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2. Abreviaturas 

A: Menina 
Baar Bacilos acido-alcohol resistentes 

bacilo Calmette Guérin 
13rEt. Bromuro de etidio 
e: Citosina. 
C E (.ontrol estandar 
CO2: 13ióxido de carbono. 
DNA: Acido desoxirribonucleico 

Trilbsratos de desoxitribonticicondos 
EDTA: AcidOetilen-diamin-tetra acético. 
G. (Martina. 
1-1CI: Acido clothidrico. 
KCI Cloruro de potasio 
MgCl:2  Cloruro de magnesio. 
Aldb: Alecohacterium tuberculosis'. 
MI)M: Marcador de peso molecular. 
NaCI: Cloruro de sodio. 
NaOH: Hidróxido de sodio 

oligonucleotidos. 
pb: pares de bases. 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa. 
SDS: dodecil sulfato de sodio. 
SIDA: Síndrome de inmuto-deficiencia adquirida. 
SSC: Solución de citrino y cloruro de sodio. 
T: Tintina. 

l'ermaphdtts cupt«tierts.. 

TCG: Tiocianato de guanidina. 
TE: Tris-I ICI y EDTA. 
TES: "Tris-IICI. GOTA y N-laurilsarcosina. 
Tris: Tri-(ndroximetil)-aminometiuto 
U: Uraeilo. 
UV: ultravioleta. 
ZN: Zieltl-Neelsen, unción 
0.1 x: 0.1 veces concentrado. 
2 x: 2 veces concentrado 
20 x: 20 veces concentrado 



3. Introducción 

Se estima que la mitad de la población en el mundo ha sido inreclada por el bacilo 
Alduberculouy (A til). que hay 30 millones de casos de tubei cidosis activa, que aparecen 
10 millones de casos nuevos en un año, y que llegan a morir alrededor de tres millones de 
personas por este padecimiento I.a enrermedad predomina en los paises pobres, con 
problemas de saneamiento ambiental y con alta desnutrición (Torres, 1995) 

En México, en 1922 (ano en que se inicio el programa de vacunación) la tasa de 
mortalidad era de SO por 100 000 habitantes, en 1900 lile de 7 d por 100 000 habitantes y 
ocupo el lugar 15 dentro de las primeras 20 causas de muerte en ese año. Para 1993 la 
lasa  [labia disminuido hasta 5 5 por 100 000 habitantes. pero se detectaron 20 000 casos 
nuevos, de los que el 05 % eran de tipo pulmonar Estas cifras, que reflejan sin duda los 
avances que en materia de salud ha logrado el pais, muestran, sin embargo, los rezagos 
que aún persisten en nuestra sociedad 

Dentro de las posibles explicaciones de porque la tuberculosis tiende al incremento, 
están el aumento en la población mundial asi cuino la pobreza; la mayor esperanza de 
vida, que incrementa el tiempo durante el cual una persona está expuesta al riesgo de 
enfermar; el inicio de la epidemia del sindrome de inmuno-deficiencia adquirida (SIDA), 
ya que se considera que entre 20 y 30 	de los pacientes manifiestan alguna forma de 
infección tuberculosa, en el transcurso del padecimiento, la mayor resistencia del bacilo a 
los fármacos tradicionales y a su mal empleo Con respecto a esto, la Secretaría de Salud 
reporta el aislamiento cle 02 % de cepas de Al. 	resistentes a isoniazida en 1992, en 
pacientes con enfininedad recurrente, mucho mayor al de 1959 que fue del 40 % (Torres, 
1995). 

Un diagnóstico correcto de la enfermedad por micobacterias es importante, debido a 
que el tratamiento de la tuberculosis es diferente al de eiármedades causadas por otras 
micobacterias, las cuales con frecuencia son resistentes a las drogas usadas en el caso de 
Al.//r (Kotlotr, 1993; liollner, 1994). 

El diagnóstico de laboratorio de tuberculosis está basado en el método tradicional de 
lindón de Ziehl-Neelsen (Z N) para bacilos ácido-alcohol resistentes (13aar), y en el cultivo 
del organismo causal, Mil). La unción de ZN a pesar de ser rápida y barata, carece de 
sensibilidad ya que la mínima concentración de bacilw que puede detectar es de 10,000 
organismos/ml (Yeager, 1967). Además, carece de especificidad y no puede ser usada 
para distinguir entre los varios miembros de la familia Piro/urde/1~e. (De Wit, 1990). 

El método de cultivo es sensible ya que detecta de 10 a 100 organismos por muestra; 
Hobby, 1973), pero debido a que requiere la multiplicación del bacilo que es un proceso 
muy largo, las decisiones clinicas y terapeóticas se hacen antes de que el resultado del 
laboratorio sea dado. Las técnicas de cultivo requieren también de organismos viables, y 
esto es un problema frecuente en pacientes parcialmente tratados Además, los 



procedimientos estandar rcquieien de por lo menos nes muestids culto alias pira ase.(1,u 
resultados confiables. sofá() todo cuando pocos mici 0( ,2,110,,ni(), cstali presentes en el 

sitio de infección. lo cual prolont)a 11011 nsis ci lie11111(1 de Iiiil...11111',11‘:(1 5 retarda  el  inicio  (te 

la terapia I13ass, 1990) 

Las técnicas serologicas pueden ser utiles en algunas situaciones clínicas. pero 511 

sensibilidad y especificidad no es satisfactoria (Daniel. 1!)87) Por otra parte, la 
cromaiografia de Izases ha mostrado ser Mil para la identilicacion de micobacterias 
cultivadas, pero este método 00 es sensible para ser usado en muestras clinicas (Larsson. 
1986) Otra técnica empleada es la espectrometria de masa, que permite determinar acido 
tuberculoestearico en 'nuestras clinicas, pero que requiere de equipo muy costoso 
(Larsson, 1987) 

Se han descrito técnicas más rápidas como el sistema de detección 13ACTEC. el cual 
se basa en la medición de bióxido de carbono (CO2 ) radiactivo liberado por el 
metabolismo del pahnitato adicionado al cultivo (Peterson, 1989), o el sistema de 
identificación Gen-Probe, el cual se basa en la hibridación de fragmentos de ácido 
desoxirribonucleico (DNA) marcados con esteres de acridinio específicos para acido 
ribonucleico ribosomal (Vlaspolder, 1995). A pesar de que éstas técnicas reducen el 

tiempo de identificación, requieren de por lo menos una semana de periodo de cultivo en 
el caso del método de 11ACTEC, o no pueden eliminar inhibidores para el proceso de 
amplificación como ocurre con el de Gen-Probe 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es un método in vitro, que permite la 
amplificación especifica de una secuencia blanco de ácidos nucleicos, a través de ciclos 
repetidos de desnaturalización térmica, alineación y extensión del oligonucléotido (oligo) 
cebador por medio de una DNA polimerasa termoestable (Saiki, 1988). Debido a las 
limitaciones de los métodos antes mencionados para el diagnóstico de tuberculosis, varios 
grupos han desarrollado ensayos de PCII para la detección directa e identificación de A [lb 
en muestras clínicas (Brisson-Noel, 1991; DeWit, 1990; Eisenach, 1991; Kok 1992) 

La mayoría de las pruebas ele PCII se basan en la amplificación de la secuencia 
repetitiva 186110, que ha sido encontrada exclusivamente en el grupo de micobacterias 
del complejo de Al.//r (Hermans, 1990; 13risson-Noel, 1991; Otal. 1991; ('larridge, 1993; 
Nolte, 1993; l'orbes, 1993; Shasvar, 1993; Kox, 1994) El elemento 186110 contiene 
1,361 pares de bases (pb) de longitud y posee similitudes a las secuencias de inserción de 
la familia 183 (Timmermen, 1085). A pesar de que la mayoría de las cepas del complejo de 
Al di) presentan múltiples copias de 186110, estimándose un promedio de 10 a 20 copias, 
se han encontrado cepas que contienen muy pocas copias Esto se observó durante un 
estudio realizado en la India, en donde se encontró un 31"-)i de cepas con 111111 sola copia y 
tina sola cepa que careció del elemento ISo110 (van Soolingen, 1993). Otro caso 
raramente observado the el reportado en zonas del Oriente y en Vietnam. en donde 
también encontraron cepas de J1/.//) con una sola copia de IS611 O ( van Soolingen, 1991; 
Otal, 1991; Mazurels. 19911 Por 10 que la experiencia general es, que las cepas de D.,/, 



contienen múltiples copias del elemenio IS(>1 
	

y al prescni;ulo, estiro 

epidemiológicamente relacionadas (van S(101.11114CII, 199.9) 

No obstante la imporiancia del uso de l'CR para la deleceiim de microorganismos 
patógenos, la puriticacinn de atados nucleicos de especímenes como ovina, suero, o 
cultivos bacterianos, continua siendo laborioso y muy tardado l lnw los procedimientos 
clásicos reportados se encuentran los que involucran tisis mediada por detergente, 
tratamiento con proteinasa. extracciones con solventes otganicos y precipitación con 
etanol, los cuales no garantizan la eliminación de inItibidot es de la amplificación y 
generalmente, afectan la sensibilidad del método de l'CR Debido a esto. Boom y cols. 
diseñaron un procedimiento de purificacirm de ácidos nucleicos de IMICSiras como suero o 
orina, empleando partículas de sílice o diatomeas suspendidas en el agente 
desnaturalizante tiocianato de giumidina (I.C(i) el cual demostró ser sensible, 
reproducible, rápido y sencillo (Boom, 1990) 

Ert el presente estudio se empleó el método de Kit y una sonda marcada con 
digoxigenina, para la detección rápida, sensible y específica del complejo de Aldb en 
muestras clínicas. Desarrollamos el procedimiento de purificación de DNA con partículas 
de sílice, para tirvorecer la sensibilidad del P('R y comprobamos que este método tiene 
valor diagnóstico para muestras con Dan positivo, COIllparithiCS a IOS del método 

cultivo 



4. Objetivos 

4.1 Objetivo General 

Estandarizar el método de obtencion de DNA de micobacteuas v determina' 1.1 s'ido' 
diagnóstico del método de reacción en cadena de lit polimera.,a (IICII), en base a un 

estándar de oro (método de cultivo); para la detección rápida, sensible y especifica de Al. 
when:u/avis en muestras clínicas 

4.2 Objetivos Específicos 

- Determinar las características del método de purificación de ácidos nucleicos 

(DNA), con particulas de sílice o diatomeas 

2 	Evaluar la eliminación de inbibidores para P(R de muestras clinicas, mediante el 
empleo de partículas de sílice suspendidas en tiocianato de mianidina (TCG). 

3 Comparar el método de purilicacion con silice con otro tratamiento de obtencion 
de ácido desoxirribonucleico (DNA). 

4 - Comparar el método de amplificación y detección con el método clásico de cultivo 
en medio sólido, para el diagnostico de ALib en !nuestras clínicas 



S. Ntiterial y Métodos 

5.1 Muestras clinicas 

5.1,1 Recolección de muestras clínicas 

Las muestras chicas fueron obtenidas tic pacientes provenientes del Laboratorio de 
Salud Publica del Estado de Puebla, las cuales en su mayoría furrio expectoraciones de 
personas que pertenecian a un programa epidemiológico, y de los Laboratorios ('horcos 
de Puebla de pacientes que ffieron referidos para búsqueda de a Lrh por cultive (orinas, 
expectoraciones, jugo gástrico, liquido seminal, liquido pleura!) 

5.1.2 Tratamiento de las muestras clínicas 

5.1.2.1 Procedimiento de descontaminación de las muestras 

La mayoría de las muestras Rieron descontaminadas según el método de Kubica y 
colaboradores, que consistió en incubación con Na011/eitrato de sodio/N-acetil-1..-cisteina 
por 30 min y centrifugación, para eliminar el sobrenadarte hasta dejar un volumen 
aproximado de 1 m1, en el cual se suspendio el sedimento (1903) Este procedmiento de 
descontaminación no se aplicó en muestras de orina y liquido pleural, debido a que se 
consideró no estaban muy contaminadas y el sedimento frie escaso 

Tincion y cultivo de las muestras 

El sedimento obtenido por previa descontaminación se dividió en tres alícuotas En la 
primera se realizó tineion para Batir mediante el método de Ziehl-Neelsen, y la segunda 
fue tratada por el método clásico de cultivo en medio sólido Eosvenstein-Jensen. 1.a 
tercera se ocupó para PCR. 

5.2 Purificación del DNA de muestras clínicas 

De la tercera alícuota se extrajo DNA para el PCR, para lo cual se empleó el método 
de Boom y colaboradores (1900), el cual se basa en la adsorción de ácidos nucleicos a 
partículas de sílice en medios de alta concentración salina. Este método tuvo pequeñas 
modificaciones en cuanto a la cantidad de amortiguador de tisis, silice y suspensión de 
diatomeas. 

La alícuota se centrilligó por 3 min a 12,500 rpin para eliminar el sobrenadante y 
M'urdir un volumen aproximado de 150 pil de amortiguador de TES 1Tris-1-1C1 10 tuM, 
EM.A 05 intsl, p11 7 5. N-laurilsareosina al O 5%). colocándose posteriormente a 95°C 
por 45 mío (ver resultados) Después. se adicionó 1201 Le esta alícuota tratada a cada 
tubo glie contenía la suspensión para purificación Este tubo se preparo con 500 Id de 



al111,11"11?.9.1adOr de 1.1`,1`, I .',011ICión-I\1   tic 110,1,111,11, ) dr :'11,1111111,1 	 sw(11( 	\ I 

10. N-lailitilsaicosinti al 0 5", \ .t.-imdc,ipi«emnot ii t 	(o (I I 	pat m:111,1,, de ,m t. 

pala muestras con escasa cantidad (le 1)N \ 	decti orina.  

r) .1(1111 de suspensión (I( diatinneds. parta naiesti,is ticas en 1)^,..\ (2 „1110 estectoidciones 

A partir de este paso se realizo el tratainienm de las muestras que se emplearon 

durante la estandarizacion del procedimiento de purificación de DNA, pava la 

comprobación de las propiedades del sílice o diatoineas De la misma Goma se trató tina 

serie de 10 sedimentos urinarios, que se ocuparon en la compann.ti(ni de los inetodos liara 

obtención de l)NA, libre de inhibidores para PC11 

Después de 10 min de estar en contacto con las partículas cic silice o diatomeas. se 

centrifugó la muestra por I min a 12,000 rpm. Se eliminó, el sobienadante para luego layan 

con amortiguador de lisis wat vez, a continuación 2 veces con etanol al 80" ti y por ultimo, 

una vez con cotona, empleando para cada uno 500 tal de la solución respectiva Se 

resuspendió el botón con 0)0 pl de TE (Tris-41C1 10 mM, EDTA O 5 InNI) para luego 

incubar por I () min a 60°C, agitando por 10 s el tubo en vortex, antes y después de la 

incubación. Se centrifugo por 6 mili a 12,500 rpm, se tomó el sobienadante y se volvió a 

centrifugar de la misma forma la muestra, para poder eliminar totalmente el sílice De aqui 

se tomaron 2 pl para el PCR teniendo mucho cuidado de tomar solo de la parte superior, 

para evitar cualquier posibilidad de llevar en la puma de la pipeta alguna partícula de 

silice, que pudiera inhibir la amplificación (ver resultados). 

5.2.1 Método de extracción fenol-cloroforino 

Este tratamiento se empleó en muestras de orina (sedimentos), que theron 

suspendidas en TES y previamente incubadas a 95°C por 45 min. A esta serie de 10 

muestras, se les adicionó una concentración estándar de DNA de /4/.//), (200 copias/pl), 

para después hacerles una primera extracción con fe1101/C101.01'00110/111C01101 isoamítici~ (pl 
8.0), y una segunda extracción con cloroliinno/alcohol isoamilico A continuación el DNA 

fue precipitado con acetato de sodio p1-1 5 2/etanol y redistielto en 100 Id de TE (Brisson-

Noel y cols., 1989) 

5.3 Amplificación del DNA 

La amplificación por PCR se realizó empleando los oligos, INS1 (5'-

CGTCiAG(iGCA'reGAG(iT6GC-3') e INS2 (5'-(iCGTAGGCGTC(36.KiA('AAA-3') 

correspondientes a los pares de bases 631 a 65(1 y 856 a 875, respectivamente del 
elemento de inserción 18611 01,McArlain y cok , 1090). La composición de la mezcla para 
PCR fue 10 ml\,,1 Tris-1.1C1 (1)11 8 8), 50 inkl KCI. 1 5 niki kly,CU, 0 005 mi,i,/m1 de 

gelatina, 0.2 nikl de cada uno de los (INTI's (dCTI). dATI), d(iTI) y dtJTP). 0.1 !M de 

cada uno de los oligos INS I e INS2 y 11.I de hui polimerasa por 50 pl de volumen de 

reacción (Kolk y cols.. 1900). Se ay,regó 2 pl del DNA extraido de la muestra al tubo de 

reacción e se llevo a 40 ciclos térmicos de 15 s a 95"C. 20 s a 651..". y 20 s a '72°C. 
realizados en un termociclador l'erkin 	9600 Se incluir en cada iunpliticacion un 



control positivo que correspondió a 200 copias/p1 de DNA de Alth , un control negativo 

l'orinado por los reactiyos sin DNA, y un control interno que además de contener la 

!nuestra se le adicionó 200 copias/1d de DNA de Alti) 

5.4 Marcaje de una sonda de DNA de 188 ph 
Un fragmento de 188 1)1) situado dentro del fragmento de 2,15 ph de la secuencia de 

inserción IS6110 de A l.lb, fue marcado con digoxigenina-11-dUTO en una Pelt, según 

Kolk y colaboradores Para esto se sintetizaron los oligos anidados 0t3 (5'-

GAAC00CTGAIGACCAAA('T) y lit() (5'-ACGIAG(iCGAACCCIGCCCA), 

correspondientes a los pares de bases 661 a 683 y 832 a 851 de la secuencia de inserción 

IS6110. El PCII se desarrollo usando un volumen de reacción de 100 jd, 150 jtkl de 

dUTP con 50 pM de digoxigenina-dliTO en lugar de 200 aM de dUIP, y 1 ng. de DNA 

puro de AI.M. Los ciclos incluyeron uno Micial de 1 ruin a 95°C para desnaturalización, 20 

s a 65°C. y 20 s a 72°C, y los siguientes 39 ciclos fueron de 15 s a 93°C, 20 s a 65°C y 20 

s a 72°C 

5.5 Detección del DNA amplificado 

El análisis de los productos amplificados se desarrolló por electroffirésis en geles de 

poliacrilamida al -1.5%, teñidos con bromuro de etidio (BrEt), que fueron Ibtograllados 

usando un transiluminador UV. Posteriormente, se realizo la detección por "dot blot" 

tomando 5 pi del producto amplificado que lile diluido con 295 ul de 'FE, para 

desnaturalizarlo a 95°C por 10 min, De la misma manera se trató el DNA humano, 

empleado para determinar la concentración óptima de sonda marcada (ver resultados). 

Inmediatamente se enfrió y se colocó en una membrana de nylon, a la que previamente se 

incubó por 2 min en una solución 2 x SSC (20 x SSC es NaCI 3 M, canto de sodio 0.3 M 

1)11 7.0 en agua 	La membrana se colocó en un aparato de "dot blot", para 

aplicarle un vacío de 40 cm de agua. La prehibridación e hibridación se desarrollaron en 

una bolsa de plástico, a 68°C por 1 h (floehringer). Se empleó aproximadamente 6 ml de 

solución de hibridación por cada 100 cm)  de membrana, que contenia 1 R1 de sonda 

marcada por cada ml (ver resultados), recién desnaturalizada 

Las membranas se lavaron 2 veces por 5 min con 2 x SSC- 0. I % SDS a temperatura 

ambiente, y 2 veces por 15 mili con 0.1 x SSC- 0.1 % SDS a 68°C. Se continúo el 

proceso de detección de acuerdo al instructivo de manufactura (13oehringer), dejándolo 

teñir por aproximadamente 45 min. 
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6. Resultados 

6.1 O1► tin► ir.ación de las condiciones de reacción de l'(1Z y de detección. 

6.1.1 Condiciones de reacción de PCR. 

Para la amplificación del Fragmento 1S6110 de A Oh nos basamos en las 

condiciones previamente reportadas por ID isson-Noél y cols , que emplearon 50 pl de 

mezcla de reacción que contenía: solución amortiguadora 10 niki Tris-11C1 p1.1 8 3, 50 

mM KCI. 1.5 mM MgCI,, gelatina 10 nig/l, 0.2 mM de cada uno de los dNTPs, 50 pM 

de oligos, 2 5 12 de Mg polimerasa y 2 pl de DNA de Al.th puro (1989) Esta 

amplificación dió como resultado la presencia de varias bandas inespecificas, que 

disminuyen la sensibilidad del método, debido a que éstas compiten con las bandas 

especificas por la Taq polimerasa Para eliminar estas bandas, los parámetros que 

suelen influir principalmente son la temperatura de alineación y la concentración de 

MgCl 2. Inicialmente se varió la temperatura de alineación empleando DNA de Al.b. 

puro y DNA de Mili. en O 1 mg/tal de DNA humano, obteniéndose un resultado 

óptimo a 65°C. (fig. 6.1.1), ya que las bandas inespecifIcas desaparecieron casi 

totalmente, y aumento la intensidad de la banda especifica. Después se probó la 

concentración de MgCl 2  (10, 15 y 20 mM ), pero se decidió emplear la reportada de 15 

mM puesto que se comprobó era la que más fhvorecía la sensibilidad y especificidad 

del método de PCR, ya que generaba una banda de mayor intensidad y nitidez, que se 

perdía a concentraciones de 10 mM (resultados no mostrados). 

1 2 3 4 5 6 7 

2451)1) a> 

Figura 6.1.1 Temperatura de alineación óptima para PCR. Análisis de la amplificación de un 
fragmento de 245 pb del elemento de inserción 156110, en un gel de poliacrilamida de 4.5 %, 
teñido con BrEt. Para el PCR se probaron 2 temperaturas de alineación: 62° y 65°C; empleándose 
el programa de 40 ciclos térmicos de 15 s a 95°C, 20 s a 65°C (á 62°C) y 20 s a 72°C. Carriles 1 y 
4: DNA humano; carriles 2 y 5 DNA humano 4- DNA «lb.: carriles 3 y 6: DNA M.tb.: carril 7 MPM 
(compuesto de bandas de 100 ph); carriles 1.3: 65°C. carriles 4.6: 62°C. 



6.1.2 Concentr► ciór►  óptima de sonda marcada. 

Inicialmente un fragmento de la secuencia de inserción Itió I 10 lúe mareado (ver 
material y métodos). Después Se bUSCO la e011CeilltaCkill de sonda que, por un lado, 
permitiera detectar los productos de amplificación y por otro, previniera su hibridación a 
sitios no específicos, disminuyendo la especificidad. Para esto se colocó por separado en 
tres tiras de membrana de nylon: producto de amplificación de Al. th., DNA humano (I 
pg) y buffer TE; previamente diluidos y tratados como se menciona en material y 
métodos. A continuación se hibridó cada tira con 0.05, 0.5 y 5 Id de sonda marcada (figs. 
6.1.2A, B y C). Como resultado, se decidió emplear I Id  de sonda marcada por cada 10 
eme de membrana, para poder detectar los productos de amplificación y evitar que con un 
exceso de sonda (10 Id), se hibride a toda la tira de membrana e incluso al DNA humano. 
Es importante que cada vez que se sintetize la sonda marcada, se determine la 
concentración óptima para la detección del producto de amplificación 

1 	2 	3 

A O 

B 

Figura 6.1.2 Concentración óptima de sonda marcada. Se colocaron en tres tiras de membrana 
de nylon: producto de amplificación de M.tb., DNA humano y buffer TE, previamente diluidos: 
para realizarles análisis por hibridación en formato de "dot•blot" (ver material y métodos) y 
determinar la concentración óptima de sonda marcada, para ta detección del producto de 
amplificación. A cada tira se adicionó buffer de hibridación con una concentración diferente do 
sonda marcada: A: 5 pl; 8: 0.5 tul; C: 0.05 pl. Carril 1: producto de amplificación de M.fb.; carril 
2: DNA humano; carril 3: buffer TE. 

6.2 Sensibilidad de PCR y de detección 

Para determinar la sensibilidad del PCR y de la detección, se procedió a la 
amplificación e hibridación de 1, 10 y 100 copias/µl de DNA de Al.b. en 0. I mg/ml de 
DNA humano (fig. 6.2). El resultado demostró una banda y una mancha claramente 
detectable y reproducible hasta 10 copias/o1; no así para I copia/pl, en donde el resultado 
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puede deberse a fenómenos aleatorios Un determinado volumen de poducto de 
amplificación perfectamente mezclado contiene p copias por unidad de volumen (ti 
designa el :Minero promedio de copias en cada volumen). Si las copias se hallan 
distribuidas al azar en ese volumen, en este caso x es una variable aleatoria cuya 
distribución es igual a 	P 	x) 	tt _e_:" 

x! 
En este caso los valores de x pueden variar teóricamente desde cero a infinito Pero si 

asumimos que tenemos varias alicuotas con un valor de p de 10 copias/pl, la probabilidad 
de tener un producto de amplificación con cero copias/p1 es P(X -0)- 0.0005, es decir 1 
en 2000. Sin embargo, si tenemos varias alicuotas con un valor de la de 1 copia/pl, la 
probabilidad de obtener un producto de amplificación con cero copias/p1 aumenta o se 
vuelve significativo, P(X-0)- 0.368. Por esta razón nuestra sensibilidad fue reproducible 
hasta 10 copias/pl. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Electroforesis 

245 pb 

100 10 10 10 1 	1 	1 
	

O 

Hibridación 

Figura 6.2. Sensibilidad del PCR y de la detección. Análisis por electroforésis en gel de 
poliacrilamida al 4.5 %, y detección por hibridación en formato de "dot-blot" del producto de 
amplificación de 1, 10 y 100 copias de DNA de 111.11). en 1 lig de DNA humano. Carril 1: MPM 
(pLIC19/Hpall); carril 2: 100 copias; carriles 3-5: 10 copias; carriles 6.8: 1 copia; carril 9: cero 
copias. 
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6.3 Optimitación del tratamiento de la muestra 

6.3.1 Comprobación de las propiedades del silice y diatomeas. 

6 3. 1.1 Capacidad de lijacion de ácidos nucleicos 

Para comprobar la capacidad de friacion de ácidos nucleicos a silice en presencia de 
agentes como TcG (Boom y yok . )990). se realizo una selic de diluciones de I)NA de 
111.lh, en TE (105  a 101  copiasipl) que fueron tratadas con sílice (ver material y métodos); 
para luego amplificarse Posteriormente se compararon con la amplificación de las 
mismas concentraciones, sin el tratamiento En base al resultado obtenido, se observo que 
mediante este método de purificación el DNA de ,11.th. se fijo a las partículas de sílice, sin 
que hubiera pérdida del DNA en cada uno de los lavados realizados durante el 
procedimiento (lig. 6.3 1 1), va que la intensidad de las bandas después de la amplificación 
es equivalente, tanto para las diluciones tratadas como para las no tratadas. Por otra parte, 
al observar la intensidad y nitidez de las bandas obtenidas, se decidió emplear como 
concentración estándar y control positivo para la amplificación de las diferentes muestras 
clínicas, 200 copias/Id de DNA de A /./h. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

á 	.04  

Figura 6.3.1.1 Capacidad de fijación de acidas nucleicos a sílice. Se analizó el producto de 
amplificación de una serie de diluciones de DNA de M.114, por electroforésis en gel de 
poliacrilamida, que previamente fueron purificadas con sílice (ver material y métodos). Las 
diluciones tratadas fueron comparadas con las mismas, pero sin tratamiento. Carriles 1 y 2: 105  
copias/µl; carriles 3 y 4: 10' copias/1d; carriles 5 y 6: 103  copias/id; carriles 7 y 8: 102  copias/u1; 
carriles 9 y 10: 10' copiaslul, Carriles 1.3,5,7 y 9: diluciones tratadas con sílice: carriles 2,4,6,8 y 
10: diluciones no tratadas. 

6.3.1.2 Purificación de DNA de /11. tb. de muestras escasas en células 

Para demostrar la capacidad de las partículas de sílice de lijar DNA de A tih. en 
muestras clínicas con pocas células tales como suero, orina, liquido celidouraquídeo, se 
trato de encontrar a partir de (pm cantidad de DNA las par 	de sílice están saturadas 
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y se disminuve por lo mito. la cantidad recuperada de D \ A el+ek:nico I n baw a e,10 ese 

hicieron soluciones con concentraciones crecientes de 1)N:\ humano ( lo ug,u1 a 500 

ng/p1), a las que se adicionO 	conceniracion estandar de DNA de .1/-r/!. Despues.. se 
llevo a cabo la purificación con dice (ver material y metodosl y la amplificaciOn de estas 

muestras. 

De acuerdo a la intensidad de la banda en el gel, se obtuvo un resultado aun 

detectable hasta 500 ng/fil de DNA humano en 20 copifts/pl de DNA de Aldh.(11,a. 

6 3 1 2), con lo cual se determinó que la capacidad de fijación de 1)NA para partículas de 

sílice es de 100 	30 !Al de sílice 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

a • 	 ME, 

Figura 6.3.12 Purificación de DNA de M.tb con sílice. Se analizó el producto de amplificación de 
muestras que contenian DNA de M.tb (C.E., 20 copias/ni), adicionado de cantidades crecientes 
de DNA humano, por etectroforésis en gel de poliacrilamida. Carril 1: MPM; carriles 2 y 3: 2 
nghtl de DNA humano + C.E.; carriles 4 y 5: 10 nghil de DNA humano + C.E.: carriles 6 y 7: 20 
6011.11de DNA humano + C.E.: carriles 8 y 9:100 rig/ol de DNA humano + C.E. 

6.3 1.3 Purificación de DNA de A I. tb. de !nuestras ricas en células 

Para muestras con gran contenido de células tales como sangre periférica, 
expectoración. jugo gástrico, secreción de ganglio, liquido seminal; la purificación se 
realizó con tierra de diatomeas. De la misma manera que con sílice, se trató de encontrar 
cual era la concentración de DNA que saturaba a la partícula de diatomea, para poder 
obtenerlo de ¡nuestras clínicas Para esto se preparó una serie de soluciones con 
concentraciones crecientes de DNA humano (10 ng/tal a 500 ng/nI),a las que se adiciono 
una concentración estándar de DNA de Alth, para que luego fueran tratadas con 
diatomeas (ver material y métodos) y posteriormente amplificadas 

El resultado en el gel fue una banda reproducible hasta 500 ng/u1 de DNA humano  en 

20 copias4d de DNA de r1./. II> (fig. 6.3.1 3), con lo cual, la capacidad de fijación de DNA 

de las diatomeas lile superior a 100 Itgf q0 tal de diatomeas al SO% 

( 5 



4 

1~W hm/ brod 

Figura 6.3.1.3 Purificación de DNA de M.tb. con diatomeas Se analizó el producto de 

amplificación de muestras que contentan DNA de M.0) (C.E 20 copias/A. mas cantidades 

crecientes de DNA humano, por electroforésis en gel de polracrilanuda. Carril 1: MPM: carriles 2 

y 3' 2 pg411 de DNA humano + C.E.; carriles 4 y 5:10 ugini do DNA humano + O E . carriles 6 y 

7: 20 pg/p1 de DNA humano + C E.; carriles 8 y 9' 100 pg/al de DNA humano + O E 

6.3,2 Eliminación de inhibidores para Kit 

6 3 2. I Partículas de silice como potentes inhibidores del Kit 

En una serie de muestras en las que se estaba probando la reproducibilidad del 
método de purificación con silice, no hubo amplificación de alguna de ellas (fig f) .1 2 I isi), 
esto sugirió que las ()articulas de silice son inhibidores del PCIt. Para probar esto a las 
'nuestras que no amplificaron Se les hizo una segunda centrifugado') del tubo. pero por 
más tiempo que el reportado por koll; y cok (1992) Se volvió a lanzar la 

amplificación y el resultado fue positivo (lig b 3 2 III), por lo que se modifico el paso de 

(A) 1 2 3 4 5 6 
	

(B) 1 2 3 4 5 6 

Figura 6.3.2. 1A y D Inhibición del PCR por parliculas de sdice Se analizó la amplificación de 
varias muestras que contenían DNA de Mil). por eleclroforesis en gel de poliactilamida, 
después de purificación con sílice Carriles /.6• 200 copias/ni de DNA de M ff.): A: centrifugación 
por 2 mili en el Ultimo paso de la purificac,ión. B• centrifugación de 6 mili pala eliminar 
partículas de sílice 



••••• «M.O,  1••••• 

whd 

ler 

ver 

eliminaciini de 	paitikailas en el pikii:eildniento ik piiiiiicutún Con mide (vil 

inelodo:,1 

6 	1.\11,teeion 	 en TC(i 

	

Para dernosliai 	l'atamiento Gnurrcia la eliminar:ion de itiliMirlutes de 

los cuales pudrían encinitiai se en las intietias clínicas se lii/o una comparteion (le los 

ir:nodos de obleneion de DNA pinilicaorin con sílice 5 estiitecion fenol-elourdOinirv 

l'ara lo cual, se colocaron (Ices series de Irl inriestias de sediturnitos urinarios v se 

adicionó a cada 0111eslus tina comccntracüm 1.11itittlar de 1)NA de ,k/t/r(2.0li copias/pi) 

A una selie se le Inity e\ tritecion r:rin 1;:nol-elororeamo \, a la cera purilieación con 

silice tse: material s metirdes) 

(A) 1 2 3 4 5 6 
	

8 9 10 

(3) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 rr V W Wird bar' 	1a.4 

11101.011 •••••• 

Figura 6.3.2.2A y E3 Extracción con fenol-cloroformo y purificación con sílice. Se analizó la 
amplificación de dos sedes de muestras de orina con DNA de «lb, por electroforésis en gel de 
poliacrilamida, previamente tratadas con diferentes métodos de obtención del DNA. (A): serie 
tratada con fenol-cloroformo; Can! 1 MPM (PUC19/Hpall). carriles 2-10.: 200 copias DNA de 
M. tb. (8): sede tratada con sílice: Carriles 1.10. 200 copias DNA de M. 
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El resultado mos116 que se requetiti de sucesis as extracciones con Ruud-
cloroformo para poder obtener el DNA. de ,1/.0') libre de inhibidores, porque sólo se 
amplificaron 3 muestras tratadas con fenol (lig 6.3 22A), mientras que las lo 
muestras tratadas con silice, todas fueron amplificadas fii!..1 (.).1 3. 211) 

6.3.3 Combinación de tratamientos. 

Con respecto a la lisis de la inicebacteria y la obtención de su DNA, se pretendió 
probar si la purificación con silice mostraba un resultado equivalente al proporcionado 
por la incubación de la muestra a 95°C. Para esto, se hicieron dos series de diluciones 
de tina suspensión de cepa pura de 	y se coloco una serie a calentamiento (45 
min a 95°C) y a la otra se le hizo tratamiento con silice (ver material y métodos). FI 
resultado fue una mayor intensidad de las bandas con el calentamiento, mientras que 
con la purificación con sílice ese resultado no Iire favorable (lig 0.3 3A). Debido a que 
el empleo del tratamiento con silice era nuestro principal objetivo, porque favorece la 
eliminación de inhibidores para PER; se decidió acoplar los natamientos, es decir, 
calentamiento inicial y posterior purificación con sílice. El resultado final fueron unas 
bandas de mayor intensidad que las de las muestras tratadas solo con sílice (lie. 
6.3 3R). hin base a esto se decidió combinar los dos métodos para favorecer la 
sensibilidad de la determinación por PC111. 

Calentamiento 
	

Sílice 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figura 6.3.3A Comparación de calentamiento versos purificación con sílice. Se comparó la 
amplificación de dos series de diluciones de DNA de M.1b, por electroforésis en gel de 
poliacrilamida. Una serie se colocó a calentamiento por 45 Juin a 95°C (carriles 1.5) y la otra se 
trató con silice (carriles 6-10), antes de realizar la amplificación. Carriles 1 y 6: 105  copias/pi; 
carriles 2 y 7: 10' copias/n1; carriles 3 y 8 103  copias/11f. carriles 4 y O: 10' copias/u1; carriles 5 y 
10: 10' copias/M. 

6.4 Comparación del método de Pl.:1Z y del cultivo. 

Se analizaron 	105 	pacientes cuyas muestras fueron 	orinas 	12 "I 	' 
expectoraciones 79 9/0 y diversos líquidos corporales 8 7 	.A las muestras se les hizo 
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Cultivo 

__positivo 
positivo 

negativo _______positivo 
negativo 

negativo Totales 
45 1 3 0 49 
1 0 12 43 56 

46 1 15 43 105 

ZN 
PCR 	positivo 

negplivo 
fotales 

/N. (m'uso. PCR 	ileieccion pi); hiló 	 pal a ,1/ id; 

inostiamloNe luti remiltailw, de PrS /N s cullis 	la ial)I 	r, 1 I 	I ft; re..;i i lud d te., de  

1)(2. ni) Rieron conipiiiiido,, de 1.iirind ininedidid t'!) lis de / 	s (mins° 	liaqa X 

semanas después de que hablan sido 	 en el inetlio de eulti \ o 
tienspo estimado para el crecrinienio (le la in icollaytei la 

Calentamiento + silice 

1 2 3 4 5 6 7 

Figura 6.3.38 Tratamiento con calentamiento + sílice en TCG. Se analizó la amplificación de 
'nuestras de DNA de 114.11), por electroforésis eis gel de poliacrilamida, después de acoplar dos 
métodos de obtención de DNA. Previo a la amplificación, las muestras se colocaron a 95°C por 45 
min para luego tratarlas con silice. Carril 1: 104  copias/ni; carril 2: 10' copias/1d; carril 3 10?  
copias/µl; carril 4: 101  copias/pf; carril 5:10' copias4d, carril 6: 101  copias/ul; carril 7: C .N 

Tabla 6.4.1. Resultados de PCR, ZN y cultivo de muestras clínicas 

Tabla 6.4.2. Resultados discrepantes de PCR y cultivo 

No.Reg.Pac. ZN CULTIVO PCR DATOS CLINICOS 
RX de toraxe9  

Antec. fano ,deterioro Edo.salud 
Antec. tains.,RX toraxe) 

RX torax (+), tisis un año de evolución 
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1)e las ¡nuestras investigadiK 101 Cuero!) concordantes en sus resultados para 1>C11 
y cultivo, presentándose -lb positivas y 55 negativas, mientras que 4 'nuestras dieron 

TEZ 	N 9E91. 	I 9 

MUR 	111 1.11110TIC 



resultados discrepantes. 'Ya q" 	presentaran 	¡dad 11'Hel meRido de  PCk 
cultivo negativo, y un paciente presento PCR negatly o y cultivo postigo lo cual nos 
dio un resultado de 07.0 	de sensibilidad y 0:1 S 	de especificidad De las muestras 
positivas para cultivo y l'eft, 45 muestras Meion positiva s  y I Me negativa para ZN 
Con respecto a las nuestras negativas para cultivo y l'CR, :13 fueron negativas y 12 
positivas para ZN. De estas últimas nuestras, el reporte de lo observado al 
microscopio para todas fue bacilos muy escasos 

De las •i muestras con resultados discrepantes entre el método de ['CR y de 
cultivo, corno se observa en la tabla 0 4.2 se decidió hacer una revisión de la historia 
clínica de los pacientes, en la búsqueda de datos adicionales que nos permitieran la 
confirmación del padecimiento. Se encontró que uno habia iniciado el tratamiento 
antirunico en el momento del muestreo, debido al resultado de múltiples granulomas 
residuales e imágenes sugestivas de cavidad tuberculosa en lis radiogralla de tórax. Los 
otros dos pacientes correspondían a un programa epidemiológico de seguimiento por 
antecedentes familiares de tuberculosis, y por esta razón habían recibido el tratamiento 
antifimico en base a sintomatologia clínica. Los resultados de ZN anteriores a este 
estudio reportaban de 2+ a 3+ de bacilos por campo; mientras que los 
correspondientes a este estudio era bacilos muy escasos. Del citarlo paciente se 
modifico el resultado del PCR al realizar Una posterior amplificación de la muestra, 
previa dilución de ésta, lo cual nos arrojó un resultado positivo que correspondia al del 
cultivo. En los otros tres pacientes también se repitió la amplificación pero no hubo 
modificación del resultado. En base a estos datos adicionales la sensibilidad fue 
corregida al 100 %. 
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7. Discusión 

El PCR se ha vuelto un método Mil para el diagnostico de tuberculosis, un 
padecimiento con un alto indice de mortalidad Mediante nuestro estudio se estandarizo el 
método de obtención de DNA de micobacterias, para su amplificación y detección, con la 
finalidad de poder hacer mi diagnóstico rápido y especifico de 111.1l) en muestras clínicas. 
Se reconoce que varios factores pueden influir en el proceso de amplificación, tal es el 
caso de la concentración de 1v1gC12, parámetros de ciclización, y en forma no menos 
importante el procedimiento de extracción del DNA (Forbes, 1993). Así que, una vez que 
las condiciones del PCR fueron probadas y optimizadas (fig. 6 1.1), se desarrolló un 
procedimiento usando partículas de sílice o diatomeas y una solución altamente salina, 
para la lisis de la micobacteria y obtención ele su DNA a partir de una amplia variedad de 
muestras clínicas. 1)e este procedimiento se reconoció la propiedad de fijación del DNA a 
partículas de sílice o diatomeas (fig. 6.3.1.1), en presencia de agentes desnaturalizantes 
como TCG (Vogelstein, 1979; Marco, 1982); así también, su empleo como método de 
purificación de ácidos nucleicos en muestras clínicas (Boom, 1990). 

Este procedimiento de purificación con partículas de sílice demostró un alto índice de 
fijación al DNA (100 pg/30 pl de sílice al 50 %), que bien podría exceder las cantidades 
presentes en muestras escasas en células como orina, y por lo tanto, ser favorable a la 
sensibilidad del método de l'CR (fig. 6.3.1.2). Para partículas de diatomeas este índice de 
fijación de DNA también fue alto (superior a 100 ug/40 JAI de diatomeas al 50 %), que 
también suele ser favorable para recuperación del DNA en muestras ricas en células (fig. 
6.3.1.3). 

Por otra parte, la purificación con sílice permitió eliminar la necesidad de un gran 
número de extracciones con fenal-cloroformo, método generalmente reportado para la 
obtención del DNA libre de inhibidores para el PCR en muestras clínicas (Brisson-Noel, 
1989; Hance, 1989), pero que en ocasiones puede llevar a la pérdida de un poco del 
material genético (ligs. 6.3.2.2A y 13). El problema de varias extracciones es muy común 
en muestras de orina, que contienen sustancias tóxicas y mctabolitos de desecho del 
organismo, los cuales son potentes inhibidores en el proceso de amplificación del DNA. 
Las extracciones sucesivas con fenol-clorolormo se realizaron hasta que la amplificación 
del control interno se llevara a cabo, pero mediante purificación con sílice esa 
amplificación fue inmediata al primer tratamiento. El empleo de un control interno fue 
para asegurar que ningún inbibidor estaba presente en la muestra, y la posibilidad de un 
falso negativo también fhe eliminada El control interno contiene además del DNA 
extraído de la muestra, 200 copias/n1 de DNA de Al./b que deben ser amplificados al igual 
que el control positivo. Sin embargo, es necesario hacer notar que las partículas de sílice 
por sí mismas son potentes inhibidores del PCR. como lo pudimos constatar durante 
nuestro estudio, por lo que se debe asegurar que no se pipetearan cuando se realize la 
amplificación (figs. 6.3.2.1A y 13). 
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Varios investigadores han reportado la inhibicion del P('I& por sustancias interferentes 
en las muestras chuleas, lo cual afectó la sensibilidad de SU estudio ( \'ictoi, 1002, Forbes, 
1993; Shawar, 1993) En el caso de Victor y cols usando purificación con sticrosa hiero]] 
teóricamente capaces de eliminar esas sustancias. sin embargo 11 de 109 muestras 
requirieron aún de una segunda amplificacion l'orbes y cols., emplearon calentamiento y,  

por agitación adicionando perlas de vidrio con menos de 106 jun de diámetro) extrajeron 
el DNA, pero su sensibilidad fue del 87.2 	La sensibilidad más alta ( 100 `Vi)) obtenida en 
nuestro estudio, posiblemente se debió al método de purificación del DNA con sílice. 

Además, este procedimiento de obtención del DNA fue combinado con el método de 
incubación a 95°C por 15 min; esto es porque por un lado, encontramos un mejor 
resultado en cuanto a la lisis de la micobacteria y obtención de su DNA con el 
calentamiento (figs. 6.3.3A y 13), hecho que ya había sido reportado por Stitharan (1991) 
y Kocagoz (1993), solo que ellos emplearon 30 y 10 min respectivamente. Por otro lado, 
la incubación a 95°C. no garantiza que los inhibidores para PCR han sido eliminados, 
mientras que, como ya se ha demostrado este método de purificación sí los elimina (1112,s. 
6.3.2.2A y 13). Por esta razón se procedió a incubar la muestra, para después realizar la 
purificación de ácidos nucleicos con sílice 

La sensibilidad de la amplificación y de la detección fue de 10 copias/u1 de DNA de 
Al.//) (tig. 6.2), favorecida por el empleo de la secuencia de inserción 1S6110 contenida 
múltiples veces dentro del genoma de Alib (Thierry, 1990). Para la detección, esta 
sensibilidad dependió también de la cantidad de sonda marcada empleada, la cual fue 
suficiente para confirmar la presencia del fragmento del elemento 1S6110. Por esta razón 
es importante que cada vez que se realize la síntesis de sonda marcada, se determine la 
cantidad a adicionar a las membranas (fig. 6.1.2). Ocasionalmente, se observaron bandas 
diferentes al fragmento de 245 pb en el gel de poliacrilamida, sin embargo, no hibridaron 
con el fragmento marcado con digoxigenina, indicando que no había homologia. 

Para la detección de AD& el método de cultivo siempre ha sido considerado como 
"estándar de oro", ya que su especificidad se considera del 100 %. La sensibilidad sin 
embargo, no es satisffictoria, porque con frecuencia se reporta de menos del 90 % (Jonas, 
1993; Noordhock, 1995). En nuestro estudio analizamos 105 ¡nuestras clínicas 
correspondientes a expectoración, orina, jugo gástrico, y algunos otros líquidos 
corporales; de pacientes pertenecientes a un programa epidemiológico de detección de 
tuberculosis, y otros que fueron remitidos para la búsqueda del bacilo, de lo cual 
obtuvimos una especificidad de 94.8 % y una sensibilidad corregida de 100 %. En este 
estudio tres pacientes mostraron discrepancias por un resultado de PCR positivo y de 
cultivo negativo (tabla 6.4 2), en donde esto pudo deberse a que el PCR detecta 
organismos no viables y/o poco viables. Esto lo pudimos constatar ya que uno de los 
pacientes había iniciado tratamiento durante el estudio y los otros dos eran pacientes ya 
tratados con antifimicos. No es posible pensar que este resultado se deba a una 
contaminación intra o pre-analitica Noordhock y cols.,1994), ya que durante nuestro 
trabajo siempre manejamos un control negativo, desde la purificación del DNA, la 



amplificación y la detección poi -dot-blot-, el cual se manó() ne tuvo durante todo el 
proceso 

Por otra parte, en tina sola muestra se presento el problema de un resultado de PER 
negativo y tic cultivo positivo (tabla 6 4.2), pero posterior a una segunda amplificación los 
resultados concordaron, pata lo cual, se procedió a diluir la muestra de DNA y a 
centrilbgar por más tiempo, para asegurar que ningún inhibidos estaba presente en la 
muestra. Esto demostró la necesidad de eliminar absolutamente las partículas de sílice o 
algún inhibidos 

Nuestro trabajo fue ideado debido al reporte de un estudio ciego de comparación de 
los resultados obtenidos para muestras estándar, preparadas por diversos laboratorios y 
con diferentes métodos de PCR, el cual demostró discrepancia en los resultados y valores 
de sensibilidad y especificidad bajos (Noordbock, 19941. Recientemente, Vlaspulder y 
cols. (1995) reportaron una sensibilidad de 98.4 % y una especificidad de 98.9 %, que sin 
duda son de excelente valor diagnóstico Estos autores emplearon el método de 
amplificación desarrollado por Gen-Probe, el cual presentó falsos negativos por 
contaminación con sangre para aspirado bronquial, inconveniente que también generó que 
los resultados de muestras de exudados pleurales hieran inconsistentes. Es por eso que 
este sistema no es recomendado para 'nuestras diftrentes a expectoraciones Siendo otro 
inconveniente, el hecho de que los reactives una vez reconstituidos tienen una vida media 
de 2 semanas. 

Otro reporte reciente es el de Schirm y cols. (1995), quienes hicieron una 
comparación de los métodos para diagnóstico de Al th : de Amplicor, PCR casero, cultivo 
y ZN; considerando los datos clinicos de cada paciente como evidencia de tuberculosis. 
En base a esto, las sensibilidades obtenidas para los métodos fueron 70,4, 92.6, 88.9 y 
52.4 %, respectivamente. La especificidad de los 4 métodos fue de 98 %. La discrepancia 
de la sensibilidad entre el método de PCR casero y el de Arnplicor fue la carencia en este 
último de un buen procedimiento de extracción del DNA, para eliminar los inhibidores; 
aunque un valor similar de sensibilidad lbe reportado por el estudio hecho por D'Antato 
(1995). Con esto, observamos la importancia de tener un buen método de purificación del 
DNA, en el cual se pueda uno apoyar para favorecer un resultado más sensible y confiable 
para nuestra detección. 

Además, el tiempo necesario para obtener un resultado por el método de cultivo no 
tiene comparación con el de PCR; ya que por cultivo un crecimiento del bacilo se obtiene 
en 4 a 6 semanas, que será tipificado para la confirmación de i'LLib en otras 6 semanas. Por 
el método de PCR el resultado se puede obtener en 48 11, que corresponde al tiempo en 
que se realiza la amplificación del DNA para después someter al producto obtenido a un 
procedimiento de hibridación con sonda especifica, que nos permitirá confirmar la 
presencia de Al.tb. 



8. Conclusiones 
11 método de purilicacion empleando poi liudas de sílice diatomeas, ett presencia de 

T((i, manifestó como características 

a) La fijación de ácidos nucleicos (DNA de 	) sin pérdida apreciable de estos, 
durante el desarrollo del método 

b) La capacidad de fijación de ácidos nucleicos, de las partículas de silice o 
diatomeas, excedió las cantidades presentes en muestras escasas o ricas en células, 
respectivamente. 

c) La eliminación de inbibidores para PCR de muestras clínicas, sin necesidad 
de realizarlo repetidas veces 

d) I.a combinación del método de incubación a 95°(' con el de :fornicación con 
partículas de sílice o diatomeas para la obtención de ácidos nucleicos (DNA de 
Al. lb). 

En base a los resultados de valor diagnóstico de nuestro estudio clínico se demostró 
que el PCR es un método altamente sensible y específico (100 y 94.8 %, 
respectivamente), además de ser rápido, para la identificación de 	en muestras 
clínicas. 
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