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I. RESUMEN

La tuberculosis en humano es causada por Mycobacterium tuberculosts en la mayoria de
los casos y actualmente el cuadro epidemiologico no es halagador debido a la aparicion y
diseminacion de cepas drogoresistentes y al aumento de fos casos del sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). El problema reviste una magnitud afin mayor en los
paises en desarrollo, en donde a los problemas inherentes al padecimiento se suma la
carencia de recursos humanos y econdmicos para controfarlo (1.2},

Se conocen diferentes métodos tradicionales para el diagndstico de {a tuberculosis, que se
basan en el estudio de la bacteria y su metabolismo, entre ellos estan métodos
bacteriolégicos en los que se detecta por microscopia a los bacilos acido-alcohol
resistentes, asi como el cultivo de la bacteria La desventaja de estos métodos es que no
permiten cdiferenciar entre especies y ademas requieren de una gran carga bacilar en las
muestras para detectarse y sobre todo que para el cultivo tienen que pasar por lo menos
15 dias para dar un resultado positivo y de 6 a 8 semanas para dar un resultado negativo

(220

Es por ello que se optd por utilizar una sistema de Biologia Molecular para ayudar en el
diagndstico de la tuberculosis meningea, que consta de un método de PCR multiple y
una prueba de PCR anidada El método de PCR miltiple permite amplificar tres
fragmentos de ADN genémico de manera simultanea, utihzando tres diferentes pares de
oligonucleodtidos inciadores, que identifican al género Mycobacterium, a las
micobacterias pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis, y especificamente
a Mycobacterrim fuberculosts Por otra parte la prueba de PCR anidada permite
amplificar una region interna de Mycobactermm (uberciilosts especie-especifica que

previamente fite amplificada por PCR muiltiple



Se analizarcn 48 muestras de liquido cefalorraquiedeo (LCR} de pacientes
independientes, que tenian signos clinicos gue orientaba hacia tuberculosis meningea

De las 48 muestras de LCR analizados por PCR miltiple, se obtuvieron resultados
negativos e indeterminados, en contraste con la prueba de PCR anidada que se obtuvieron
23 resultados positivos y 23 negativos, De las 48 muestras de LCR, se cultivaron 30 en
medio de Lowestein-Jensen y se hizo tincidn de Zielh-Neelsen en aquellos casos en que
hubo crecimiento, ello con la finalidad de comparar la sensibilidad de las diferentes
metodologias

Para determinar la especificidad de los métodos de Biologia Motecular, se analizaron 10
muestras clinicas de LCR de pactentes independientes con diagndstico ya confirmade de
otra etiologia diferente a tuberculosis meningea mediante PCR multiple y PCR anidada,
obteniendo resultados negativos para los 10 casos.

Para determinar la cantidad minima de ADN micobacteriano requerido para lograr
amplificacién en las pruebas PCR multiple y PCR anidada, se realizd el ensayo de
sensibilidad, obteniendo una sensibilidad mayor para ésta Gltima. {100 pg de ADN para

PCR multiple y 10 fg para fa PCR anmidada)



I1. INTRODUCCION
IL1 ;Qué es la tuberculosis?

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa generalizada, que a menudo dura toda fa
vida, producida por Mycobacterium tuberculosis  (bacilo de Koch), que se localiza
principatlmente en los pulmones, se identifica principalmente por la presencia de
tubérculos  y necrosis caseosa La tuberculosis es capaz de afectar cualquier organo de
la economia en forma progresiva y cronica, por lo que su cuadro clinice esta en relacion
con el drgano o sistema que ataque La més frecuente es la forma pulmonar que en Ja
mayoria de las veces provoca un cuadro cronice caracterizado por tos, expectoracion,

fiebre v ataque al estado general (1.2,21,22)

.2 AGENTES CAUSALES

La tuberculosis generalmente es causada por M. fuberculosts y en raros casos por
M. bovis que pertenecen af orden actinomicetales, familia Mycobacteriaceae

Son bacttos delgados, aerobios, no esporulados, no capsulados e immoviles que se tifen
con facilidad con la técnica de Ziehl-Neelsen {fucsina fenicada con calor) y cuya
decoloracidon no es facil, atn con aleohol acidificado (acido-alcohel resistencia) Esta
Gltrma es su principal caracteristica y se debe a la composicion de su pared celular, nca
en lipidos de alto peso molecular (21),

El género Mycobacterinm incluye organismos parasitos, saprofitos y formas intermedias
La mayotia de las especies pueden culiivarse in vifro en tanto que unas pocas son de

dificil o nulo desarrollo como M. paratubercutosis o M. leprae. Los microorganismos del
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género son  de crecimiento muy lento, comparados con otras bacterias porque los
tiempos de division celular son larges y muy variables (desde 2 a 3 horas para M. phie:
hasta 14 dias para M feprae) y pueden pasar varias semanas para que sus colonias
puedan ser visibles (21)

M. tuberculosis tiene la capacidad de producir niacina y carece parcial o totalmente de
actividad de catalasa a 68°C.

Las micobacterias son procariotes cuya pared celular estd compuesta escencialmente por
dos tipos de polimeros, el arabino galactano micolato y el péptidoglicano.
Aproximadamente det 20 al 40% del peso seco de las micobacterias son lipidos de la
pared celular. Los 4cidos micolicos (dcidos grasos ramificados hidroxilados) existen
tambicn en bacterias como Nocardia y Corynebacterrum. El llamado factor cordon o de
acordonamiento, identificado en la mayoria de las micobacterias, es el 6,6-dimicolato de
trehalosa y funciona como toxico, por lo que tiene que ver con la virulencia de las cepas
Por este factor algunas cepas de M. fuberculosts crecen como cuerdas o trenzas en

algunos medios (21),

IL.3 PATOGENICIDAD

Actuaimente se considera a M. tuberculosis como un complejo que ademas incluye a las
especies M. bovis, M. microtr y M. africanum, que es agente causal de la tuberculosis
Ademas de M. leprae, agente etioldgico de la lepra, se han descubierto otras especies de
micobacterias que también pueden ser patdgenas para el hombre. Se sabe que estas

micobacterias atipicas o no tuberculosas tienen una morfologia similar a la del bacilo de



la tuberculosis y son bacilos 4cido alcohol resistentes (BAAR), pero difieren basicamente

de su actividad catalasica (21).

En la actualidad se conocen mas de 530 especies micobacterianas atipicas para lo cual en
1959 Runyon sugirid una clasificacién en cuatro grupos basada en la velocidad de su
desarrollo y pigmentacion (Cuadrol) Dentro de estos cuatro grupos no se incluyen las
especies tipicas y las no cultivables: M. fwberculosis, M. bowvis, M. avium, M. leprae, M

lepraenirinm, M. micrott y M. paratuberculosis (21).

Micobacterias atipicas

GRUPO | NOMBRE DESCRIPCION Y EJEMPLOS

I Fotocromogenas | Crecimiento lento, colonias no pigmentadas en la
obscuridad. Los cultivos jovenes adquieren un color

amarillo al exponerse a la luz. (M kansasii, M marinum)

11 Estocromogenas | Crecimiento lento Colonias pigmentadas amarillentas o
anaranjadas aunque sean cultivadas en la obscuridad.

(M. gordonae, M. scrofulaceum, M. thermoresisithle)

411 No cromogenas | Crecimiento lento. Colonias generalmente nada o poco

pigmentadas.(Complejo M. avium, M. ulcerans)

v De crecimicnto | Desarrollan colenias en medios de cultivo en 7 dias o
rapido menos Pueden o no ser cromogénicas

(M. smegmotis, M fortuitum, M. chelonei, M phlei)

Cuadro |




11.4 HISTORIA DE LA TUBERCULOSIS

La tuberculosis emergio de las tierras de Asia meridional en tiempos remotos Los
marmiferos primitivos sucumbieron ante ella y ha acompafiado al hombre a través de la
historia. Elliot Smith descubrié una momia que data de hace 3 mul afios con signos de
tuberculosis vertebral. En los papiros de los egipcios existen descripciones de este
padecimiento. Los asirios y babilonios de los siglos VI y V aC veian en ella la ira de
Dios Fue Hipocrates (460-379 a C ) quien le dio el nombre de tisis a éste padecimiento
que segun decia se debia “a hemorragia de los pulmones”. Fl sigilio de la enfermedad “de
paso lento y solemne” segin la pluma de Dickens, hizo pensar a Hipécrates que era
hereditaria Sin embargo desde tiempos de la Grecia antigua se hablé del contagio de la
tisis Yaenel 116 a.C Varro sospechd de la existencia de organismos invisibles, pero fue
Galeno. quien escribié acerca de su naturaleza contagiosa y recomendo el aislamiento de

los enfermos y su estancia al aire libre (22)

La tuberculosis fue uno de los principales temas de estudio de los médicos en el siglo
pasado. En particular ocupo la atencién de patélogos y clinicos Debido a la diversa
posibilidad de localizacién de la enfermedad en pulmones, huesos, rifiones, sistema
nervioso, entre otras, sc decia que el tisiologo tenia que ser muy buen clinico para
reconocer la enfermedad en tan variadas formas. El nombre del tisidlogo al especialista
en tuberculosis, provenia del nombre dado a una fase terminal de Ja enfermedad. la tisss o
consuncion, periodo de gran decaimiento organico, entonces con frecuencia fase final de

la infeccién tuberculosa (22)



Los médicos grniegos de la antiguedad usaban el término phthusis para indicar su caracter
consuntivo Sin embargo esta enfermedad no constituyd un problema importante hasta
que las condiciones de hacinamtento de la vida urbana de las primeras épocas de la
revolucion industrial crearon las circunstancias epidemiolégicas favorables para su
diseminacion En el siglo XVII y XVIII la tuberculosis fue la causa de muerte de la
cuarta parte de los adultos cn Europa Las caracteristicas clinicas de la tisis ya eran bien
conocidas en ese entonces, pero no existia conciencia acerca de su etiologia En el sur de
Europa se consideraba que era contagiosa y en el norte, la aparicién en grupos familiares
llevo a considerarla una predisposicion familiar Virchow pensaba que era una neoplasia

(22)

Los conceptos modernos acerca de la tuberculosis fueron desarrollados en la segunda
mitad del siglo XIX como resultado de tres logros médicos sobresalientes. Los estudios
de autopstas convencieron a Laennec de que las diversas formas de tuberculosis
pulmonar y extrapulmonar, hasta entonces consideradas no relacionadas, formaban parte
de la misma enfermedad En 1865, Francoise Villemin demostrd que la tuberculosis
podia ser transmitida por inoculacion de tejidos enfermos a cobayos Sin embargo, e
acontecimiento mas importante fue el hallazgo del bacilo tuberculoso y la demostracion

de su patogenicidad, realizados por Koch en 1882 (22)

IL5 PROBLEMA ACTUAL DE LA TUBERCULGSIS

La tubercnlosis, una de las enfermedades impiacables que ha enfrentado el hombre a

través de su historia, constituye nuevamente un reto para la ciencia médica Durante afios



se tratd afanosamente de retirar el velo de la mistenosa consuncion, pero fuc hace 116
afios cuando se dio un pase gigante en este conocimiento, Roberto Koch anuncié con el
descubrimiento del Mycobacterum nberculosis, la posibilidad de erradicarlo del planeta
Lste suciio se hizo realidad en 1924 con el desarrollo de la vacuna contra el bacilo por
Calmette y Guérin (BCG) y ain mas con el descubrimiento de la estreptomicina Con
este hallazgo, Waksman introdujo en los cuarenta el primero de una serie de compuestos
que conformarian una cfectiva terapia farmacolégica (22)

Todo fo anterior constituia una base solida para pensar que pronto se escribiria el capitulo
final de la historia de la tubeiculosis. La tendencia de los datos epidemiologicos de
mediadas de este siglo confirmaban esa creencia Sin embargo. la aparicion de cepas
resistentcs a los farmacos y la epidemia de Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), convirtid a la tuberculosis en una de las principales enfermedades oportunistas
asocladas a este sindrome, revirtiendo [a virtual erradicacion El resurgimiento de la
tuberculosis a nivel mundial, a partir de la década de los ochenta, agregd un nuevo matiz
al concepto de transicion epidemiologica, sugirid que ésta  debe ser como una
enfermedad infecciosa emergente (22)

Desde 1993, la OMS declaro a la tuberculosis como una emergencia globat, captando
nuevamenie la atencién de diversos especialistas En México sc estan realizando
esfuerzos por conocer la epidemiologia de esta enfermedad y se trata de identificar el
flujo y fa diversidad de micobacterias en algunas zonas de nuestro pais con base en las
madetnas técnicas de Biologia Molecular. También existen importantes contribuciones
para et desarrollo de una vacuna molecular, que permita superar el nivel de proteccién

que actualmente brinda la BCG (223

s



Seglin estimaciones de la OMS, en el mundo anualmente aparecen mas de 8 mitlones de
nuevos casos de tuberculosis y aproximadamente unos 3 millones mueren por esta
enfermedad En México la tuberculosis ocupa el lugar nimero 15 como causa de
mortalidad (21)

La tuberculosis fue una de las primeras enfermedades en las que se establecié una
relacion causal precisa con el agente producior El descubrimiento del bacilo tuberculoso
por Roberto Koch dio motive a muy interesantes estudios acerca de la patogenia de la
enfermedad. patologos y clinicos discutieron en largas sesiones acerca de las formas
como se infectaban los seres humanos (22)

Existieron desde entonces claramente diferenciadas tres formas de enfermedad la
primoinfeccion, la diseminacion hematdgena vy la reinfeccion,

La primoinfeccion, es decir, la primera ocasion en gue el bacilo tuberculoso se pone en
contacto con tejidos de un ser humano, por via respiratoria o digestiva, es generalmente
una lesion benigna Ocastona una pequefia lesidn que no progresa y en el 99% de los
casos cicatriza dejando una huella calcificada Si ocurre por via respiratoria es frecuente
observar una pequefa lesion calcificada en la base del pulmon y en ganglios
mediastinales No sdlo deja esta huella visible en radiografias, sino deja una huella
inmunologica, el individuo queda inmunizado contra el bacilo tuberculoso v una nueva
infeccion hace reaccionar distinto al tejido que la sufre ocasionando necrosis caseosa, un

tipo de destruccion tisutar peculiar de la lesion tubercuiosa (22).

La diseminacién hematdgena es una forma de progresion de la enfermedad que se da

cuando el organismo no tiene defensas para detener la infeccion Sucede en personas mal
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nutridas, parasitadas o con problemas inmunolégicos. Esta forma de diseminacion de la
infeccion es la que explica las localizaciones en el sistema nervioso, rifiones. huesos, o
piel, puede presentar una forma invasiva con miltiples localizaciones, o descubrirse solo
por una lesidn localizada.

Durante muchos afios se discutio si la reinfeccion era exogena o endogena. Esta Ultima
forma de reinfeccion se explicaria por la reactivacion de bacilos en una lesion cicatrizada
de primoinfeccién, por disminucién de los mecanismos de defensa de un organismo y fue
defendida principalmente por los patélogos. Los clinicos, con Max Pinner a la cabeza de
tos tisiologes, defendieron la teoria de la reinfeccién exogena, por contagio de un
tuberculoso tosedor. En esto se baso la estrategia de las campafias aniituberculosas, que
consistian bdsicamente en separar a los tuberculosos tosedores para evitar que
contaglaran a sujetos cercanos a ellos (22)

Sin embargo es posible que existan las dos formas y que sean dos formas de observar Ia
enfermedad En el estudio anatomopatolégico hay evidencias de casos en que es muy
clara la reinfeccién por via enddgena. Los clinicos y los epidemiologos, por otra parte,
han encontrado datos suficientes para explicarse la mayoria de los casos como
reinfeccion exdgena Este Gltimo mecanismo ha sido el mas aceptado por los especialistas

en tuberculosis pulmonar en este siglo (22),



116 TUBERCULOSIS MENINGEA

Habitualmente, fa meningitis tuberculosa se debe a la ruptura de un tubéroulo
subependimarnio en ¢l espacio subaracnoideo, mas que a la siembra hematégena directa de
las propias meninges Cuando la meningitis complica una forma miliar, generalmente
aparece después de vanas semanas de enfermedad La meningitis en la infancia
generalmente es un proceso posprimario temprano; tres cuartas partes de los pacientes
presentan una enfermedad pulmonar asociada, ya sea tuberculosis miliar, una neumonia
primaria reciente ¢ derrame pleural Tres cuartas partes de los adultos presentan
manifestaciones de tuberculosis extrameningea, que en un nimero sustancial es de tipo
extrapulmonar

Aun se discute si el tubérculo subependimario evoluciona a partir de focos sembrados en
una fase hematdgena prealérgica no progresiva o si siempre se debe a la diseminacion
hematogena a partir de un area de tuberculosts crénica extrameningea, incluso totalmente
latente desde el punto de vista clinico

La afeccion meningea es mas marcada en la base del cerebro. En un caso de larga
duracion, el exudado puede ser espeso, gelatinoso y formar una masa, extendiéndose
desde la protuberancia hasta los nervios Opticos y siendo mas prominente en la zona
adyacente al quiasma oOptico Cuanto mis cronico es el proceso mas se asemeja a una
masa fibrosa que 2 menudo invade o rodea los nervios craneales adyacentes

Puede afectar a las arterias Jlevando a isquemia o infarto localizado La arteria cerebral es
la afectada con mayor frecuencia, y esto provoca hemiparesia o hemiplejia El infarto de

las arterias pequefias puede causar diversos sintomas similares a los de una encefalitis



Las cisternas basilares y los fordmenes ventriculares pueden estar obstnudos por el
exudado inflamatorio o por [a invasion de un tuberculoma creciente, determinanda la
aparicion de hidrocefalia Con menos frecuencia, estos mismos cambios patoldgicos
pueden afectar fa médula espinal con sintomas cerebrales tardios o ausentes

El espectro clinico es muy amplio y oscila desde una leve cefalea o alteracion mental a lo
largo de muchas semanas hasta una meningitis brusca y grave Aproximadamente en tres
cuartas partes de los casos se enconiraran signos de tuberculosis extrameningea activa o
inactiva. Sin embargo es importante sefialar que en 25% o mas de los casos no existen
evidencias clinicas o histologicas de tuberculosis activa o latente, en estos casos la fuente
de diseminacion hematogena que origina la meningitis con frecuencia es un foco latente
en un ganglio linfatico oculto, una lesién esquelética o genitourinaria Puede sospecharse
de una tuberculosis meningea cuando los signos meningeos estdn asociados con una
tuberculosis extrameningea activa, pero la clave del diagnostico es el examen de liquido
cefalorraquideo

Habitualmente. la fiebre es de bajo grado, o no se presenta, en la mayoria de los casos el
recuento de leucocitos periféricos es normal vy la anemia es leve.

La clasificacidn clinica se basa sobre el estado neurologico; estadio I, racional, sin signos
neurotogicos focales ni hidrocefalia, estadio 2, confusién o presencia de signos focales
como paralisis o hemiparesia de nervios cranelaes; estadio 3, estupor o paraplejia densa o
hemiplejia

Los defectos neuroldgicos residuales que s¢ observan en una cuarta parte de los pacientes

después de la recuperacién incluyen sindrome cerebral cronico, hemiparesia, paraplejia,



atrofia  Optica con ceguera, paralisis oculomotora, sordera, transtornos convulsivos y

diversos sintomas de disfuncion hipotatamica o hipofisiaria (23-30).

IL7 DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS EN EL LABORATORIO CLINICO

A pesar de que los métodos tradicionales de diagndstico son bastante buenos, tienen la
desventaja de ser muy fentos En la mayoria de los casos la prueba de la tuberculina,
conjuntamente con las radiografias de térax, las tinciones de Zhiel-Neelsen, de uramina
rodamina y el cultivo del microorganismo son suficientes para detectar la enfermedad, sin
embargo se requiere de uno a dos meses para llegar al diagndstico. efectuar las pruebas
de sensibilidad y finalmente implantar el tratamiento Una de las limitaciones de los
métodos tradicionales es la sensibilidad ya que se requiere en la tincién de Zhiel-Neelsen
que existan 10,000 bacilos/ml de muestra para lograr la observacion de los mismos
ademas de que el cultivo tarda hasta 8 semanas (21.22).

Se han desarrollado muchos métodos alternativos a f{in de reducir el tiempo necesario
para confirmar la tuberculosis, por ejemplo la cromatografia de gases y la
espectrofotometria de masas (4.5), que se usan para detectar la presencia del acido
tuberculoestearico o de los acidos micolicos. La diferenciacion entre especies también
puede hacerse con anticuerpos monoclonales (6,7) A pesar de que estos métodos son
atiles, requieren de equipo caro y con frecuencia no son lo suficientemente sensibles para
usarse directamente sobre muestras clinicas sin previo cultivo del microorganismo,
También sc desarrollaron  algunos métodos radiométricos capaces de detectar ef

crecimiento de las micobacterias por la utilizacién de sustratos radioactivos. Dos
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ejemplos son BACTEC 12B o 460TB (B-D Diagnostic Instruments System, USA) y
Septi-Check AFB (Rache Diagnostic Systems. USA) (8,9) La bacteria puede identificarse
presuntivamente al comparar la actividad metabdlica que se presenta en un sistema de 2
viales inoculados con la muestra problema; uno de los viales contiene un inhitidor
especifico (NAP) del crecimiento de Mycobacterium tuberculosis. Con estos sistemas la
confirmacion puede darse en aproximadamente 3 dias (10), aunque este tiempo dependers,
como en los métoedos tradicionales, de la cantidad de bacilos presentes en la muestras.

Se han desarrollado métodos de hibridacién de ADN y ARN con el objeto de reducir el
tiempo para el diagndstico de las infecciones micobacterianas y en algunos casos se ha
logrado identificar M.iuberculosts y M. avium en aislamientos clinicos usando sondas
para el cromosoma completo

En otros casos el uso de sondas de ADN ha permitido reconocer fragmentos de
restriccion polimérficos (FRLP) dentro del genoma de M. tuberculosis y, dado que ésta
técnica puede identificar especies y aln subtipos de microorganismos, se ha propuesto
que estas rtegiones RFLP puedan utilizarse como marcadores epidemioldgicos para
tuberculosis

Con ¢l uso de sondas de acidos nucleicos conjuntamente con sistemas de aislamiento y
cultivo como BACTEC, se ha demostrado que es posible reducir el tiempo requerido para
el diagnostico de infecciones micobacterianas ain antes de contar con el cultivo
primario {11).

Un avance importante en [a tecnologia de las sondas de ADN se logré con el desarrollo
de métodos no radioactivos de marcado, lo que las hace mas manejables para los

laboratorios clinicos Las sondas marcadas con peroxidasa de rabano (SNAP, Syngene
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San Diego CA) o las quimioluminicentes (Accuprobe, Gen-Probe San Diego CA) son

1 (1213)

tan efectivas como las marcadas con
Sin embargo, debido al lento crecimiento de estos microorganismos, aun se requiere de
mucho tiempo para lograr una biomasa suficiente que dé resultados satisfactorios al
aplicar estas técnicas Es por ello que en la actualidad se pieasa que los métodos de

amplificacion de ADN representan los procedimientos de diagndstico para tuberculosis

que se emplearan en ¢l futuro,
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IIl. FUNDAMENTACION DEL TEMA
HII REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), es un procedimiento ripido de
amplificacion enzimatica, de un segmento especifico de acido desoxirribonucleico,
llevado a cabo in vitro El nimero de aplicaciones de la PCR es incontable y alin estd
creciendo Dentro de ellas se mcluyen clonacion directa de ADN gendmico o ADN copia
(cADN), mutagénesis en Ingenieria de ADN in vitro, huellas genéticas de muestras
forenses, ensayos para identificar agentes infecciosos (como lo es el caso de este
proyecta), diagnostico prenatal de enfermedades genéticas, anilisis de variaciones
alélicas, analisis de acido ribonucleico (ARN) transcrito, huellas genéticas. secuenciacion
nucleotidica directa de ADN y cADN gendémico, asi como para trabajar secuencias raras

(3D

Las bases tedricas de la PCR son las siguientes,

Partir de tres segmentos de 4cidos nucleicos' El segmento de DNA de doble cadena a ser
amplificado y dos cadenas simples de DNA de longitud corta aproximadamente 20 a 30
pares de bases (pb) lamados oligonucledtidos in_ic:adores, que flanquean la regidn a
amplificar. Ademds hay un componente proteico, una DNA polimerasa,
desoxinucledtidos trifosfatos (ANTP’s} “adenina, citocina, guanina y timina”, un

amortiguador de pH vy sales (31).
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La PCR consiste de ciclos 1epetidos de’

a) Desnaturalizacién

b) Alineamiento

¢) Elongacion (Polimerizacion o sintesis de ADN)
Temperatura (°C)

ADN plantilta

5 3 ralizacion

3 5 Polimerizaciod

l Ciclo 1

Desnaturalizacion

5 3 “4—— | CICLO —»

lmin 1-2min {-2min  Imin

3 5
l Alineamiento de Qligonucledtidos iniciadores

5 3
‘__

¥ 5

i Polimerizacion

55— 3
3 5
s 3
3 5
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HL2 ETAPAS DE LA PCR

Primer etapa se lleva a cabo la desnaturalizacion o separacion de la doble cadena del
ADN plantilla, para obtener de esa manera cadenas simples, aplicando para ello una
temperatura de 94°C (32)

Segunda etapa los oligonucledtidos inciadCres, dado que son especificos y
complemeniarios a los extremos de la region de ADN que se desea amplificar, se alinean
o hibridan a los extremos de cada cadena sencilla, flanqueando asi la region de interés La
temperatura a aplicar en esta etapa depende de varios factores, entre ellos el niimero vy la
proporcion de las diferentes bases nucleotidicas en los oligonucledtidos iniciadores y su
longitud, cabe mencionar que son adicicnados en exceso, comparados con el ADN a ser
amplificado (32),

Tercer etapa: ya que los oligonuclettidos inciadores se han alineado, la temperatura es
llevada a 72°C, debido a que a esa temperatura actia la Tag-polimerasa (enzima
termoestable), la DNA polimerasa se ancla al complejo de doble cadena iniciador-ADN
plantilla y entonces incorpora dNTPs libres del medio a las cadenas, polimerizandolas en
sentido 5° — 3". En esta primer ronda de sintesis se producen dos nuevas cadenas de
ADN de longitud indeterminada, que del mismo modo como las cadenas originales
pueden hibridizarse con los oligonucledtidos inciadores después de ta desnaturalizacion y
el alincamiento (31)

En el sepundo ciclo de desnaturalizacion, aiineamiemo y polimerizacion, se sintetizan
dos cadenas sencillas, productos que juntos componen una cadena discreta, la cual es

exactamente igual a la longitud entre los extremos de los  oligonucledtidos inciadores, es
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decir a la longitud del segmento de ADN flanqueado por las secuencias de los
iniciadores, Cada cadena discreta es complementaria a uno de los dos oligonucledtidos
inciadores y por lo tanto pueden participar como plantilla en los ciclos subsecuentes La
cantidad de este producto con cada ciclo subsecuente de desnaturalizacion, alineamiento
y polimerizacidn es de tipo exponencial, ast que n ciclos resultaran en una amplificacion

de 2° veces del producto discreto (32).

{1.3 CURVA EXPERIMENTAL DE LA PCR

La cantidad de producto de PCR esta en funcién de la cantidad inicial de ADN y es
descrito por la siguiente ecuacion
N=N,(1+eff)”

Donde N, es ¢l nimero de copias del ADN inicial, N es la cantidad de ADN después de »
ciclos de amplificacion y eff ¢s la eficiencia de la amplificacion. El valar actual de la
eficiencia depende de factores que pueden ser iinicos para cada par de iiciadores y
secuencias intermedias a ser ampliﬁcadgs Si la eficiencia fuera constante e igual & 1, la
1epresentacion grafica de la ecuacidn mostraria una relacion lineal entre N y N, para
cualquier valor de # Pero como cualquier reaccion enzimética, no puede esperarse que
ésta relacion sea lineal indefinidamente, ya que la eficiencia de la PCR varia a lo largo de
los ciclos de amplificacion, lo cual puede observarse en la cinética de reaccion mostrada
en la figura 2 donde se grafica el nimero de ciclos contra la cantidad de producto de PCR

generado, mostrando que existen tres fases bien definidas durante la amplificacion (32)
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1.4 FASES DURANTE LA AMPLIFICACION

. FASE DE LOS PRIMEROS CICLOS

Se trata de una fase de monitoreo durante los primeros ciclos, el fragmento de ADN
deseado es seleccionado por una unién especifica con los iniciadores y la eficiencia se
eleva desde cero hasta su valor maximo (33)

Tener finalmente un resultado exitoso requiere, primero, que los iniciadores usados s¢

unan muy bien en los lugares deseados, pero pobremente en cualguier otro lugar del

ADN plantilla sobre todo durante tos primeros ciclos La unidn eficiente del iniciador a la

secuencia deseada, depende del disefio de los iniciadores (secuencia y fongitud) y de las

condiciones de rigor de la reaccidon (especialmente la concentracion del idn magnesio y

de la temperatura de alineamiento) Cualquier alteracion del iniciador con ¢l ADN

plantilla puede conducir a un producto de extensién cuya especificidad puede ser dificil
de controlar durante los primeros ciclos Dado el vasto exceso molar de los posibles sitios
de alineamiento en el ADN plantilla con respecto al sitio deseado, Tales moléculas
adicionales no deseadas producidas en un estado temprano del proceso pueden dar un

resultado muy heterogeneo al final (33)

Se han desarrollado una variedad de técnicas para cambiar ¢l balance dinamico hacia el
producto deseado. Una de ellas es el inicio en caliente (Hot Start) de la PCR, que consiste
en poner en contacto todos los elementos de Ja reaccion a altas temperaturas, de modo que
el alineamiento y extensidn de secuencias errdneas o la formacion de dimeros de
iniciadores no ocurra bajo condiciones de baja rigurosidad durante [a primera transicién de

baja temperatura (ambiente) hasta el primer paso de desnaturalizacion Una varjacion
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resiente consiste en adicionar una Taq polimerasa bioqueada quimicamente lo cual evita
que la polimerasa esté activa durante la primera transicion de temperatura y es hasta que
termina la primera etapa de desnaturalizacion, cuando el bloqueo se elimina y puede

comenzar la extension (33)

. FASE DE AMPLIFICACION EXPONENCIAL

Durante los ciclos subsecuentes, el nimero de copias del fragmento de ADN deseado se
incrementa exponencialmente, la eficiencia es constante y la cantidad de ADN
amplificado (N} a cualquier valer de » es directamente proporcional a la cantidad de
ADN inicial {31

Durante la mayoria de los ciclos de la etapa de amplificacion de la PCR, los ADN
plantilias son segmentos perfectamente demarcados, amplificados en ciclos anteriores La
complejidad del monitoreo es reducida efectivamente por el gran exceso del material
recientemente amplificado que posee sitios perfectamente complementarios a ambos
iniciadores (33)

Ast, cualquier molécula presente sera duplicada en nimero. Los {imicos requerimientos
para que la fase proceda son los siguientes:

I Que haya una cantidad suficiente de moléculas de iniciadores y enzima.

2 Condiciones que permitan un alineamiento completo de los iniciadores, una extension
completa {por ejemplo, concentraciones adecuadas de nucledtidos libres) y una
desnaturalizacion completa de las moléculas producidas antes del inicio del ciclo

siguienie (33)
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» LAFASE DE MESETA

Conforme {os productos se acumulan, toda la enzima se ocupa vy la razdn iniciador-
plantilla decrece, mientras que la razén plantilla-plantilla {amplificados de ciclos
anteriores) aumenta, promoviéndose asi el autolineamiento de las cadenas molde Cuando
el autoalineamiento se vuelve mas significante o la cantidad de la enzima se vuelve
limitante, se pierde la relacion lineal (3%).

La fase de amplificacion es finita para cualquier blance. Los ciclos térmicos mas alla de
ésta fase desvian la amplificacién en falsos blancos en baja concentracidn, un menor
porcentaje de ellos se realinearan a ellos mismos en comparacién con aquellos productos
{blancos verdaderos) que se encuentren en mayor concentracion (33)

En algunos casos de extremo exceso de producto, es posible que se de la
concatemerizacidn del producto, resultando en bandas de peso molecular mucho mas alto
que el producto deseado. Este artefacto puede evitarse por reduccién del nimero de

ciclos y mediante un calculo cuidadoso de la razdn iniciador-plantitla (33).



Log [producto]

Fase de meseta

4.4 ®
43
42
4.1

4.0

Fase exponencial

Fase de primeros ciclos

5 16 15 20 25 30 35

Nitmero de ciclos

FIG, 2 Cinética experimentat de fa PCR Sg grafica miwmcro de ciclos contra cantidad de producto
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115 CONTROL ENZIMATHCO DE LA CONTAMINACION EN PCR

La PCR es especialmente sensible a la contaminacién, ya que produce abundante
amplificado a partir de trazas del ADN original, Cualquier posible contaminacion debe
ser eliminada para que los resultados de la PCR sean significativos El ADN
contaminante puede originarse de tres fuentes  ADN de otras muestras a probar, ADN de
de materiales experimentales como clonas recombinantes o ADN pgenerado de
amplificaciones previas de la misma secuencia blanco Esta ultima fuente de
contaminacidn es la mas comin y también la que causa més problemas v es llamada
contaminacién por acarreamiento Es esencial detectar la contaminacién por
acarreamiento mediante la inclusion de un control negativo en las reacciones (343

El método mis ampliamente usado para la descontaminacién de la PCR esta basado en
sustituir timina por uracilo en el ADN producto de ta PCR El ADN producido en tales
condiciones es normal en muchos aspectos (puede ser cortado con muchas enzimas de
restriccion y ser hibridizado a sondas), excepto que contiene decenas o centenas de
desoxiuridinas  Una preincubacion de todas las reacciones de amplificacidn con la
enzima yracil DNA glicosilasa (UDG) resulta en la remocion de los uracilos del ADN
acarreado (sin afectar ADN blanco y dUTP), creando decenas o centenas de sitios
abasicos Las DNA polimerasas se paran en estos sitios, ademas, tales sitics son labiles al
calor y se rompen durante los ciclos de temperatura, o que evita la amplificacion $i el
dUTP es usado rutinariamente en todas las amplificaciones, entonces todos los productos
tendrén wracilo y seran susceptibles a la UDG. Este método es poderoso debido a que

actia en reacciones completas justo antes de los ciclos de temperatura (todos los
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componentes estan presentes, incluyendo el ADN plantilla), ningin producto de PCR

acarreado, sin importar su fiente, puede escapar a la destruccion (34).

1116 PCR ANIDADA

La PCR anidada es realizada a partir del amplificado obtenido de una PCR inicial, es
decir los productos de amplificacién obtenidos en PCR sirven como ADN plantilla en la
PCR anidada En la PCR anidada se utiliza un par de oligonucledtidos iniciadores
diferente al par utilizado en la PCR, asi el par de oligonucledtidos de 1a PCR amplifica el
fragmento de ADN de interés bajo condiciones normales de PCR y una alicuota del
producto amplificado es sujeto a una segunda PCR (PCR anidada) utilizando un segundo
par de oligonucledtidos inciadores complementarios a la secuencia interna del primer par
de oligonucledtidas Solo el producto legitimo debera ser amplificado en esta segunda
PCR 31

El par de ohigonucledtidos utilizado en la PCR puede ser removido antes de continuar
con [a segunda PCR o PCR anidada, por centrifugacion con filtros moleculares
Centricon 30 o bien por uso de cantidades limitantes de dicho par de oligonucledtidos
Comtnmente [a PCR anidada se utiliza cuando se requiere incrementar la sensibilidad del
sistema ya que el producto de PCR no logra visualizarse mediante electroforesis en gel de
agarosa al tefiir con biomuro de etidio (ETBR)

Con la PCR anidada se ve favorecida la especificidad al reducir o elimmar productos no

deseados mientras que al misino tiempo se incrementa la sensibilidad del sistema (1)
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1117 DETECCION Y ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR Y PCR ANIDADA
Para la deteccién y anilisis de los productes amplificados, hay disponibles una gran
variedad de procedimientos, los productos de PCR de diferentes tamaifios usualmente son
separados por electroforesis en gel, en gel capilar o por HPLC El método mas facil y el
mas usado es la electroforesis en gel sumada a la tincidén con bromuro de etidio u otro
colorante fluorescente equivalente, para visualizar las bandas de ADN El gel puede estar
hecho de poliacrilamida o de agarosa, La cantidad de coloranie incorporado depende de
la longitud del ADN, por lo que debe hacerse la correccion que tome en cuenta esto al
momento de comparar las cantidades molares del blanco y del estandar para la
cuantificaciéon Para determinar la cantidad de plantilla debe construirse una grafica en la
que ¢l logaritmo de la razon de la intensidad de la sefial correspondiente al estandar
interno sobre la de la plantilla, usualmente corregida por la diferencia de tamafios, es
graficada en funcion del logaritmo de la concentracion del estandar interno agregado
Esto produce una grafica lineal y para encontrar el nimero de copias de ADN plantilla
presentes en la muestra, se hace una interpolacién para Y= 0 que es el punto en gue los
productos de amplificacion del estandar y del blanco estan en concentraciones iguales

Un procedimiente mas sensible que la tincién con bromuro de etidio es el marcaje de los
oligonucledtidos o de los dNTPs con fluorescencia o radioactividad En el caso de
marcaje radioactivo, después e [a separacidn electroforética, puede cuantificarse la
radioactividad incorporada en las bandas cortadas, se piede hacer una densitometria de Ia
autoradiografia del gel, o una radioimagen del gel seco En el caso del marcaje
fluorescente, los productos pueden separarse en geles de poliacrilamida y cuantificarse

usando un secuenciador automitico de ADN con inductor de fluorescencia (35).
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Otro método es hacer la separacion electroforética de productos no marcados
transferidos a una membrana y cuantificar después de hibridizarse con sondas marcadas
de manera radicactiva o no radicactiva Alternativamente los productos pueden
hibridizarse con sondas marcadas antes de la separacion (hibridacién en liquido) Para
llevar a cabo una cuantificacion automatizada, se han reportado métodos que envuelven
fa captura de los productos de PCR en soportes solidos (como microplacas o cuentas
magnéticas) seguida por cuantificacion del material capturado por hibridacion con sondas

marcadas (35)
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1Iv. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A mas de 100 afios de que Roberto Koch lograra la identificacion de Mycobacternum
tuberculosts como el microorganismo causante de la tuberculosis en el humano, el cuadro
epidemioldgico mundial no es halagador. Hasta hace unos afios la enfermedad parecia
estar bajo control en los paises desarrollados, pero esto ya no es asi, debido a la aparicién
y diseminacion de cepas resistentes y al aumento de los casos de sindrome de la
inmunodeficiencia humana (SIDA), Por estas mismas razones, el problema actualmente
reviste una magnitud aun mayor en los paises en desarrollo, en donde a los problemas
inherentes al padecimiento se suma la carencia de recursos humanos y econdmices para
controlarlo. La diseminacion hematdgena es una forma de progresién de la enfermedad
que se da cuando el organismo no tiene la capacidad para detener la infeccion Sucede en
personas desnutridas, parasitadas, o con problemas inmunoldgicos Esta forma de
diseminacién de la infeccidn, es la que explica las localizaciones en sitios
extrapulmonates, tales como en el sistema nervioso, considerada ésta como la
tuberculosis de tipo extrapulmonar mas peligrosa (21)

Existen métodos tradicionales para el diagnostico de la tuberculosis que se basan en el
estudio de la bacteria y su metabolismo, tales como la deteccion microscopica de bacilos
dcido-alcohol reistentes (BAAR) o bien por cultive en medio de Lowestein Jensen La
desventaja de estos métodos es que no permiten diferenciar entre especies y sobre todo
que en cultivo tienen que pasar por lo menos quince dias para dar un resultado positivo y
de & a 8 semanas para dar un resultado negativo, asi mismo la sensibilidad como la

especificidad son considerablemente bajas en ellos (14,21.36).
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Utilizando los métodos de biologia molecular, que se basan en la deteccion del material
genético de la micobacteria, puede demostrarse la presencia del bacilo tuberculoso en
una muestra clinica en tres dias, el método mas conocido es la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (21)

Debido a que los métodos de biologia molecular son dtiles y convenientes para detectar la
infeccion de manera rapida, para realizar estudios epidemioldgicos, para distinguir entre
las diferentes especies, entre otros, se empleard un método de PCR milltiple para detectar
e identtficar micobacterias presentes en muestras de liquido cefalorraquideo (LCR) con
diagnéstico probable de tuberculosis meningea (TBM) y en muestras de LCR con
diagnéstico confirmado de otra etiologia Asi mismo para aquellos casos en los que se
obtengan resultados indeterminados o negativos se utilizard un método de PCR anidada
especie-especifica

De esta manera sc considera que puede tenerse un sistema de Biologia Molecular que
brinde mayores posibilidades de identificacion de bactertas pertenecientes al género
Mycobacterram, en muestras clinicas de liquido cefalorraquideo de manera oportuna y

confiable que ayude al diagndstico de la tuberculosis meningea
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V.OBJETIVOS

GENERAL

% Establecer un sistema de Biologia molecular, que permita de manera rapida. sensible,
especifica y conflable ayudar en el diagndstico de la tuberculosis meningea.

PARTICULARES

% Establecer un sistema de PCR miltiple, cuya sensibilidad, especificidad y rapidez,
permitan obtener resultados confiables para ayudar al diagnostico de la tuberculosis
meningea, asi como para identificar aquetlos casos de infeccidn por otro tipo de
micobacterias

*» Establecer una prueba de PCR anidada especie-especifica para Mycobacterium
fuberculosis, que permita incrementar la sensibilidad de la prueba de PCR multiple

¢ Comparar los resultados obtenidos por PCR multiple v PCR anidada especie-

especifica, con los que se obtengan por cultivo en medio Lowestgin Jensen, y por

baciloscopia (BAARY), con la finalidad de comparar la sensibilidad entre ellas

Vi. HIPOTESIS

Tomando como base a la Biologia Molecular, se mplementari un Sistema de PCR mltiple
y PCR anidada para ayudar en el diagnostico oportuno y confiable de la tuberculosis
meningea, que tenga mayores ventajas sobre aquellos métodos que hasta el momento se
utilizan en el Laboraterio de Analisis Clinicos y por tanto que sea de gran utilidad como
una herramienta de trabajo para el Hospital de Especialidades del Centro Médico

Nacional Siglo XX1, LM.S.S
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YV.OBJETIVOS

GENERAL

“ Establecer un sistema de Biologia molecular, que permita de manera ripida, sensible,
especifica y confiable ayudar en el diagndstico de la tuberculosis meningea.

PARTICULARES

% Establecer un sistema de PCR multiple, cuya sensibilidad, especificidad y rapidez,
permitan obtener resultados confiables para ayudar at diagnostico de la tuberculosis
meningea, asi como para identificar aquellos casos de infeccion por otro tipo de
micobacterias.

% Establecer una prueba de PCR anidada especie-especifica para Mycobacterium
fuberculosis, que permita incrementar la sensibilidad de ia prueba de PCR multiple

% Comparar los resultados obtenidos por PCR muitiple vy PCR anidada especie-
especifica, con los que se obtengan por cultive en medio Lowestein Jensen, y por

baciloscopia (BAAR}), con la finalidad de comparar la sensibilidad entre ellas

V1. HIPOTESIS
Tomando como base a la Biologia Molecular, se implementard un Sistema de PCR maltiple
y PCR anidada para ayudar en el diagnostico oportuno y confiable de la tuberculosis
meningea, que tenga mayores ventajas sobre aquellos métodos que hasta el momento se
utiizan en el Laboraterio de Analisis Clinicos y por tanto que sea de gran utilidad como
una herramienta de trabajo para el Hospital de Especialidades del Centro Médico

Nacional Siglo XXIL ILM.S.S
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VIl POBLACION

Los pacientes fueron captados en diferentes servicios del Hospital de Especialidades del
CMN S5 XXl tales como medicina interna y neurologia, asi como del Instituto
Nacional de Referencia (LN.D.R E.).

Se trabajo con un total de 48 especimenes clinicos de LCR

V1. CRITERIOS DE:

INCLUSION

% Serén incluidos en el estudio pacientes de ambos sexos, cuyos historiales clinicos
indiquen una alta probabilidad de presentar TBM.

% Seran incluidos en el estudio pacientes virgenes al tratamiento antituberculoso

EXCLUSION

«+ Seran excluidos del estudio pacientes que estén bajo tratamiento antituberculoso

ELIMINACION

*+ Seran climinados del estudio aquellos pacientes que inicialmente reunian todos los
criterios de inclusion, pero que en alghn momento del proceso perdieron alguno de
ellos.

IX. TIPO DE ESTUDIO

De acuerdo con el proyecto en que se capta la informacion, el estudio es Prospectivo

De acuerdo con la evolucién del fendmeno que se analiza, el estudio es: Transversal

De acuerdo con la compraciJc’m de las poblaciones el estudio es’ Descriptivo

De acuerdo con la interferencia def investigador en el fendmeno que se analiza, el estudio

es. Ohservacional (37),
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VIL. POBLACION

Los pacientes fueron captados en diferentes servicios del Hospital de Especialidades del
CMN § XXI, tales como medicina interna y neurologia, asi como del Instituto
Nacional de Referencia IND RE}

Se trabajo con un total de 48 especimenes clinicos de LCR

VIIE. CRITERIOS DE:

INCLUSION

“» Seran incluidos en el estudio pacientes de ambos sexos, cuyos historiales clinicos
indiquen una alta probabilidad de presentar TBM

% Seran incluidos en el estudio pacientes virgenes al tratamiento antituberculoso

EXCLUSION

% Seran excluidos del estudio pacientes que estén bajo tratamiento antituberculoso.

ELIMINACION

*» Seran eliminados del estudio aquellos pacientes que inicialmente reunian todos los
critertos de inclusion, pero que en algin momento del proceso perdieron alguno de
ellos

IX. TIPO DE ESTUDIO

De acuerdo con el proyecto en que se capta la informacion, ¢l estudio es Prospectivo

De acuerdo con la evolucion del fendmeno que se analiza, el estudio es Transversal

De acuerdo con la compra(:i"én de las poblaciones el estudio es Descriptive

[e acuerdo con la mterferencia def investigador en el fendmeno que se analiza, el estudio

es Observacional (37)
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Vil. POBLACION

Los pacientes fueron captados en diferentes servicios del Hospital de Especialidades del
CMN § XXI, tales como medicina interna y neurologia, asi como del Instituto
Nacional de Referencia (I N D.RE)

Se trabajo con un total de 48 especimenes clinicos de LCR.

VI, CRITERIOQS DE:

INCLUSION

% Seran incluidos en el estudio pacientes de ambos sexos, cuyos historiales ¢linicos
indiquen una alta probabilidad de presentar TBM

% Seran incluidos en el estudio pacientes virgenes al tratamiento antituberculoso

EXCLUSION

%+ Seran excluidos del estudio pacientes que estén bajo tratamiento antituberculoso

ELIMINACION

%+ Seran eliminados del estudio aquellos pacientes que inicialmente reunian todos los
criterios de inclusion, pero que en algin momento del proceso perdieron alguno de
ellos

IX. TIPO DE ESTUDIO

De acuerdo con el proyecto en que se capta la informacion, el estudio es’ Prospectivo

De acuerdo con la evolucion del fendmeno que se analiza, el estudio es Transversal

De acuerdo con la cmnpracii’)n de las pobiaciones el estudio es Descriptivo

De acuerdo con la interferencia del investigador en el fendomeno que se analiza, el estudio

es Observacional (37
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X1. VARIABLES

INDEPENDIENTES

< Sexo, Peso, Estatura, Edad, Nivel socioecondmico, Area geografica de procedencia,
Inmunosupreston, Tuberculosis diagnosticada tiempo atras.

DEPENDIENTES

% PCR positivo Cuitivo positivo

% PCR positivo Cultivo negativo

%+ PCR negativo PCR anidada positiva Cultivo positivo

% PCR negativo PCR anidada positiva Cultivo negativo

% PCR negativo PCR anidada negativa Cultivo positivo

<+ PCR negativo PCR anidada negativa Cultivo negativo

XII. MATERIAL
» Tubos eppendorfde 0.5 ml y de 2 ml
+ Pinzas para tubos eppendorf
e Destapador para tubos eppendorf
+ Flotador para tubos eppendorf
* Matraz erlenmeyer de 125 ml, 25 ml, 500 ml
e Probetas de 50ml y 1000 ml
o Celda de cuarzo
» Espatula
s Mechero bunsen

* Varillas de vidrio
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XI.  VARIABLES

INDEPENDIENTES

“* Sexo, Peso, Estatura, Edad, Nivel socioeconémico, Area geografica de procedencia,

Inmunosupresion, Tuberculosis diagnosticada tiempo atrés.

DEPENDIENTES
% PCR positivo Cultivo positivo
% PCR positivo Cultivo negativo
< PCR negativo PCR anidada positiva Cultivo positivo
“ PCR negativo PCR anidada positiva Cuitivo negativo
% PCR negativo PCR anidada negativa Cultivo positive

“+ PCR negativo PCR anidada negativa Cultivo negativo

XII. MATERIAL
e  Tubos eppendorfde 0 5 ml yde2 mi
s Pinzas para tubos eppendorf
s Destapador para tubos eppendorf
e Flotador para tubos eppendorf
¢ Matraz erfenmeyer de 125 ml, 25 ml, 500 mf
o Probetas de 50ml y 1000 m!
s Celda de cuarzo
e Espatula
e Mechero bunsen

e Varillas de vidrio
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e Portaobjetos

o Lapiz graso

¢ (asas

¢ Papel aluminio

s Papel Kraf

o Papel filtro

»  Papel glacin

+ Cinta testigo

+  Guantes desechables

» Micropipetas de 0-2 ul, 5-40 ul, 40-200 ul y 200-1000 u}
e Puntas sin filtro para las diferentes micropipetas

» Puntas con filtro para las diferentes micropipetas

¢ Gradilla para tubos eppendorf

XL1 REACTIVOS ¥ SOLUCIONES PARA EXTRACCION DEL ADN
s TRlzol reagent Ultra Pure Gibco BRL Life Technologies
« Hidréxido de sodio 8mM

¢ Citrato de sodio 0 1M en etanol al 10%

e Ftanol al 75%

s Efanol al 100%

s  Cloroformo

XI.2 REACTIVOS PARA PCR MULTIPLE

« Cloruro de magnesio 25mM

* Repulador de fosfatos10X
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Oligonucleoudos iniciadores (185-186, MT1-MT2, PT1-PT2)
Agua inyectable
Dinucledtidos fosfato

Enzima DNA polimerasa (Taq polimerasa)

XL3 REACTTVOS PARA PCR ANIDADA

Clorure de magnesto 25mM

Regulador de fosfatos10X
Oligonucledtidos iniciadores (PT3-PT4)
Agua inyectable

Dinucledtidos fosfato

Enzima DNA polimerasa (Taq polimerasa)

X1.4 REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS

Amortiguador E para corrimiento 40X

Tris-HCL 1.6M

EDTA 40mM

Acetato de sodio 0 8mM

Acido acético glacial para ajustar pHa 7 9
Agarosa al 2%
Solucién colorante  2X

Glicerol 10%

Azul de bromofenol 0.01-0.05%

Urea 0 8mM

Amortiguador E 1x 0 TAE o TBE
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XLS EQUIPO

Termociclador Techne Progene FPROGOSY

Refrigerador Lab-Line Instruments 297-003

Congelador a -70°C REVCO

Dos campanas de bioseguridad VECO 70

Centrifuga refrigerada para tubos eppendorf Hettich EBA 12R D78532
Rotor de velocidad variable 151 Scientific Industries INC

Secador a vacio HETOVAC EQUIPMENT UR-1/120/240

Autoclave FEHLMEX AZTECA

Espectrofotometro DU640

Unidad de filtracion

Termobafio FE-371

Vortex Mixtral LR19314

Camara de electroforesis horizontal Horizon 58 Life-Technologies
Fuente de poder Life-Technologies 250

Amplificador de imagenes IS-1000 Digital Imaging System Alpha Innotech
Corporation

Balanza analitica OHAVSAP2105

Incubadora Napco 5100

Parritla de agitacion y calentamiento Lindberg 53166

Microscopio binocular con objetivo de inmersién.
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XlI. METODROS

* Aislamiento del ADN

¢ Cuantificacion del ADN

* Amplificacion det ADN por PCR miltiple

* Reamplificacion de productos de PCR miltiple por PCR anidada especie-especifica.

* Electroforesis en gel de agarosa con tincion de bromuro de etidio

* Andiisis de productos de PCR y PCR anidada a través de un amplificador de
imigenes

* Cultivo en medio de Lowestein-Jensen

* Tincién de Ziehl-Neelsen para BAAR

XI1 1 AISLAMIENTO DE ADN MEDIANTE EL REACTIVO DE TRIzo!

¢ Encender la campana de bioseguridad 10 minutos antes de su uso, y sanitizarla
utilizando etanol al 75 % o bien hipoclorito de sodio al 10 %.

% Limpiar con las misma soluciones las micropipetas, la gradilla para eppendorf, las
pinzas, el destapador de tubos eppendorf, la superficie de las cajas con puntas, es
decic. la superficie de todo objeto que se cologue dentro de Ia campana de
bioseguridad

** La gradilla donde se trabajen las muestras bioldgicas debers estar dentro de un
recipiente con hielo

** Tomar una alicuota de 500 ul de liquido cefalorraquideo con micropipeta y punta
con filtro estéril y colocarlo en un tubo eppendorf de 2 ml

% Someter la muestra biologica a choque térmico durante 30 min a 70 °C
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Centrifugar a 14,000 rpm / 15 min a 4°C y decantar el sobrenadante

Pasados los 30 min adicionar 1000 ul de TRIzol y agitar en vortex durante 60
seg.

Incubar a temperatura ambiente durante 5 min

Agregar 200 ul de cloroformo y tapar bien los tubos eppendorf

Agitar vigorosamente en vortex durante 30 seg

Incubar a temperatura ambiente durante 2 o 3 min.

Centnifugar a 14 000 rpm / 15 min a 4°C.

Descartar Ia fase acuosa y la interfase

Precipitar la fase organica con 300 ul de etanol al 100 %

Mezclar por inversion

Mantener a temperatura ambiente por 2 0 3 min

Centrifugar a 7500 rpm/ 5 min a 4°C

Eliminar el sobrenadante

Lavar el boton de ADN dos veces con 1000 ul de la solucion de citrato de sodio
0.1 M por 30 min a 4 °C en el rotor de velocidad variable

Centrifugar a 7500 rpm / 5 min a 4°C, en cada lavado, y decantar el sobrenadante
Suspender el botén de ADN con 1.5 a 2 ml de etanol al 75%

Mantener durante 10 a 20 min. a temperatura ambiente y mezclar por inversion
periddicamente

Centrifugar a 7500 rpm/ 5 min a 4 °C.

Eliminar el sobrenadante y secar el boton durante 5 a 10 min. a bajo vacio

Agregar 30 ul de hidréxido de sodio 8BmM al ADN aislado
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& Si fuera necesario remover el material insoluble mediante centrifugacion a 14 000
rpm 10 min, a 4°C.
&% Transferir el sobrenadante conteniendo el ADN a un nueve tubo eppendorf
{38.39.109,
XI1.2 CUANTIFICACION DEL ADN
% Calentar e} ADN que se encuentra en los 30 ul de NaOH 8 mM, durante 20
minutos a una temperatura de 55 °C.
+» Hacer una dilucidén 1:100 y leer a 260 nm y 280 nm
% Obtener la concentracion de ADN mediante la siguiente formula:
(Absorbancia a 260nm) X {Factor de dilucion) X (50) = ug de ADN/mi
Donde.
50 corresponde a 50 ug de ADN de doble cadena por ml, que es igual a |
unidad de absorbancia a 260 nm, (40},

XIL3 PCR MULTIPLE

% Dedicar pipetas exclusivas para Biologia Molecular y no mezclarlas con las que
se utilicen en el aislamiento del ADN y electroforesis, con la finalidad de evitar al
maximo la posible contaminacion cruzada.

<+ Realizar una mezcla maestra con los siguientes reactivos de PCR (considerar que

los siguientes volimenes son para un solo tubo de reaccion, por tanto se tendrd

que hacer el calculo para el nimero de tubos de reaccién deseados)

Cloruro de magnesio 25 mM ... . 5ul
Regulador 10X . PR 1 |
Dinucledtidos fosfato 10 mM ., .. 1 ul
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Oliganucledtidos iniciadores

MTF1 10 pmoliul..... . .. lul
MT2 10pmolul .. ... .lul
IS5 15 pmolul ... Ll
IS6 15 pmolul. ... Tl
PT1 20 pmolful...... .l
PT2 20pmolul.... . . .lul
Aguainyectable.. . .. ... ...2275ul

3 Agregar en tubos separados’
10ul de Agua inyectable para el control negativo
10ul de ADN de la muestra problema
10u! de ADN de Mycobactermum tuberculosts para el control positivo (100 ng)

< Agregar a cada tubo de reaccion 0 25 ul de Taq polimerasa (1 25 U}

.0

*

Cada tubo de reaccion debe contener un volumen final de 50ul

+
s

» El perfil térmico de la PCR multiple esta indicado en la Tabla 3

XI.4 PCR ANIDADA
+ Dedicar pipetas exclusivas para Biologia Molecular, v no mezclarlas con las que s¢
utilicen en el aislamiento del ADN y electroforesis, para asi evitar al maximo la

posible contaminacion cruzada

Cloruro de magnesio 25 mM . .o 5l
Regulador 10X . .. ... . e LS u
Dinucledtidos fosfato10mM .. . . . o dul
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Oligonucledidos iniciadores

PT3 20pmolil.... . 1l
PT4 20pmoliul.. . .. .1ul
Agua inyectable .. e e e . 26751l

< Agregar en tubos separados

10 ul de agua inyectable para el control negativo

10 ul del amplificado de PCR multiple de la muestra problema

10 ul de ADN de Mycobacterium tuberculosts para el control positivo {100 ng)
*+ Agregar a cada tubo de reaccidn ¢ 25 ul de Taq polimerasa (1 25 U),
s Todos los tubos de 1eaccidn debe contener un volumen final de 50 ul

*» El perfil térmico de la PCR anidada estd indicado en la Tabla 4

XI5 ELECTROFQORESIS EN GEL DE AGAROSA

CON TINCION DE BROMURO DE ETIDIO

** Dedicar pipetas exclusivas para [os productos de PCR miltiple y PCR anidada y no
compartirlas con las que se utilicen en el aislamiento del ADN y pruebas de PCR
moltiple y PCR anidada

% Colocar 0 5 g de agarosa en un matraz erlenmeyer de 125 ml de volumen

s Agregar 25 ml. de regulador E 1X, agitar y homogeneizar

%+ Calentar la mezcla a punto de ebullicién en un hormo de microondas o directamente

al fuego

*,

< Agregar 1 ul de Bromuro de Etidio (0 5 ug por ml) y homogeneizar
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Enfriar la mezcla entre 45°C y 48°C

Preparar la camara para electroforesis y colocar un peine con el nimero deseado de
pozos

Vertir cuidadosamente la agarosa a la camara, evitanto la formacion de burbujas
Esperar 20 min para que gelifique

Remaover el peine cuidadosamente para no dafiar el gel

Agregar suficiente regulador E 1X para cubrir el gel

Colocar 3 ul de Marcadores Moleculares en el primer pozo del gel

Mezclar 10 ul del producto amplificado de la muestra problema mas 5ul de solucion
colorante 2X y eolocar 10 ul en un pozo del gel. De la misma manera se procedera
para el producto amplificado del control negativo y positivo.

Aplicar al gel un voltage de 70volts durante aproximadamente 30min.

Visuahizar ef gel en un Analizador de ImAgenes o en una camara de luz U V. (39)

XIL6 OBSERVACION DE GELES DE AGAROSA EN UN

ry
©*

ANALIZADOR DE IMAGENES

Los geles de agarosa fucron visualizados en un Analizador de Imagenes 1S-1000,

Digital Imagin System, Alpha Innotech Corporation.

XIL7 CULTIVO EN MEDIQ DE LOWESTEIN-JENSEN

3
o

En el interior de la campana de bioseguridad se coloca un par de gradillas, una con

los tubos de las muestras, bien etiquetadas e identificadas
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En la otra gradilla se colocan los tubos con medio de cultivo identificados con los
numeros de los casos comrespondientes

Es importante que el primer espacio de la tzquierda de cada gradilla este vacio para
que durante la stembra ahi se coloque el tubo ya utilizado. Asi, el espacio vacio se
va desplazando hacia la derecha. sirviendo como punto de separacidon entre los tubos
ya sembrados y los que estan por sembrarse.

Tomar 500 ul de la muestra de liquido cefalorraquideo por sembrar, utilizando
micropipeta y puntas con filtro, dejando escurrir sobre la superficie del medio sin
tocario, observar que haya una distribucion homogénea

Una vez sembrados, los tubos se colocan en una bandeja con fondo inclinado, de
manera que el liquido sembrado cubra toda la superficie del medio. Se llevan a ia
estufa de cultivo con la tapa ligeramente floja para lograr que se evapore cierta parte
del liquido de la siembra.

Después de 48 hrs se revisan los tubos y se ajusta el tapdn de rosca para impedir la
desecacion del medio durante el tiempo de incubacion

Los tubos se mantienen en una gradilla e inclinados hasta el término del periodo de
observacion, esto es mejor cuando se dispone de una incubadora de cultivo amplia y
se recomienda usar cajas de fondo inclinade con perforaciones que permitan la
circulacion uniforme del calor.

La incubacion de los tubos sembrados debe hacerse entre 35 y 37°C. Es necesario
controlar regularmente la temperatura de la incubadora

Las revisiones deberan hacerse por lo menos a las 48 hrs, 7dias, 15 dias, 30 dias y 60

dias, debiendo anotar e informar en cada revision Unicamente los cultivos que sean
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positivos. Los cultivos negativos solo se informaran después de un periodo de
incubacion de 60 dias (9 semanas).

Los datos a anotar seran los siguientes fecha de cultivo, fecha de revisién, tipo de
crecimiento que se observa ( si lo hay), color, consistencia, forma y algun otro detalle
relevante.

Para las muestras donde se observe crecimiento lento (a partir de las dos semanas) es
recomendable realizar un frotis y tefiir con Zichl-Neelsen, observando si son bacilos
acido alcoho] resistentes o no

Cuando el frotis resulte positivo a BAAR se permitira el crecimiento de la bactera,
dejando incubar hasta que las colonias sean suficientemente grandes para su
descripcidn morfologica.

Si en las revisiones aparecen cultivos contaminados tardiamente, solo deben
eliminarse aquellos en los que la contaminacion ha cubierto la mayor parte de la
superficie del medio, dejando para nueva observacion los que conservan la mayor
parte del medio sin contaminacion La contaminacién tardia no excluye la presencia
de Mircobacterum wubercuiosts o Micobacterrum bovis, por lo que siempre es
conveniente realizar un frotis con Ziehl-Neelsen, a partir de los tubos que se desechar
por esta causa.

La morfologia colonial de Mycobacterium tuberculosis en medio de Lowestein-
Jensen es la siguiente

Presentar colonias tipicas bfancas o color crema, de aspecto rugoso a seco, que con el
tiempo toman forma de coliflor Se desarrollan en la superficie del medio y el sitio en

que se implantan no cambia de color 1)
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< Mycobacternm bovis presenta una morfologia colonial caracteristica de colonias
muy pequeftas (1 a 1.5 um), translicidas que con el tiempo toman [a forma piramidal
(1)
Nota:
Caracteristicas del medio comercial utilizado en el estudio
Medio de Lowestein-Jensen “BIOXON”
Caja con 10 tubo, cada tubo contiene 7 ml de medio,
Lote 4007081430071
Catalogo 300
Fecha de caducidad 010399

Se conserva entre 2 y 8°C

XI18 TINCION DE ZIEHL-NEELSEN PARA BAAR
% El area de trabajo para realizar las baciloscopias requiere de una mesa de por lo

menos 1 x 0 50 m, recubierta de un material que pueda desinfectarse facilmente con
solucicnes germicidas como fenol al 5%

FEQUIPO Y MATERIAL

< Miscroscopio binocular, con objetivo de inmersion,

% Portacbjetos, soporte de vidrio para tincion, mechero, lapiz graso o de diamante,
recipientes para eliminacién de material contaminado,

<+ Lavamanos dedicado a la coloracion de los extendidos.

PROCEDIMIENTO

< Conun lipiz graso trazar una linea en un portaobjetos, dividiendo su superficie en un

tercio, destinado a la numeracidén y dos tercios para el extendido.
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¢ Anortar con lapiz graso en la parte superior la codificactén del paciente.

4 Colocar las muestras a procesar sobre la mesa de trabajo, en linea horizontal

<,

4
x4

-

Tomar con un asa bacterioldgica una porcion del crecimiento bacteriano, previamente
preparado con una gota de solucién salina al 0 9% por muestra y depositarlo en el
portachjetos

%+ Cerrar cada tubo de muestra y colocarlo en una segunda linea, en el mismo orden de

la lista de trabajo, detras de las muestras que ain no se han procesado

-
xd

Dejar secar a temperatura ambiente y fijar con pases rapidos por Ja llama (dos o tres

*,

veces) teniendo cuidado de no producir aerosoles
La téenica de Zielh-Neelsen consta de las etapas de
coloracién, decoloraciéon y coloracién de contraste,

Coloracion:

“ Los frotis se colocan, conservando el orden numérico, sobre el soporte de vidrio
dispuesto en el lavamanos, con el extendido hacia arriba vy el tercio numerado hacia
el operador. Es conveniente que el soporte més cercano al operador esté ligeramente
levantado, para evitar que el colorante cubra fa numeracion del portaobjetos

> Cubrir la superficie dei extendido con fucsina fenicada.

% Calentar suavemente con un mechero bunsen por debajo de las [aminas cubiertas con
fucsina, hasta que produzca emision de vapores blanquecinos visibles, dejar de
calentar y repetir la operacion por dos veces mas. En ningin caso la fucsina debe
hervir o secarse sobre el portaobjetos; si acurre esto debe reponerse el colorante

% La operacion de calentar tres veces hasta la emision de vapores toma unos cinco

minutos, que es el tiempo adecuado de contacto entre el extendido y el colorante.
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Eliminar fa fucsina tomando al portaobjetos por los bordes det extremo numerado,
con una pinza inclinandolo hacia adelante y lavar con agua a baja presién

Girar el portaobjetos para favar la cara inferior y eliminar la fucsina que‘ha escurrido
Para la decoloracion, cubrir la extension con alcohol-dcido

Tomar el portaobjetos por los bordes del extremo numerado y  efectuar un suave
movimiento suave de vaivén, de modo que el alcohol-acido vaya decolorando vy
arrastrando la fucsina Cuando la solucién decolorante adquiera una coloracidn roja
lavar con agua y en caso necesario decolorar nuevamente

Efiminar el alcohol-4cido lavando el portaobjetos con agua a baja presion

Se considera que la extension ha sido decolorada cuando sus partes mas gruesas solo
conservan un ligero tinte rosado. Esta operacion tarda de uno a dos minutos.

Una vez que se ha decolorado se procede a la coloracion de contraste para lo cual se
cubre la superficie del extendido con azul de metileno durante un minuto.

Eliminar el azul de metileno y lavar la [imina con agua a baja presion, tanto por la
cara del extendido como por la cara inferior

Las preparaciones va tefiidas se secan a temperatura ambiente, colocandolas sobre
papel absorbente limpio y en forma inclinada.

Revisar la numeracién de los portaocbjetos v remarcar si se ha borrado durante la
tincion

Para la observacion se emplea un microscopio equipado con objetive de inmersidn

(100X} y ocular de 8X 0 10X

Se coloca una gota de aceite de inmersion sobre el extremo mas cercano a la numeracion

del extendido y sin tocar la superficie del portaobjetos.
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Enfocar el microscopio acercando el objetive de inmersion hasta tocar la superficie de
la gota de aceite Ajustar enseguida con el tornillo micrométrico

Los bacilos aparecen como bastoncitos deigados, ligeramente curvos, tefiidos de rojo,
generalmente con granulos mas teflidos en su interior, aislados en parejas o en grupos
sobre ¢l azul claro de ia tincidn de contraste

Se debe seguir una pauta sistemética para la observacion, leyendo la preparacion de
izquierda a derecha.

Si no se encuentran BAAR o hay menos de un bacilo por campo en promedio, se
examinan al menos 100 campos microscdpicos.

Si se encuentran de 1 a 10 bacilos por campo en promedio, es suficiente la
observacidn de 50 campos.

Si1 se encuentran mas de 10 bacilos por campo en promedio, basta con la observacion
de 20 campos

Terminada la lectura se hmpia el aceite de inmersion del objetivo con papel seda o
suave, absorbiendo el aceite sin frotar la superficie del lente.

El fiotis observado se sumerge en xilol, se escurre para eliminar el acerte y se archjva

(21}
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XIL9 OLIGONUCLEOTIDQOS INICIADORES UTILIZADOS EN EL PROYECTO

TABLA 1.

La sintesis de los oligonucledtidos iniciadores se solicitd a Boehringer Mannheim

interno

[ Gen Denomina- SECUENCIA Longitud

amplificado cion dela
banda

Antigeno MTI 5’-TTC CTG ACC AGC GAG CTG CCG-3’ 506pb

alfa MT2 5’-CCC CAG TAC TCC CAG CTG TGC-3°

Secuencia 185 5’-CGG AGA CGG TGC GTA AGT GG-3° 984pb

de insercion 1S6 5'-GAT GGA CCG CCA GGG CTT GC-3

IS6110

mip 40 PT1 5’-CAA CGC GCC GTC GGT GG-3° 39%pb

PT2 5’-CCC CCC ACG GCA CCG C-3
mip-40 PT3 5°-CAC CAC GTT CGG GAT GCA CTG C-3’ 223pb
Fragmento PT4 5'-CTG ATG GTC TCC GAC ACG TCG-3’
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XIL10 GENES AMPLIFICADOS EN PCR MULTIPLE Y PCR ANIDADA

TABLA2

GEN AMPLIFICADO

UBICACION

Antigeno alfa

Presente en todas las micobacterias

descritas

Secuencta de insercion I1S6110

Presente en las micobacterias
pertenecientes al complejo Mycobacterium

tuberculosis

Mty 40

Especie-especifico para Mycobacterium

tuberculosis

XL 11 PERFH. TERMICO PARA PCR MULTIPLE

TABLA 3.

En el Termociclador Techne Progene FPROGOSY

ETAPA TEMPERATURA TIEMPQ (min) CICLOS
°C)

Desnaturahizacion 94 5 1
inicial
Desnaturalizacion 94 1
Alineamento 71 2 35
Extension 72 3
Extensidn final 72 10 1
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XIL12 PERFIL TERMICO PARA LA PCR ANIDADA

TABLA 4

En el termoctclador techne Progene FPROGOSY

- CICLOS

" ETAPA | TEMPERATURA | TIEMPO (minutos)
C)
Desnaturatizacion 94 5 T
inicial
Desnaturalizacion 04 1 I
Alineamiento 75 2 30
[xtension 72 2
Extensién final 72 7 T

S |
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X1 Xitl, RESULTADOS

XHL1 AISLAMIENTO Y CUANTIFICACION DEL ADN

Las lecturas del ADN de las 48 muestras de liquido cefalorraquideo se efectuaron a
260nmy 280nm Se obtuvo la relacion de las dos absorbancias, mismas que fueron entre
160y 181 Sehicieron los caleulos para conocer las concentraciones de ADN, las cuales
oscilaron entre 94 5y 126 ug/m]

XH1.2 DATOS CLINICOS Y RESULTADOS DE PCR MULTIPLE Y PCR

ANIDADA DE LOS 48 PACIENTES

i PACIENTE | SEXO | EDAD DATOS CLINICOS PCR PCR

l MULTIPLE ANIDADA
1

i

!

T 102 M 1 P =
!

T Tm F N N

I

. 3-11 M N N

|

|42 F N P

[

| 513 F 62 | Pérdida de peso I3 kgen 5 N P

meses, vomito, cefalea,
debilidad generalizada,
adinamia TAC revela

hemisferio cerebelozo

1zquierdo hiperdenso

e e e o

Leasc P como positivo, N como negativo ¢ | como indeterminado
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PACIENTE SEXO EDAD DATOS CLINICOS PCR MULTIPLE PCR ANIDADA1

6-22 M 28 | Cefalea holocraneana, N N

vomito, mareos,

somnolencia, fiebre

nocturna, pérdida de peso
7-24 N P
8-25 N P
9-27 F N N
10-28 M 49 | Disminucidn de la fuerza 1 P

miuscular, parestecias y

pérdida del control de

esfinteres, atrofia de papila

izquierda, hipertrofia de

musculos interoseos
11-30 N N
12-31 M 76 | Deterioro de FMS N N
1333 M 72 | Tabaco dependiente N N
14-37 F 45 | Deterioro neurologico N N
15-39 F N P
16-42 M N P
17-46 F 32 | Cefalea, disminucion de la N N

agudesa visual
18-48 N p
19-49 N N

Lease P como positivo, N como negativo ¢ 1 come indeteriminado
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PACIENTE SEXO EDAD DATOS CLINICOS PCR MULTIPLE PCR ANIDADA—’

20-50 N N
21-51 N N
22-52 N N
23-53 N N
24-54 N P
25-55 N P
26-56 F N P
27.57 M 32 | Inquietud progresiva, N N

desorientacion y disminucién
de la fuerza, deterioro del

estado de alerta.

28-59 M N N
28-63 N N
30-64 N P
31-65 N P
32-66 N N
33-67 N N
34-68 N N
35-69 1 P
36-70 N N
37-71 1 P
38-72 F 40 Presenta diploidia, cefalea 1 P
39-73 M |51 Cefalea, crisis convulsivas | P

Lcasc P como positive, N como negativo ¢ [ come mndeterminado
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EAC]ENTE SEXO EDAD DATOQS CLINICOS PCR MULTIPLE PCR ANIDADA

| 40-76 M N N
4877 M 1 P
42-78 F |63 Meningitis recurrente, N P

sinusitis cronica, cefalea,

minima rigidez en cuello

43-79 M 72 Diabético, pérdida de peso N N

20 kg en 1 mes, paraplejia.

44-80 Deterioro neuroldgico franco N P

45-81 M |56 Cardiopatia renmatica, 1 P
deterioro neuroldgico,

presenta paraplesia, fiebre

46-85 F 31 Cefalea holocraneana, N N
disminucion de agudeza
visual y vision tubular,

parapiesia bilateral

47-86 M 34 Paraplejia, en TAC se N P
observa imagen
supratentorial sugestiva de

tuberculoma.

438-87 F 20 Alteracion de memoria, N P
juicio, caleulo, abstraccion,
desorientacion en tiempo y

lugar

[ Leasc P como positivo, N como negativo ¢ 1 como indeternimado J
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XII1.2 PCR MULTIPLE Y PCR ANIDADA

DE LOS 48 ESPECIMENES CLINICOS DE LCR

El ADN aislado de las 48 muestas clinicas de liquido cefalorraquideo obtenido de
pacientes independientes, cuyos signos clinicos orientaban hacia tuberculosis meningea,
fueron analizados mediante fa prueba de PCR muiltiple.

Dado que en los 48 casos se obtuvieron resultados negativos o indeterminados, se
prosiguié a someter a cada una de las 48 muestras a fa prueba de PCR anidada, con la que

se obtuvieron los siguientes resultados'

RESULTADO PCR PCR ANIDADA
POSITIVO 0 23
NEGATIVO 40 25
INDETERMINADG 8 0
TOTAL 48 48

Resultados positivos
de PCR anidada de
LCR

H Resultados negativos
de PCR anidada de
LCR
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X3 MUESTRAS CULTIVADAS EN MEDIO DFE LOWESTEIN-JENSEN.

PACIENTE | 48 | 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
hr
424 X X X X X X
10-28 X X POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO
12-31 X X X X X X
13-33 X X X X X X
1437 X X X X X X
15-39 X X X X X X
16-42 X X X POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO
17-46 X X X X X X
19-49 X X X X X X
20-50 X X X X X X
21-51 X X X X X X
23-53 X X X X X X
26-56 X X X X X X
28-59 X X X X X X
29-63 X X X X X X
31-65 X X X X X X
32-66 X X X X X X
33-67 X X X X X X
36-70 X X X X X X
3770 X X X X X X
]

Considere X resullado ncgativo
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PACIENTE 48 Hr 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
38-72 X X POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO | POSITIVO
39-73 X X X X X X
40-76 X X X X X X
41-77 X X X X X X
42-78 X X X X X X
43-79 X X X X X X
44-80 X X X X X X
45-8] X X X X X X
46-85 X X X X X X
47-86 X X X X X X

fCOnSJdcrc X resultado negativo

XIiL4 TINCION DE ZIEHL-NEELSEN PARA BAAR

MUESTRA BAAR
10-28 NEGATIVO
16-42 NEGATIVO
38-72 NEGATIVO
Control positivo de Mycobalterium POSITIVO

Tuberculosis

64




59

| 1-¢ Qpuotoed (9

TH-9T QIUaIoRd (4 €0-C duatoe  (p
1€-71 2o (3 0ATIBSON [0nU0)) (9
C1-¥ Awaroed (3 0ANISO4 [onuo) (q

(qdpQ1) SQIB[NOIJOIA] SQIOPROIRA (B
(Tuy/3ng () YL UOd OPIUS) ‘%4 [ esoIese op
[08 ud ‘e[dnmu YD J op solonpoad 9p SISAI0Jon0d[g [ NIOVIA]L

qd 00t
=" qd goc

“qd 0001

Yy 8 3 9 p 2 q ®

VADNINA SISOTNDYIINL ATdVdOdd NOD
4D Tdd SVALSANN 4d A TdLLTNN 9Od



% ¢Z-8 Auaroed (Y 70-1 arusroed (p

-1 dudtoed (3 0ATIESON [011U0)) (D
TT-9 Awudoed (7 OAT)ISOJ [0NU0)) (q
€1-G uaroed (2 (qdpQ1) saremosfolN saiopeorely (B

"(Twy/3ng () YGILH U0d OpIUs) ‘047 [e soIede
3P 128 wd “Sdnmu Yy op s01onpoad op SISSIOToNoS]g 7 NADVIAL

VAODNINAN SISOTNOYHL 1L 4 1dVdOdd
NOD DT dd SVALSANN 4d A TdILLTNIN dDd



L9

8C-01 21Ud198d (P
0ATIBIAN [011U0)) (0

0ANISOJ JoNuo)) (q
(QdQO 1) SeIR[NOSTOIN mm,ﬂowmo.az QN
(Tuy/3ng () Y.L U0d OpTusy ‘o7 [ BSOIRIR DD~
198 ua ‘ordnnuw YO d ap solonpoird op S1Sa10J0103] ¢ NADVIAIL

<\‘

\% T %@ﬁ\@@% a\\%%\»&@

A4 00%

ﬁ 00S
T qd o001

P o q =
VIDONINAN SISO TNDAENL A19VEONd
NOD ¥OT Ad SVILSANA 30 TTdLLTAN ¥Dd




89

ap [93

67-61 A3ud1ded (3 0€-11 9uamed (p
LE~1 2udtoed (§ OATESaN] [013U07) (0
€€-€1 quemed (9 OALISOJ [0U0D) (q
(qdpQ1) sorenaajo]y salopeoIey (v

(Ju/3ng () FF. L U0d OpIua) ‘o7 |8 BSoIeSe

Us ‘spdnmur YD 2p soonpord op SIsa10Jon09[ NIOVIAL

94 00¥
qd 00¢
“qd 0001

83 J o p o q @®

VAODNINAN SISOTNOYAdNL 3 TdvVd0dd
NOD dOTHd SVALSANN 5d A TdIL TN ¥Dd



Op-L1 2mwerded (p
OATIISOJ JONUO)) (D
0ATIESIN Tonuo)) (q
(qdQQ1) SOIBMOI[OJA] SQIOPRIIBIA] (B
"(Juy3ng ) Y.L U0d OpIus] ‘o4z Te vsoreSe ap
[93 ua ‘srdnnw YO d op sojonpoid op SISAIOJONIg < NIOVINI

VADNINA SISO TND¥IdNL 419vd0dd
NOD 4O T4 SVALSANIN dd 4 TdLL TN ¥Dd



0G-97  duaed (7 OAN}ISOJ [onu0)) (9
6€-G1  dwared (2 0ANB3IN [onu0)) (q
L7-6 wuaed (p (qdpQ1) saremosoN Saiopeorep (B
(uy3ng () Yg1q Uoo oprys) ‘o,z Te esolede op (98 ud
‘ordnmnuw YD d op soronpord Sof ap SI1S10J0N(T 9 NAOVIAIL

qd 00v
wﬁ 00S

T qd 0001

Jop 2gqe

VHDNINAIN SISOTADIEFINL dT1dVdOdd
NOD ¥D0Tdd SVILSHNN Ad dTdILTAN ¥Dd



6S-8¢ 23udoed (4 8t-81 Squarord (p

LG=17 dudioed (3 0ATE3aN J011u0)) (0
bS-4T duatoe (3 0ARISO{ [onuo) (q
0S-07 2uaroed (2 (qdQ1) saIBInIS[OJN SaIOpRIIRA (B

([w/30g ) YL U0d OpIUL) ‘047 [ BSOIB3R oD [0
ue ‘ardnnur YO 4 2p soronpoid ap SIS3I0Jon[d / NADVIAIL

qd 00t
qd 00¢
qd 0001

VAONINAN SISOTNDYAINL 419Vd0Odd
NOD dOTHA SVILSHNN dd A TdIL TN ¥Dd



@ £9-6C Auoed (y [S-1T Myuaroed (p
$G-G7 Quaroe ] (3 0AnBSaN [onuo)) (o
£6-€T duatoe( (3 0ANISO{ [0nu0Y) (q
CS-Tg uanoed (9 (qdp1) sore[noo[oj sropeoIRA] (B

(Ju/3ng o) Y414
UOJ OPIUS) "9, [B
BsoJede op (08 U

oldnmur ¥YDHd op
sojonposd op
SISQIOJOIOAq

8 NADVINI

—9d 00%
“7qd 00¢

“qd 0001

y 3 J o p o q ¢®

VADNINA SISO T1DUHLNL A1dvVdOdd
NOO ¥dOTdd SVIALSANN A4d dTdILTNN dDd



€ 09-7¢ uatded (3 OAIJB3aN J04IU0)) (9
89-7¢ @usided (Y 9-1¢ 2uatoeq (9 0A1}ISOd [013U0D (g
L9~€€ auatoey (3 $9-0¢ uarded (p (qdpo1) sarenosjojn salopeolelA (B

‘(Juy/3ng 0) YGLH 10D OPIUS) ‘047 [ esolede

op [98 wa ‘ e[dnmuw YDOd op soronpoid op sisaiojondR[y  § NHOVIAL

.74 00v
«—qd 00¢

“qd 0001

VADNINAW SISO TND YL H1dVd0Odd
NOD ¥OTHA SVILSHNN dd ' TdLL TN d0d



L

€L-6¢ e (Y 69-$ ¢ Auarded (p

Z7/.-8¢€ dquane (3 0ATIR3oU Jonuo)) (9
[L-LE o1us10Rd (3 0ARISO4 Jonuo) (q
0L-9€ quatoed (9 (qdQ( 1) s21eno30JN sa10peoIely (B

(Tw/3ng ) Y1 Uod opiua) ‘047 [e Bsorede ap 193 us
B[ANMW YD 9p S03oNpoId 3P SISAIOFONIT 0] NHOVIAL

gy 8 3 & p o q =®

VADNINAN SISOTNOIFLNL A 1dVHOdd
NOD 40T d4d SVALSANN 4d A TdLLINN |dOd



SL

€L-6€ Susioed (4 9.-0t S1uatoed (p

6L-€t Audloed (3 oAneSaN [04uo)) (3
QL-T duatoed (7 oANIsod jonuo)) (q
LL=1{ dudroed (2 (qdo01) saIBnO9IOIA SetoproIRIA (B

"(Jw/3ng0) YL U0d OpIus) ‘047 [ BSoIETe
op 193 s ‘ordnnw Y4 ap sosonpoid op ssa10jo09d [ NADVINIL

94 00t
“7qd 00¢
«—— qd 0001

_awwoﬁoﬂw

VADNINHN SISO INOEHLNL H'1dvVdOdd
NOD dO1dd SVALSHMN dd A TdILL TN dDd



9L

98-Lt Susloe ] (3 08~ IR (P
$8-0t duaroRd (J OAlRSON [onuo)) (0
[8-C aquaroed (2 OAIISOJ [0nuo0)) (q

SmooC 883662 m&onmoéz (e

3 ¥y 9 p o q ®

VADNINGA SISO TND AL " TdVHOdd
NOD O 1dd SVALSHNN dd A TdIL TN dOd




- L8-8% Suatoed (J 08-v1 d1US19Rd (P 0ANISOd jonuo) (q

18-St judIdRd (@ oAneSsujonuo)d (0 (qdpo) SeIe[nos]oA SI0PRIIRTA (B
(Jw/3ng Q) Yg.1H U0 OpIua] ‘o7 & esotese

ap 193 ua ‘sydnnu YHd op scronpoid op s1s810J01095 €1 NADVIAIL

PR . A4 001
" qdoos

«——qd 0001

VADNINANW SISOTA2¥dLNL 4T1dvd0dd
NOD ¥OTHA SVILSHNN dd A TdLL TN ¥Dd



o gl-gaueroed (- C0-1 dwaroed (p
Z1-¥ 2waroed (3 oane3oN jonuo)) (o
[1-€ Quaroed (§ 0ANIS0d [onuo) (q
€0-7 Awuaroed (2 (qdpQ1) sarenoa]ojy soropeoreA (B

"(Jui/3ng°0) YELH U0d OPIUS) ‘%47 [e soIeSe
9p [93 T3 ‘epepIUe YJd op so1onpord Sp SIsar0jonod[d ¥ NAOVIAL

«—qd 007

y 8 1 9 p o q ®

VHDNINA SISOTNOYHLNL 4 TdVd0Ud NOD D1
A SVALSHNN A VIOIAIDEdSH AIDAdSH VAVAINY dDd



6L

L€-7[2atoed (Y TT-9 o (p

Q7-0191uaror ] (8 OANBZIN [o1U0)) (0
GT-8 2ueroed (J 0ALISOd [onuoy (q
$7-L auaed (2 (qdQQ 1) sore[nosjoN SaIopRIIRA (B

‘(Jwy/3ng () YL Uod Op1us) ‘o,z e esorede
ap [93 uo ‘epepiue YO d Op s01onpoid sof 9p S1S210J0099[q ST NHDVIAI

VADNINHN SISO INOEHdNL H1dVHOdd NOO 4971
A SVALSAON dd VOIATOEdSH AI10ddSd VAVAINY d0d



0G-97 uaIdRd (J OATIISOJ [011U0)) (9
6¢-G1 fuatoed (2 OATIB39U [o1U07) (q
L7-6 uatoed (p (qdp01) S2Ie[ndd]ojA SAIOpRIIBIA (B

"(Jw/3ng () YG.LH U0d OP1US) ‘%7 [e esorese
ap 193 u2 epepIUR YD J 3P S031onpoid SO P SIS2I0JONIIT 91 NADVIAIL

«—qd 007

VADNINAN SISO TNOHHLNL I TdvVd0Odd NOD
A2 THA SVALSHNN dd VOIAIDAdSH I23d5d VAVAINY dDd



'3 0¢-11 =21ua1ded (p

67-61 uarded (8 oane3au jonuo0)) (9
LE-1 USR] (7 0AINSO4 Jonuo) (q
¢cICT UBIEJ (3 (A1) SABTNDA[ON satopeoIeA (V

(u/Sng () Y.L U0d OpIua] ‘047 8 vsolede
ap 198 ud|‘epepiue YO J 2p soronpoid ap s1sa10jon9[g L1 NIADVIAIL

“qd 00T

VADNINAN SISOTNOYHLENL A TdVHOUd NOD 40T dd
SVULSINN Hd VOIJIDAdSA dIDAdSd VAVAINY dOd



8

OAlB3aN [o1uo)) (9

Op-L1 Sruaroed (2 0ATIISO{ [onu0)) (q

=91 2uaroed (p (qdpO1) sarenao]N saiopeorelA (B
(Tuy8ng () Y H Uod OpIua) ‘o7 e Bsorede ap

[98 ua ‘epepIue YO d op soronpoid ap sIsa10J0009[7 T NADVIAIL

“— qd 00z

VADNINHN SISOTNOHHYLL A TdVHOYd NOD dD1dd
SVILSHNN Hd VOIAIDAdSH dI0ddSH VAVAUINY dOd



s 6G-87 LR (Y 8p-81 duaroed (p

LS-17 Auatoed (3 0ANBZAN Jonuo)) (9
S~ S1us1ed (J OATIISO( [01U0)) (q
0S-07 Auaed (2 (qdQQ1) S2IB[NIJ[OIN SJIOpEIIRIA (©

(Twy/3ng () YL V0D OPIUS ‘047 [& BSOIESE
D@ ﬁow uo amﬁﬁﬁﬂqm qOd QU mOHOSUOHQ op mﬂmOHO.wO.H_.ODﬂm 61 NHOVIAL

y 8 J & p o q ®

VADONINAN SISOTNDUHLNL 3 TdVdOdd NOD dO071 4d
SVALSHNIN dd VOIAIDAdSH AIDAdSd VAVAINY d0d



¥8

£9-67 S1UL19.d (4 [G-1C 21ustoed (p

GS-Gz Aquarde] (8 0ATIR3ON [0U0)) (o
€S-¢T auaIoRd (J OADISO{ [o1U0)) (q
7S-7Z Auaroed (9 (qdpO1) ITe[no[OJA seIopeIIR]A (B

"(u/3ng () YL UOd OpIua: ‘o7 T2 BSOIESE
3P [23 uq “epeprue YDJ 9p soonpoid op s1s210J01099[7 07 NAOVIAL

+—qd 00g

VADNINGN SISOTNDYFINL A T1dvVdOdd NOD d4D71dd
SVALSHNN 4A VII4IDAdSH dIDddSd VAVAINY ¥0d



S¥

89-7L s4udtved \Y Y UL =Hueiukd

L9-€€ auaided (38 0ANBGON [013u0)) (9
99-7¢€ Sualded (J OAINSO4 JonuoD (q
CO-1¢ quarded (2 (qdnQ1) S2JTNOS[OTA SoJopeoIRIA(®

(u/3ng Q) WL Uod OpIua} ‘07 [ Bsolede
op 193 U2 ‘epepIuE YO op soonpoid op sisai0jondd(d 17 NEDOVINI

“—qd o0t

y 8 J & p 9 q ®

VADNINAN SISOTNDIdINL HTdVHOdd NOD d40'14dd
SVILSANN dd VIIAIDAdSH AI0AdSdVAVAINY d0d



98

CL-6€ Auaned (4 69-S auatoRd (p

ZL-8¢€ duared (3 0ATIR3AN [01U0)) (9
[L-L€ uatoed (J 0ANISO{ [onuo) (q
0L-9€ uaroe (2 (qdQQ1) SeIBNII[ON SIOpBIIRIA (B

(Tu/3ng () AG.LH U0d OPIUa) ‘047 [8 BSOIBSE 3P
108 ue ‘epeprue YO J ap soonpoid sof ap SISI0JoNI3[H 77 NADVIAIL

“—qd 007

VADNINAN SISOTNDYFANL ATdVHOdd NOD d0T1dd
SVALSHN A vVOI4IDddSd d1DddSH VAVAINY d0d



L8

/L-1+ Juaroed (9

€L-6€ SURTR ] (Y 9L-0F 2uaraed (p
6L-Ct a1uaioe (3 oAU [0NU0)) (9
8L-CTh Ayuatoed (7 0ATISO( JoNU0D) (q

(qdgo 1) SaIe[NI3[OJN SQIOPRIIBIA (B

«—qd 00T

(Tw/3ng 0) Y1 uod
0p1U9] ‘94,7 [& Bsorede
ap [28 U2 ‘epepiue YD J
op sojonpoid ap SISOI0J
-0n9[d €€ NIDVINI

:wwoﬁio@m

VADNINAA SISOTNOIHENL 4 1dVHOdd NOD dO14dd
SVILSHNN dd VOI4dIDddSH 1D0ddSd VAVAINY dDd



88

98-, a1udroed (Y LL~1{ 21usroed (p

¢8-9f ude (3 oAnR3aN jonuo)) (9
18-S QaIoRd (J 0ALISOJ [01U0)) (q
08~ auaroed (9 (qdQ( ) SoIB[NOJOIN SAIOPEIIRIA (B

(Tw/8ng () YG.Lg U0d OPIus) ‘o7 [B BSOIESe
ap 198 U2 epepIue JYHJ ap soronpoid ap SisaIojonddqd +7 NAOVIAI

T

“—qd 00z

VADSNINAN SISOTASYIINL A TdvVdOdd NOO dD’]
dd SVILSANN 4 VOIAIDHAdSH d10ddSd VAVAINY d0d



p 10

L8-8% Auatoed (J oAne3au jonuo)) (9
18-S a1udroe (o oanisod jonuo)) (q
08~ JJusdeJ (p (qdOQT) SAIE[MII[OIAN SaIopratel (B
(w/3ng () YLILH U0d OpIUS) ‘047 [€ BSOIETE
5 Us epepIue YD J op soronpoid op s1sa10J0099[T $7 NADVIAIL

T qdooc

J 2 p o q ¢®

VADNINA SISOTAOUAINL H7dvdO¥d NOD dD1
HA SVALSHNN A VOI41DddSd A10ddSd VAVAINY dDd



06 Souad

a1} SO] 9D BaUBNUIS 019S][ UOToIosUT 9P BIOUANIAS (P
uorordyi[dwry (g £ 3 B][® OUdSIIUR [P UAD) (O
o1o'A TLIIR)) (J oanedaN [onuo)) (q
0 diu uan (9 (qdp01) S9IB[NOOJN SSI0PRIIBIA (B

(Tw/3ng°0) YL U0d OPIUSY “%4T
Te BSOIe3R op 93 U2 YD J 2p so1onpoid ap S1S210JonII[H 97 NHOVINI

St o

++—qd 00¢
+—qd 00¢
+—q4 0001

y 8 J 2 p 2 q =®

HTdILTANW d40d Hd VINHLSIS



t6 oAle3aN jonuoD (Y sisopnodagny W ep NAV P su 1 (p

sisomodagn; W ep NAv ap 8d 1 (8 s1sofno.42gny W Op NV 9p Su 1 (0

s1sopno42qny gy op NAvV op  3d o1 @ sisofno42qny Jy 9p NAV 9P 2u 007 (9

s1somo4agng A 9p NAv op.3d gp1 (@ {qd(Q1) SaIe[N00]OJA] SeI0opeoIe]A (B
‘(Ju/8ng 0) WELY U0d OPIUS) %47 [& esoese

op 198 ue ordnnuw YO d ap so1onpoid Sp SISaI0JoNodd L7 NADVINIL

qd 00¥
qd 00¢
qd 0001

gy 3 31 2 p 92 q ®©

HTdILTON ¥Dd VT Hdd AVAT'TIHISNAS



26

OAlBSaN [onuo)) (w
sisopnodaqng W op NAV 9p 3e 01 (]
s1sonoLaqni Jy 3p NAV 9p Fe 001(Y

sisopnadaqny py op NAV op 87 1 ([
sisono4aqni JA °p NAV 2P 53 01 (1

wiy {f 1y3 japogqge

sisojno4aqni W 2p NAV P 83 001 (4
sisomodaqn] ¥ °p NAv 9p 8d | (8
sisojnodaqn J¥ 9p NAV 2p 3d 01 (J

s1s0no.42qny JA7 9p NAV °p  8d 001 (o
sisopno4aqn; Y 8p NAV op 8u | (p
sisojnodagnl ¥ 9P NAV 2p 3u o1 (2
sisopna4aqny Py 9p NAV 9P 3u 001(q
(qdpQ1) seIe[no2ON saiopedIRIA (B

«—qd 00T

([w/3ng"0) Y.LF u0d
OpIUal ‘o7 e BSOIR3R
ap 128 uo epepiue YDd
ap sojonpoid ap
SIS2J0JOIII3]H

8¢ NADOVIAI

VOIAIDAdSH d1D0ddSd VAVAINY dDd VT1dU AVAT TIdISNIS



XL 7 SENSIBILIDAD EN PCR MULTIPLE

Cantidad minima de | Amplificaccién | Amplificacion | Amplificacién Nimero
ADN de de la secuencia | del antigeno | del gen mtp 40 tedrico de
M. Tuberculosis, para de insersion alfa micobacterias
lograr amplificacion, 156110 (3,4143)
l0ng Si Si Si 2 000 000
Ing No Si Si 200 600
0.1ng No No Si 20 000

XITL8 SENSIBILIDAD DE LA PCR ANIDADA

Cantidad minima de ADN de

Amplificacién

Nuamero tedrico

M. Tuberculosis, para lograr interna del gen de
amplificacion mitp 40 niicobacterias
{3,41-43)
0.01pg Si 2
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X119 ESPECIFICIDAD PARA PCR MULTIPLE Y PCR ANIDADA

Se analizaron 10 muestras clinicas de liguido cefalorraquideo de pacientes con diagnostico
confirmado de otra etiologia diferente a tuberculosis meningea, sometiéndolas a la prueba de PCR

mitltiple y posteriormente a PCR amdada, obteni¢ndose los siguientes resultados:

PACIENTE DIAGNOSTICO CLINICO PCR PCR
MULTIPLE | ANIDADA
L-01 Neurocisticercosis Subaracnoidea y del 1V | Negativo Negativo
ventriculo
L-02 Astrocitoma Negativo Negativo
L-03 Meningioma del tentorio Negativo Negativo
L-04 Ancurismo  de  Arteria  Concominante | Negativo Negativo
Posterior
L-05 Hidrocefalia Negativo Negativo
L-06 Meningioma del tentorio Negativo Negativo
L-07 Neurocisticercosis del I'V ventriculo Negativo Negativo
L-08 Neurocisticercosis det 1V ventriculo Negativo Negativo
L.-09 Hemorragia Subaracnoidea Negativo Negativo
L-10 Meningioma del tentorio Negativo Negativo
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XIV. DISCUSION DE RESULTADOS

Se lograron establecer los parametros de tiempos, concentraciones y temperaturas de las
reacciones de amplificacion tanto para la PCR multiple como para la PCR anidada, cabe
mencionar que bajo tales condiciones se cbtuvieron los mejores resultados de
amplificacion para ambas metodologias.

La PCR milltiple aplicada en éste estudio permitid la amplificacion simultanea del gen
mip 40 especie-especifico de M. fuberculos:s, del elemento de insercion 1S6110 y del gen
del antigeno alfa, con bandas de longitudes de 396 pb, 984 pb v 506 pb respectivamente,
en una cepa iipo de Mycobacterium tuberculosis aislada de pulmon humano, utilizada
come control positive a lo largo de este estudio Por lo que en una sola determinacion
puede identificarse a Mycobacterium tuberculosis y distinguirse de Mycobacterium bovis
y de otras micobacterias no tuberculosas, dade que el gen que codifica para la proteina
denominada mip 40 solamente se encuentra en M. fuberculosis y no en otras especies de
micobacterias

Se procesaron en el estudio 48 especimenes clinicos de liquido cefalorraquideo, de
pacientes independientes, gue tenian altas probabilidades de presentar tuberculosis
meningea

Mediante la prueba de PCR multiple se esperaba identificar cualquier micobacteria que
estuviese presente en los especimenes clinicos de tales liquidos cefalorraquideos
procesados en este estudio, sin embargo no fue asi, dado que se obtuvieron resultades
indeterminados para 8 pacientes y negativos para 40, por lo que fue necesario utilizar

adicionalmente la PCR anidada en los 48 casos. Dado que ésta Gltima incrementd la
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sensibilidad del sistema PCR multiple fue posible encontrar en 23 LCR la presencia de
ADN de Mycobacterium tuberculosis.

Tal incremento en la sensibilidad del sistema PCR multiple mediante la PCR anidada fue
indispensable, dado que se considera que en especimenes clinicos de tipo extrapulmonar,
tales como el liquido cefalorraquideo, los bacilos generalmente estan en escasas
cantidades o bien no se encuentran, de acuerdo con lo publicade por algunos autores

(26,27.41)

El [imite de deteccidn en ¢ste estudio para fa prueba PCR multiple fue de 100 pg de ADN
de M. tuberculosis, mientras que la sensibilidad de la PCR anidada fite mayor, dado que
hubo amplificacion hasta en 10 {g de ADN de M. mberculosis, lo cual corresponderia
tedricamente a 2 micobacterias, de acuerdo con lo publicado por algunos autores
(3.42.43.44) A diferencia de 1pg de ADN encontrado para PCR por Del Portillo y col (45)
Con lo anterior se demostrd la alta sensibilidad de la prueba PCR anidada.

Para conocer la especificidad del sistema PCR muiltiple, se procesaron 10 especimenes
clinicos de LCR, cuye diagnostico habia sido previamente realizado, reportando
etiologias diferentes a micobacterias Los resultados fueron negativos para los 10 casos
Posterior a ello se sometieron las 10 muestras previamente amplificadas por PCR
miiltiple a la prueba PCR anidada, obteniéndose resultados negativos para los 10 casos
Con esto se confirmé la alta especificidad (100%) de las pruebas de PCR multiple y PCR
anidada

De los 48 especimencs clintcos de LCR  se sembraron 30 de eflos en medio de
Lowestein-Jensen y después de 15 dias de incubacion hubo crecimiento en la muestra

16-42. y después de 30 dias de incubaciéon hubo crecimiento en las muestras 10-28 y
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38-72, cabe mencionar que dichas muestras habian revelado resultados positivos por la
prueba de PCR anidada.

Posteriormente se realizé la tincion de Ziehl-Neelsen para identificar bacilos acido-
alcohol-resistentes en esos tres cultivos, sin embargo no file posible, sélo se encontraron
cocos y bacilos muy pequefios que no presentaban la caracteristica de ser acido-alcohol-
resistentes.

Por tanto se considera que el aislamiento de la micobacteria no se logrod probablemente
porgue ¢l nimero de micobacterias presentes en LCR fue escaso y sumando a ello la baja
sensibilidad que tienen tales metodologias, de acuerdo con lo pubhcado por algunos
autores y finalmente aunando la posibilidad de la incapacidad de las pocas
micobacterias para no adecuarse al medio, provoco la falta de crecimiento

Finalmente para tener mayor confiabilidad de la técnica de tincidn que se estaba
utilizando, se hizo una tincion de la cepa de Mycobacterium tuberculosts utilizada como
control positivo a lo largo de este estudio, revelando bacilos acido-alcohol-resistentes,
por lo tanto se consideran confiables los resultados obtenidos de la tincidon de Ziehl-

Neelsen de los tres cultivos en cuestién
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XV. CONCLUSIONES

Se logré establecer una metodologia de PCR multiple cuya rapidez y
espectficidad juegan papeles importantes en la oportunidad y confiabilidad de los
resultados para ayudar en el diagndstico de la tuberculosis meningea

Asi mismo, se logrd establecer una metodologia de PCR anidada especie-
especifica, para la identificacion del ADN de M. fuberculosis en especimenes
clinicos de LCR, incrementandose notablemente la sensibilidad del sistema de
PCR Por tanto, se logré la implementacton de un sistema de Biologia Molecular
que consta de PCR multiple y PCR anidada especie-especifica para A
tuberculosis, cuyos parametros de rapidez y especificidad permiten obtener
resultados oportunos y confiables que pueden ayudar en el diagndstico de la
tuberculosis meningea, y en particular la sensibilidad de la PCR anidada especie-
especifica que es bastante aceptable

Se logro la comparacion de los resultados obtenidos por Biologia Molecufar de 30
especimenes clinicos de LCR, con los obtenidos por cultivo en medio de
Lowestein-Jensen, asi como por tincion de Ziehl-Neelsen para bacilos acido-
alcohol-resistentes para aquellos casos en los que hubo crecimiento en dicho
medio

Dando como conclusion de ello, que por los métodos tradicionales no fue posible
detectar a Mycobacterium tuberculosts en LCR al menos en este estudio, sin
embargo mediante el sistema de Biologia Molecular que se aplico en este
proyecto, fue posible identificar tal bacterta en 23 de los 48 casos estudiados,

consumiendo un tiempo de 3 dias aproximadamente el analisis de un paciente.
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XVi PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES

Se considera que la metodologia utilizada en este estudio esta disefiada no
solamente para aplicarse en el diagnostico de tuberculosis meningea, es decir
trabajando con muestras clinicas de liquido cefalorraquideo, sino que podria
aplicarse a cualquier otro tipo de tuberculosis extrapulmonar dado que todas ellas
son consideradas de dificil diagndstico, como puede ser la renal, pleural, miliar,
cutanea, etc.

Para lograr resultados confiables en el diagnéstico de tales casos de tuberculosis,
es necesario aplicar tratamientos adecuados a las muestras biologicas, previo al
aislamiento del ADN, para asi lograr obtener ADN de una pureza aceptable y
que finalmente pueda someterse a amplificacion por PCR multiple y PCR
anidada

Aun cuando existen algunos métodos sencillos y otros relativamente rapidos
para el diagndstico de la tuberculosis pulmonar, mismos que son aplicables a la
fecha en la gran mayoria de los laboratorios de rutina, estos no ofrecen la
sensibilidad y especificidad requeridas. afectando el control y cuidado de los
pacientes con tuberculosis Por tanto las muestras de esputo podrian recibir
tratamientos previos al aislamiento dei ADN, logrando su descontaminacion y
permitiendo obtener resultados mas confiables y en menor tiempo, a través de

metodologias de Biologia Molecular
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$in duda alguna, seria un gran avance el lograr tener laboratorios de rutina con
metodologias de Biologia Molecular, como la descrita en este trabajo, para el
diagndstico de la tuberculosis tanto extrapulmonar como pulmonay, sin embargo
se sabe que hasta ef momento y por lo menos dentro de algunos afios no podra ser

posible realizarlo, debido a la infraestructura y capacitacion que ello implica
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