué del 66.6%, con un intervalo de confianza IC 95% de (36,96%), la E fué del 

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 IC 95% (77-100%). 

Entre las HG probable y posiblemente causadas por TB la tinción de ZN no diagnosticó 

ninglln caso, el cultivo diagnosticó 2 casos 14.3% y el PCR B casos 57.1%, además 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 del cultivo, Zlehl Neelnn y el PCR para 

diagnóstico de HG probable y posiblemente tuberculosa 

CATEGORIA n CULTIVO ZN PCR 

POSITIVO POSITIVO POSITIVO 

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

TB posible 5 O (O) O (O) 2 (40) 

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

Los números entre paréntesis corresponden a los porcentajes 
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• 

La frecuencia de PCR positivo en HG en general en pacientes con Infección por HIV, (39 

casos) fué del 20.5%, mientras que en pacientes sin infección por HIV (41 casos) fué del 

29% y cuando se considera sólo la HG asociada a micobacterias la frecuencia de PCR 

positivo en pacientes HIV positivos (15 casos), 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 más importantes problemas de Salud Pública. 

A partir de 1985 con la epidemia del SIDA la tasa de TB empezó a Incrementarse 

observándose un mayor númro de casos a los esperados en los EUA desde 1985 en 

adelante (89). 

Una de las prioridades es encontrar un método de diagnóstico rápido y efectivo que 

supere las limitaciones de sensibilidad y especificidad de la linción, el PPD, los métodos 

serológicos y el cultivo. En este estudio se estandarizó una prueba de PCR para 

identificar M. lb en los tejidos previamente fijados en formaldehldo y embebidos en 

parafina y se evaluó su utilidad en el diagnóstico de la etiología tuberculosa en biopsias 

con hepatitis granulomatosa. 

La capacidad de la prueba para detectar las cantidades mínimas utilizadas de ADN de 

M. tb que fué de 1 o fg, en las condiciones de PCR estabíecldas y con 45 ciclos es 

comparable a la encontrada por Eisenach y col. (50) quienes detectaron 100 fg con más 

de 25 ciclos y 1 fg (genoma de una mlcobacteria) con más de 30 ciclos, aunque su 

número de ciclos fué inferior, la detección del producto de PCR fué realizada mediante 

hibridación con un ollgonucleótido Iniciador marcado con 32P, método que en varios 

estudios (23,44,67,68), ha demostrado mejor sensibilidad que la detección mediante la 

tinclón con bromuro de etidio en el-gel de agarosa. Esta sensibilidad del PCR en el 

presente estudio fué mejor que la obtenida con los iniciadores para amplificar fragmentos 

del gene Gm EL y secuencias de ADN procedentes de la clona lambda PH7311. Hance 

y col.(44) con los iniciadores TB1 y TB2 y 40 ciclos detedaron cantidades de ADN 

correspondiente a sólo más de 1000 micobacterias cuando el producto se visualizó 

mediante tinclón con el bromuro de etidio y entre 3 y 100 micobacterias cuando 

hibridaron con una sonda marcada con 32P. 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 mlcobacterlas) hibridando con una sonda marcada con 

digoxlgenlna. 

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 

proteína MPB64 observándose una detección de 1 · pg como cantidad mínima de ADN 

de M. tb ATCC 103C y de 1 µg como cantidad mínima 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 identificación de 

micobacterias del complejo M. tb obtenidas en los ensayos con ADN de mlcobacterias, 

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 inserción mediante estudios de hibridación con el genoma 

de M. tb tratado con enzimas de restricción, 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. •lm/ae (50) y un fragmento de 263 pb de la misma secuencia 

de inserción se visualizó débilmente mediante PCR en el ADN extraído de M. ,.,.,.. (77). 

Aunque estas micobacterias no fueron probadas en el presente estudio, su Importancia 

en el diagnóstico clínico es mínima dada la casi nula relación de ellas con enfermedad. 

La técnica utilizada para procesar las biopsias previamente fijadas en formaldehido y 

embebidas en parafina permite obtener un ADN de una calidad y cantidad adecuadas 

para su amplificación con el método de PCR. Por otra parte esta técnica permite reducir 

el tiempo del diagnóstico de la infección causada por micobacterlas del complejo 11. tb, 

de 5 a 11 semanas que requiere el crecimiento en cultivo y la identificación (21) a 

máximo 2 dias. Este tiempo podría aún ser disminuido al procesar material fresco no 

embebido en parafina que no requiere de desparafinación. 
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No se ha informado un estudio de PCR para diagnóstico de TB en biopsias y en los 

trabajos realizados con muestras clínicas, predominantemente se estudian 

expectoraclónes y líquidos como lavados broncoalveoiares, líquidos celalorraquideos y 

pleurales, en algunos de ellos se han Incluido reducido número de tejidos, y no se 

Informan datos sobre el rendimiento del ADN obtenido de cada biopsia y la cantidad de 

ADN total de la biopsia requerida para que el producto sea detectable. Con este método 

de extracción de ADN el rendimiento dependió de la cantidad de tejido sometido al 

procedimiento siendo de 2,5 a 88 µg en las biopsias utilizadas para el estudio ciego y 

500 ng la cantidad minlma obtenida de las biopsias con HG, dicha cantidad fué 

suficiente, ya que la amplificación ocurrió hasta con 1 o pg de ADN total. 

La sensibilidad de 100% para detectar las biopsias con cultivo positivo a M. rb 

demuestra que el procedimiento de extracción aplicado en las biopsias es óptimo para 

la obtención de secuencias de ADN de las micobacterias susceptibles de amprlficarse y 

a pesar de que la fijación del tejido se llevó a cabo con formaldehido preparado sin 

soluciones amortiguadoras. Esta experiencia es d~erente a la informada por de Wit y col. 

(90) quienes al utilizar muestras fijadas en formallna amortiguada, fijadas en formalina 

con mercurio y formalina en solución salina no amortiguada encontraron una disminución 

de la sensibilidad para detectar M. l•prae en las biopsias fijadas en fonnalina con 

mercurio o en formalina no amortiguada. Sin embargo en et presente estudio fué 

necesario aumentar el número de ciclos del PCR para las muestras procedentes de las 

biopsias y no se puede descartar que este no sea un electo de la fijación con formalina 

no neutralizada y que pudiera afectar la sensibilidad de la prueba para identificar ADN 

de las micobacterias en muestras con muy escaso número de ellas. 

Al comparar las biopsias con cultivo positivo a M. tb contra las biopsias con infección por 

micobacterias no TB, hongos y otras patologlas no infecciosas se demuestra que la 

prueba tiene una senslbllidasd y especificidad del 100% 2)1idenciando que además del 

ADN de los otros microorganismos no TB, el ADN procedente de las células hepélicas, 

pulmonares, y de ganglio linfático no cruza con la secuencia del fragmento de 123 pb de 
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15611 o. Estos hallazgos sugieren también que en estos tejidos y con el procedimiento 

de purificación y precipitación del ADN extraido, no se presentan lnhlbidores de la 

enzima taq polimersa. aún cuando estos no se buscaron en todas las muestras 

negativas, se hizo un experimento con una biopsia sometida al mismo procedimiento de 

extracción, amplificandola con y sin la adición de ADN de micobacterlas. Esta biopsia fué 

positiva por PCR para un fragmento de 240 pb del gene para la proteina MPB64 del 

complejo M. lb sólo cuando se le adicionó.el ADN de mlcobacterlas (dato no mostrado). 

Este hallazgo demuestra que en este tipo de muestras y con el procedimiento usado no 

existieron inhibidores de ia taq polimerasa. la presencia de ellos se ha informado 

principalmente en muestras frescas y especialmente en heces, aunque también en el 

estudio de biopsias de piel para buscar M. lepras, de wit y col. (90) propusieron la 

presencia de los inhibidores en las muestras sin diluir. El procedimiento utiilzado por los 

autores para extraer el ADN en estas biopsias no Incluyó tratamiento con cloroformo· 

alcohol isoarnillco ni precipitación del ADN con etanol que permiten purificar mejor los 

ácidos nucléicos, en cambio el fragmento de tejido digerido con proteinasa K durante 1 B 

horas e incubado a 97ºC durante 15 minutos fué procesado directamente para PCR. 

La sensibilidad de la técnica de PCR cuando es aplicada en muestras clinlcas con cultivo 

positivo a M. lb, 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 156110 (76) y 5avic 95% con 15L1 e 15L2 para otro fragmento también de 

15611 O (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. lb, es muy similar a las cifras anteriores y quizás 

ligeramente mejor que la mostrada por experiencias de PCR para fragmentos de esta 

misma secuencia de inserción sugiriendo que en tejidos con cultivo positivo la prueba 

puede ser tan sensible como en los liquidas con el cultivo positivo. 

53 



Por otra parte, cuando la técnica se valora en base al diagnóstico clínico de TB en 

muestras de diferentes liquides ( expectoración, lavados bronquiales, broncoalveolares, 

cefalorraquldeos, pleurales) con o sin cultivos positivos la sensibllidlid de la prueba de 

PCR ha variado desde el 26.5% en la lnlonnada por Manjunath y col. (71) utilizando 

iniciadores para amplificar un fragmento de 240 pb del gene de la protefna MPB64 en 

117 muestras de las cuales 14.5% tenían 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 la iS611 O 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 ISTB7 para un fragmento de 156110. 

El analisis de los resultados de la aplicación de la prueba de PCR en HG tiene 

limitaciones importantes, ya que por la baja sensibilidad del cultivo en este tipo de 

lesiones extrapulmonares, del O al 10%, fué necesario establecer criterios cllnicos y de 

respuesta al tratamiento para definir la probabilidad o posibilidad de TB y comparar con 

ellos, los resultados del PCR. Asi, 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 patologías no Infecciosas (26 casos), la 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 el PCR fué negativo en las biopsias de hígado pero 11. tb se cultivó en otros 

sitios, eran pacientes con SIDA y por consecuencia no se puede descaltar que la 

reacción granulomatosa que ocurre en el hígado de este tipo de pacientes se deba a 

otros agentes etiológicos como otras mlcobacterias no TB, hongos, etc. 

La especificidad del 96.1 % con un valor predictivo negativo del 85. 7% es comparable a 

la encontrada por los estudios en las muestras clinlcas mencionadas anteriormente. Por 

otro lado cabe mencionar que el único caso falso positivo ocurrió con la biopsia de un 

paciente Mexicano con SIDA y alto riesgo para padecer enfermedad por IL tb. La 
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micobacteria aislada del hlgado de este paciente aún no ha sido posible clasificarla, 

quedando provisionalmente como 111. kansasll, sin que se haya descartado 

completamente la posibilidad de que sea 111. bovls y por consecuencia podrfa no ser una 

falsa positiva. La otra alternativa que puede explicar este falso positivo es que el paciente 

cursara con una infección multiple incluyendo 111. tb y la otra posibilidad es la 

contaminación cruzada entre las muestras con micobacterias o ADN de ellas, en algún 

momento de su procesamiento. El ADN de varias cepas de 111. kansasll ha sido probado 

para la 186110 y para el fragmento de 123 pb de esta secuencia en el estudio de 

Eisenach y col. (50) quienes no encontraron ni la secuencia 18611 O mediante tratamiento 

del AD
0

N con enzimas de restricción e hibridación ni el fragmento de 123 pb mediante 

PCR. Por otra parte en el presente estudio el ADN extraldo del cultivo de M. ksnsssll 

y la biopsia con HG asociada a aislamiento de M. kansasll en la orina dieron la prueba 

de PCR negativo, siendo estos hechos, una fuerte evidencia de que esta mlcobacterla 

no resulta en falsos positivos con estos iniciadores. 

Al analizar la Tabla 7 donde se comparan las etiologlas de la HG informadas por otros 

autores con las obtenidas en el 'INN8Z" en el presente estudio considerando que a los 

métodos diagnósticos de los anteriores estudios se sumó el PCR, se puede deducir que 

las micobacterias siguen siendo los microorganismos más frecuentemente causantes de 

HG 46% en este estudio, cuando se emplean como métodos de diagnóstico la clínica y 

la respuesta al tratamiento, la tinción, el cultivo yel PCR, 31% M. tby 17% micobacterias 

no TB, estas últimas especialmente en pacientes HIV positivos, sugiriendo que en 

próximos estudios deben incluirse iniciadores que detecten secuencias de micobacterias 

no TB. El estudio penmlte concluir que es posible utilizar tejidos para pruebas de PCR 

con el fin de diagnósticar TB con una sensibilidad mejor que el cultivo y la tinclón, con 

ganancia de tiempo en el tratamiento de los pacientes con HG y probablemente con 

aplicación al diagnóstico de TB extrapulmonar que es el grupo que ofrece mayor 

dificultad en este aspecto. 
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Tabla 7. Causas da la hepatitis granulomatosa diagnosticadas 

an biopsias hepétlcas. 

ETIOLOGIA Gucklan Cunningham INNSZ 

1966 (2) 1982 (11) 

Sarcoidosis 12 10 

Tuberculosis 11 10 
Otras mlcobacterias o o 
Neoplasias S" B 
Micosis 5 o 
Bacteriana o 6 

Parasitaria 
Otras no infecciosas o 32 

No determinada 20 31 

+ Diagnóstico mediante tinclón, cultivo, clínica y PCR 
• Linfomas 

58 

1993 

o 
31+ 
17+ 
10* 

4 
o 
1 
B 

29 
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1 o. Anexo No 1 

Nombre: Reg: 

Edad: ___ Años. Sexo Raza Ocupación 

Preferencia sexual Procedencia 

Fecha Dx H. granulomatosa 

Dx histológico (Bx Hepática 

Cultivo 

1inción 

PCR: PPD lecha 
Lectura ___ mm. lecha 

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

TGP __ FA ___ BT ___ BD BI PT: __ _ 
Alb Glo TP ______ _ 

Hb: __ Hto __ Leuc ___ Lin ____ % Man % eos % 

Exámenes serológlcos:(Relaclonados con Enfermedades Infecciosas) 

lecha clase resultado 
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ESTA 
Si.IR 

TESIS 
DE· LA 

H8 DEBE 
BIBLIOTECA 



.TRATAMIENTO ANTIFIMICO: 

Medicamentos Fecha 

Respuesta cllnica a los 2 meses de tratamiento: SI__ NO __ 

LABORATORIOS A 2 MESES DE TRATAMIENTO: 
PCR. _______________ .PFH: TGO: ____ TGP __ _ 

FA BT ____ BD. ____ BI PT ___ Alb __ 

Glob ______ TP 

Hb ___ Hto ___ Leuc ___ Un __ % Mon ___ % eos. ____ % 

Biopsia hepática de control. _________________ _ 

Diagnóstico histológico: ___________________ _ 

Fecha.""· .. ______ Tlnclón. _________________ _ 

Cultivo.:_--------------------------

PCR, _________ _ 

LABORATORIOS A LOS 6 MESES DE TRATAMIENTO: 
PFH:TGO: ___ TGP FA ___ BT ___ BD ___ BI ___ _ 

PT:. _____ Alb. ____ Glob. _____ TP ______ _ 
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Hto. _____ L.euc ____ Lin. _____ %Mon ____ %_eos ____ % 

OTROS LABORATORIOS: 

Antl-HIV _____ Fecha.._ _______ Factor de riesgo'--------

Estado:._______ CD4 ________ ~ 

Otras patologlas'--------------------------

otros examenes microbiológicos 

Fecha y muestra Tinción Cultivo 

Ax tórax: fecha:. ____ Hallazgos:. _______________ _ 

Derrame Pleural: SI __ NO Calcificación: SI ___ NO __ _ 

Adenc)patia Medlastinal: __ Infiltrado: 

Tipo de infiltrado: localización. ___________ _ 

OTRAS RADIOGRAFIAS:(pertinentes para el diagnóstico de TB) apuntar clase de 

exámen, fecha y hallazgo 
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Deasaparecló 

Síntomas: SI NO Fecha lnic. SI NO Sin dat Fecha 

fiebre 

par.pesa Kg 

sudoración 

Escalofrlo 

hlporexla 

dolor abd. 

diarrea 

cefalea 

debilidad 

Otros (especificar) 

Resumen y observaciones: 
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