74

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS COMO
POSIBLE AGENTE ETIOLOGICO DE UNA
POLIRRADICULONEUROPATIA

TESIS CON
TALLA DE ORIGEN

1 - 8
QUE PARA QBTENER EL TITULD OE

B I o L O G A

] R € S E N T A

MARIA CONCEPCION GARCIA OLVERA

DIRECTOR DE TESIS:
DR. EDUARDO SADA DlAZ

B

uuu.:}on:crmcus MEXICO, D. F.

NAM

2002

JLTAD L CLECIAS
FACULTAD L Cli
SECCiO:¢ LuTOLAR




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



M. EN C. ELENA DE OTEYZA DE OTEYZA
Jefa de la Divisién de Estudios Profesionales de la
Facultad de Ciencias

Presente

Comunicamos a usted que hemos revisado el trabajo escrito:

"Mycobacterium tuberculosis como posible agente etioldgico de una

polirradiculoneuropatia."

realizadopor Maria Coricepcidn Garcia Olvera
con nimero de cuenta 92516 90-6, quién cubri6 los créditos de la carrera de Biologia.
Dicho trabajo cuenta con nuestro voto aprobatorio.

Atentamente

Director de Tesis g %;ZZ / .
-~

Propietario pR. Eduardo Sada Diaz
: ‘&\A\(@_\\w

Propietario DR. Guillermo Sarlrg:adéfMaldonado

Propietario Q.F.B. Maria del Carmen Sarabia Leon

Suplente BIOLOGO. Rogelio Aguilar Aguilar /\)\/
I

Suplente BIOLOGO. Rosa Griselda Moreno Navarrete

FACULTAD DE CIE C1%S
U.N.A.M.
Consejo Depa talde  BIOLOGIA EIeE

w
DRA. PATRICIA RAMOS MORALES 5 3
DEPARTANMIENTO
DL BIOLOGIA

LGnt .




El proyecto se realizo en el Departamento de Microbiologia del Instituto nacional de
Enfermedades Respiratorias bajo la direccion del Dr. Eduardo Sada Diaz.




DEDICATORIA

A EL

por que siempre ha estado presente en mi corazén e iluminado mi camino.

Gracias por todo.

A ELLA
que me ha ensenado que el valor esta en todo lo que logramos.
Por su honestida, fuerza, ejemplo y el amor brindado.
Gracias.

A TI
por el amor y felicidad compartida cada dia de nuestras vidas.
' Gracias.

A ELLOS

por todos los momentos compartidos y carifio que nos une.




INDICE

Pagina
Abreviaturas..............ccceeiiiiiineiieniiene e S TP 1
1. INrOdUCCION. .....eeveeiiiieeceeeceereeeeeeeaas ....... a2
2. Planteamiento del Problema......................... ettt 16
3. ODJEHVOS......couerrirereecencencrcaaecacarenne SEHRRRE
4. Metodo.........ooiiiiiiiiei Veeeass
5. Resultados...........cccccueveruenueceeaneies , »
6. Discusion...............ccccoiinit
7. |
8. Bibliografia.................... i B S e I 39
9. Apendlce ................. 45




ABREVIATURAS

SNC Sistema Nervioso Central

SGB Sindrome Guillain Barré

PDIC Polirradiculoneuropatias Desmielinizantes Inflamatorias Crénicas
LCR Liquido Cefalorraquideo

VIH Virus Inmunodeficiencia Adquirida
B Tuberculosis

MTB Mycobacterium tuberculosis
BAAR Bacilos Alcohol Acido Resistentes
oMSs Organizacion Mundial de la Salud
T™BM Tuberculosis Meningea

ADN Acido Desoxirribonucléico

PCR Reaccién en Cadena de la Polimerasa
dNTP’s Desoxinucledtidos trifosfatados
1IS6110 Secuencia de Insercién 6110

pb Pares de bases

MPM Marcador de peso molecular
NCC Neurocisticercosis

ELA Esclerosis Lateral Amniotrofica
HSA Hemorragia Subaracnoidea

EVC Enfermedad Vascular Cerebral
PFP Paralisis Facial Periférica

METB Meloma tuberculoso




1. INTRODUCCION.

Las infecciones agudas del Sistema Nervioso Central (SNC) tienen diferentes
formas clinicas de presentacion dependiendo de los factores generales de toda
enfermedad infecciosa, de la capacidad patdgena del germen y de los mecanismos
defensivos del huésped.(1)

A continuacion se describe una de las infecciones del SNC segun las formas de

presentacion clinica que podemos encontrarnos:

NEUROPATIAS.

La neuropatia periférica, es un término genérico que indica un trastorno del nervio
periférico de cualquier causa, las manifestaciones pueden ser desconcertantes y
complejas. La neuropatia denota trastornos funcionales, cambios patolégicos o ambas
cosas en el sistema nervioso.

Las neuropatias periféricas son la causa mas comun de insuficiencia auténoma
cronica que afectan a las fibras pequefias mielinicas y amielinicas de los nervios
simpatico y parasimpatico.

Sintomas y signos:

Los primeros sintomas suelen ser sensitivos, y consisten en sensacion de
hormigueo, quemazoén, pinchazos o disestesias en banda en los talones o las puntas
de los dedos de los pies o de forma generalizada en las plantas, suelen ser
simétricos con una progresién distal en intensidad.

Al evolucionar el trastorno, suele producirse un déficit pansensitivo en ambos
pies, pérdida de reflejos aquileos y debilidad de la flexion dorsal de los dedos de los
pies. Cuando el déficit sensitivo ha alcanzado la parte superior de la espinilla, suelen
apreciarse disestesias en las puntas de los dedos de las manos. El grado de dolor

espontaneo es variable.




La mayor parte de las neuropatias afectan a las fibras de cualquier tamano
aunque a veces la lesion es selectiva para las fibras grandes o pequefas. Las
neuropatias periféricas son la causa mas comun de insuficiencia autonoma crénica.

2)(3)

Clasificacion:

De acuerdo con la citado por Harrison en 1998, las neuropatias se clasifican en
sindromes segun la cantidad y forma de la afeccion:
1. Sindrome de paralisis motora aguda ascendente con alteracion variable de la
sensibilidad. (Sindrome de Guillain- Barré)
2. Sindrome de Polineuropatias simétricas y asimétricas subagudas. (Deficiencias
vitaminicas, por farmacos, y metabodlicas)
3. Sindrome de Polineuropatia Crénica Sensitiva y Motora.
4. Neuropatias genéticamente determinadas.
5. Polineuropatia Crénica Recurrente.
6

. Sindrome de Mono o Polineuropatia.

ASPECTOS ETIOLOGICOS.

Polineuropatia desmielinizante aguda. Es sindnima del término Sindrome de
Guillain-Barré (SGB).El paciente presenta como antecedente una infeccion,
clinicamente manifestada por la elevacion de los titulos de los anticuerpos séricos,
entre una y tres semanas antes dei inicio de la neuropatia. Algunos casos parecen
desencadenados por gastroenteritis por Campylobacter jejuni. La mayor parte de los
datos sugiere que el SGB es un trastorno de tipo inmunitario, su inmnopatogenia sigue
siendo desconocida.
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El Sindrome Guillain-Barré es una complicacion rara de la infeccion por
Campylobacter (1 de cada 1000 a 2000 casos). Sin embargo debido a la elevada
incidencia de infeccion por _Campylobacter, se calcula en el momento actual que
las infecciones por Campylobacter desencadenan un 10 a 30 % de todos los
casos de Sindrome Guillain-Barré. Las manifestaciones clinicas tipicas del Sindrome
Guillain-Barré comprenden paralisis motora y aumento del nivel total de proteinas en
el liquido cefalorraquideo (LCR) al final de la primera semana desde el inicio de la

sintomatologia. (5)(6)

Neuropatias desmielinizantes adquiridas. Estos trastornos se encuadran en dos
grupos principales: la forma aguda llamada SGB y las formas mas crodnicas,
habitualmente denominadas polirradiculoneuropatias desmielinizantes inflamatorias
cronicas (PDIC). El diagnostico esta basado en el reconocimiento del patréon clinico y
de otras caracteristicas, como la elevacion en el nivel de proteinas en el liquido
cefalorraquideo.

Generalmente se acepta que este grupo de neuropatias esta producido por
mecanismos inmunitarios, aunque se desconocen los antigenos especificos
implicados, los acontecimientos importantes de la respuesta inmunitaria y el motivo de
su activacion. Tampoco se sabe si el SGB y las PDIC comparten una inmunopatogenia

comun.

Neuropatias de la infeccion por VIH. Las neuropatias son frecuentes en la infeccion
por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), pero existen diferentes tipos de
neuropatia segun el estadio de la enfermedad. El SGB o las PDIC son las neuropatias
mas probables tras la seroconversion positiva y en la fase asintomatica de la infeccion
por el VIH. (2)




En el presente trabajo se estudiara pacientes con Sindrome Guillain Barré, ya que
antecedentes clinicos demuestran que anteriormente tuvieron que ver con infeccion

por Mycaobacterium. tuberculosis (MTB) y esta podria ser una causa de neuropatia.

CARACTERISTICAS DE M. tuberculosis.
La tuberculosis (TB) humana es una enfermedad infecto-contagiosa causada
principalimente por M. tuberculosis (MTB), aunque en ocasiones puede ser causada

con menor frecuencia por Mycobacterium bovis. (7)

Estos microorganismos son parasitos intracelulares con una gran capacidad
para sobrevivir dentro de los macréfagos haciendo uso de mecanismos de evasion
como son: 1) inhibir la fusion fagosoma - lisosoma a través del bloque de la enzima H+
ATPasa de membrana y no permitir la acidificacion del fagosoma, 2) mostrar
resistencia a radicales libres de oxigeno y nitrogeno, y 3) escapar al citoplasma y
multiplicarse intracelularmente. (8)

Las micobacterias pertenecen a la familia Mycobacteriaceae del orden
Actinomycetales y de la clase Schizomicetos. De las especies patogenas que
pertenecen al complejo M. tuberculosis el agente mas frecuente e importante como
causa de enfermedad humana es el propio MTB. (9)

La micobacteria es un bacilo delgado, ligeramente curvado, de 1 a 4 micrones
de longitud, que se tine en forma irregular, dando un aspecto en cuentas de
rosario.

Tiene la pared celular mas compleja que todas las bacterias conocidas, una
membrana dos veces mas gruesa y fuerte que la de los bacilos gram negativos.

En la pared celular de las micobacterias los lipidos ( por ej. acidos micélicos) estan
unidos a arabinogalactana y peptidoglucanos. Esta estructura es la responsable de la
muy escasa permeabilidad de la pared celular y por tanto, de la ineficiencia de ia
mayor parte de los antibidticos frente a estos microorganismos. Otra molécula de la

pared de las micobacterias, la lipoarabinomanana, implicada en la interaccion



patéogeno - hueésped y facilita la supervivencia de MTB en el interior de los
macroéfagos. (10)

M. tuberculosis es un parasito estricto que puede persistir en bacteriostasis por
largos periodos en el interior de las células, no tiene toxinas conocidas.

Es un microorganismo aerobio y tiene un metabolismo y crecimiento que varia, de
acuerdo a la tension parcial de oxigeno en el drgano o lesidn donde se localice la

infeccion. ((12)(13)(14)

EPIDEMIOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS.

Se ha estimado que aproximadamente una tercera parte de la poblacién mundial
(1,700 millones) ha sido infectada por M. tuberculosis, constituye un serio problema
de salud a nivel mundial y la mayor parte de esta poblacion se encuentra
principalmente en los paises en desarrollo y estd en riesgo de desarrollar la
enfermedad.(39)

La forma pulmonar se presenta en aproximadamente el 90% de los casos, un 6%
manifiesta en el Sistema Nervioso Central, un 2% se encuentra en el aparato digestivo
y un 2% en otras localizaciones.

En el ano de 1995 |a Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) reporté que un
tercio de la poblacidn mundial ha estado en contacto con M. tuberculosis, 8 millones
de personas tienen la enfermedad y anualmente se registran 3 mililones de muertes
por tuberculosis. Se prevé que durante los proximos diez afios 90 millones de

personas padeceran la enfermedad.(19)

Existen factores de riesgo que contribuyen al desarrollo de la enfermedad y
algunos de ellos son los escasos recursos economicos, ia faita de atencién medica, la
desnutricion, los estados de inmunodeficiencia, la sobrepoblaciéon, el aumento de la

esperanza de vida, el hacinamiento y la mala ventilacion en la vivienda.




El resurgimiento de la tuberculosis ha ocasionado que el area de la salud impulsen
los estudios de investigacion para el diagnostico, la prevencion y el control de la
enfermedad.(40)

La tuberculosis en México de acuerdo a los reportes de |la Secretaria de Salud con
respecto a la mortalidad en 1993 el 81.6% fueron causadas por la tuberculosis

pulmonar, el 1.3% por tuberculosis meningea y el 17% por otras formas. (7)

PATOGENESIS DE LA TUBERCULOSIS.

La transmisidn de M. tuberculosis se da principalmente por via aérea, mediante la
inhalaciéon de la micobacteria contenida en el nucleo de una gotita de saliva
proveniente de un paciente con TB pulmonar activa al toser y/o estornudar. (16)(17)

Cuando la micobacteria ilega al pulmoén se enfrenta a los macréfagos alveolares
que constituyen la primera linea de defensa en el puimén. En un individuo
inmunocompetente la infeccidn es controlada, mientras que en un individuo con una
deficiente respuesta inmune la infeccion progresa hasta la forma activa de la
enfermedad. En este caso, en pocos dias el microorganismo se multiplica
ilimitadamente en el interior del macréfago evadiendo los mecanismos bactericidas
intracelulares hasta que la célula muere y las nuevas bacterias son ingeridas por otros
macrofagos repitiendose el proceso, hasta que en el sitio se forma la lesion
primaria.(7)(9)(37)

Si los macréfagos son incapaces de matar a la micobacteria, ésta se muitiplicara
libremente en el citoplasma, pudiendo llegar a destruirios, liberandose en el medio
extracelular y algunas micobacterias seran transportadas por la circulacion linfatica o
dentro de los macréfagos a los ganglios hiliares y del mediastino; desde alli entran a
torrente sanguineo y se diseminaran por todo el organismo, produciendo las formas

extrapulmonares de la enfermedad.




En el humano la resistencia frente a la tuberculosis depende esencialmente de la
inmunidad mediada por células confiriéndole cierta proteccion y los macréfagos y los

linfocitos T son las células involucradas en este tipo de respuesta.

Los macrofagos son células efectoras al fagocitar a la micobacteria para
posteriormente funcionar como célula presentadora de antigenos ante los linfocitos T,
lo que estimuiara la produccion de citocinas. De esta manera los macréfagos pueden
condicionar el tipo de respuesta inmune secundaria. Sin embargo, la misma respuesta
inmunoldgica puede ser la responsable indirecta del dafo tisular caracteristico de la
enfermedad.

En la tuberculosis la respuesta inmune es muy variable, dependiendo de varios
factores como son las caracteristicas genéticas del individuo, de su edad, de sus
condiciones nutricionales y del ambiente epidemiolégico que lo rodean.(17)(18)

FORMAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD.

tuberculosis pulmonar: Es la principal forma de la enfermedad condicionada en
parte por la via de entrada de la micobacteria y se identifica por la presencia de
tubérculos y necrosis caseosa, que en la mayoria de los casos provoca un cuadro
créonico caracterizado por tos, expectoracion, fiebre y ataque al estado general,
aunque en la tercera parte de los casos existe afeccion de otros érganos. La infeccion
en el puimoén puede condicionar a las formas extrapulmonares como: TB renal, TB
pleural, TB meningea. Consideranso la patogenia de la infeccion, la bacteria puede
diseminarse de los pulmones, que constituye la principal via de entrada, hacia los
sitios como son los ganglios linfaticos, os rifiones, los cuerpos vertebrales y el sistema
nervioso central por via hematoégena para posteriormente crear focos de infeccion que
daran origen a las formas extrapulmonares de la enfermedad. (7)(9)(10)




tuberculosis meningea: La tuberculosis meningea (TBM) se presenta con mayor
frecuencia en menores de 10 afos representa aproximadamente el 5% de los casos
extrapulmonares. Su desarrollo sigue a una diseminacién hematégena de M.
tuberculosis al Sistema Nervioso Central ocurrida durante la etapa de infeccion inicial
o mas tarde como resultado de la caseificacion del sitio primario u otros sitios. (38) En
la niflez, con frecuencia la infeccidn es sintomatica con tendencia de producir la
linfadenitis extensa o diseminacién linfohematoégena progresiva con enfermedad miliar
o meningea. El inicio de la infeccion se manifiesta por fiebre y tos leve, que se
resuelve en unos pocos dias. La TBM se acompafia de meningitis en un 30% de los
casos. Durante la diseminacion linfohematogéna, la micobacteria puede alcanzar todas
las partes del Sistema Nervioso Central y producir meningitis tuberculosa,
tuberculomas y abscesos cerebrales tuberculosos. Los signos y sintomas dependen en
gran medida del sitio de las lesiones y de su grado de extension.(5)(3)

La TBM es consecuencia del desrrollo de tubérculos, lesiones subpiales, que se
desarrollan posteriormente a diseminaciéon temprana hacia el SNC. Se desconocen los
estimulos especificos de estas lesiones, sin embargo, se cree que existen mecanismos
inmunolégicos involucrados en estos procesos. Cuando las lesiones se llegan a
romper en el espacio subcranoideo o0 en el sistema ventricular ocasionan la

meningitis.(20)

DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS.

El bacilo tuberculoso no sélo puede afectar a casi todos los érganos, sino tambien
da lugar a cuadros clinicos polimorfos con afectacion sistématica. Por ello, se debe
sospechar la infeccion tuberculosa ante cualquier cuadro clinico compatible con esta
enfermedad (sintomas respiratorios, poliadenopatias, derrame pleural, sindrome
constitucional o cuadro febril), sobre todo en los individuos pertenecientes a grupos de
mayor incidencia. Se recomienda ademas investigar su posible presencia en toda

persona que consulte por sintomatologia respiratoria ( tos,expectoracion, hemoptisis,
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dolor toraxico) de dos o mas semanas de duracidén, sin otra causa conocida. El
diagnostico de certeza se basa en el aislamiento de M. tuberculosis y, por tanto, en el
cuitivo del microorganismo; los otros métodos sélo proporcionan un diagndstico de

sospecha, con mayor o menor especificidad.

1. Estudios de imagen. La radiografia de térax es un método sensible pero muy poco
especifico para el diagnostico de la tuberculosis pleuropulmonar. Su utilidad es
limitada ya que existen imagenes radiolégicas muy similares a las producidas por
infeccion con M. tuberculosis que son ocasionadas por otros microorganismos
infectantes e incluso por enfermedades pulmonares de tipo no infeccioso. Estos
problemas han determinado que para establecer un diagnéstico acertado es necesario
respaldarse en pruebas bacteriologicas de laboratorio como son el aislamiento e

identificacion de la bacteria.

2. Estudios microbioldgicos. El esputo es el especimen mas frecuente examinado
para la deteccidn de bacilos acido-alcohol resistentes (BARR). Se deben recoger un
minimo de tres especimenes en dias sucesivos. La concentracion de! bacilo
tuberculosos en esputo esta estrechamente relacionada con el caracter y la extension
de la lesion pulmonar. El lavado gastrico puede ser (til cuando no se puede obtener
esputo. También es posible determinar la micobacteriemia con los métodos

microbioldgicos actuales.

a) Examen microscoépico. La observacion directa de micobacterias mediante Ia
tincion de Ziehl-Nielsen en cualquier muestra bioldgica posee altas especificidad y
sensibilidad diagnésticas. También es posible la visién directa de micobacterias con la
tincion de auramina-rodamina, que posee mayor sencibilidad pero requiere un
microscopio de fluorescencia. Siempre debe confirmarse con el cultivo para descartar-

otras especies de micobacterias.
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b) Cultivo. E! cuitivo del bacilo de Koch es el Unico método de certeza diagndstica.
Con el método tradicional de Lowénstein el crecimiento se obtiene a las 2 6 4 semanas
de la siembra, pero no puede detectarse su positividad hasta las 6 u 8 semanas.

El cultivo constituye el estandar de oro y proporciona una especificidad del 100%
ademas de permitirnos realizar pruebas bioquimicas de caracterizacion y pruebas de
susceptibilidad a los aislados. Sin embargo, la principal desventaja que tiene son los

largos periodos de tiempo que se requieren para obtener los resultados.

3. Estudio histologico. Es especialmente util en el diagnéstico de la tuberculosis
extrapulmonar si se han excluido otras enferrmedades granulomatosas. La presencia
de granulomas sugerentes de tuberculosis (granulomas epiteloides con necrosis
central caseificante) en una muestra suele ser suficiente para iniciar el tratamiento. Es

necesario procesar microbiolégicamente las biopsias para confirmar el diagnostico.

4. Otras pruebas. Otra alternativa para el diagndstico han sido las técnicas
inmunoenzimaticas (ELISA) que nos permiten analizar la respuesta humoral de los
pacientes con tuberculosis hacia determinados antigenos micobacterianos y han
mostrado ser utiles en algunas situaciones clinicas, pero su sensibilidad y
especificidad en términos generales son poco satisfactorias .(41)

Un método actual que se encuentra en desarrollo es La Técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR). Permite el diagndstico rapido de la enfermedad (72
horas), en muestras con minimo indculo (LCR y liquido pleural), y detecta de manera
temprana la presencia de mutaciones genéticas que codifican resistencia a farmacos,
para su uso conjunto con el cultivo en el procesamiento de muestras respiratorias que
sean tincion BARR positivas y procedan de enfermos no tratados, siendo su
sensibilidad y especificidad del 95.5% y 100% respectivamente.(21)(22)(23)(24)(25)
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REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

El termino Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) creado por Kary Mullis en
1983, se aplica al proceso bioquimico in vitro de un fragmento especifico de ADN en
unas cuantas horas, mediante el cual las cadenas individuales del ADN molde son
duplicadas por la ADN polimerasa en cada uno de los ciclos de amplificacion
(generalmente de 20 a 30), al final de cada uno de los cuales las nuevas cadenas
vuelven a ser duplicadas por la misma enzima, al servir como molde de ADN
lograndose una produccion exponencial de millones de copias del gen o segmento de
ADN especifico sometido al proceso. Los componentes requeridos para un PCR son:
molde ADN, iniciadores (oligonucledtidos) especificos que limitan el gen o fragmento
de ADN de interés en la amplificacion, mezcla de desoxinucleétidos (dNTP s); solucion
amortiguadora de reaccion, y la enzima ADN polimerasa. (26)

Cada uno de los ciclos de reaccion consta de tres pasos determinados por
temperaturas y tiempos especificos, que son: 1) Desnaturalizacion (94-95°C), en el
cual se separan las dos cadenas complementarias del ADN por efecto de la
temperatura y en presencia de un exceso de los dos oligonucledtidos, los cuatro
dNTP’s y la Taq polimerasa. En este paso, las dos cadenas de ADN se separan dando
lugar a cadenas sencillas de ADN. 2) Union 6 alineamiento de los iniciadores, la
temperatura de la mezcla de reaccion es disminuida para permitir que los
oligonucledtidos iniciadores se unan por complementaridad a las cadenas sencillas de
ADN en su extremo 5' y funcionen como iniciadores de la sintesis. Tipicamente estos
oligonucledtidos iniciadores tienen secuencias diferentes entre si y son
complementarios a las secuencias de las cadenas opuestas del molde de ADN,
ademas limitan el tamano del fragmento que va a ser amplificado. La temperatura de
unién depende de la longitud y secuencia de los oligonucledtidos. 3) Y por ultimo la
sintesis de las nuevas cadenas (70-74°C) del ADN llevada a cabo por la enzima Taq
polimerasa.

Con la sucesion de ciclos se logra una sintesis exponencial del segmento de ADN

especifico. Al final se tienen millones de copias de un fragmento de ADN de doble
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cadena con un peso especifico. (26)(5) Los productos amplificados son analizados
por medio de una electroforesis en gel de agarosa y son teriidos con Bromuro de
Etidio y las bandas de amplificacion se observan bajo luz ultravioleta.(36)

Cabe mencionar que fragmentos mas largos de ADN son generados durante la
reaccion, ya que los productos que se generan en los primeros ciclos son moléculas
de ADN heterogéneo, donde la longitud excede la distancia entre los sitios de union
de los iniciadores. En el segundo ciclo, las moléculas de ADN de tamafio bien definido
se acumularan en forma exponencial en los siguientes ciclos y seran los principales

productos de la reaccion.

VENTAJAS DE LA PCR.

En el diagnodstico de la TB ha mostrado ventajas sobre otras técnicas, la técnica de
PCR detecta el material genético de 1 a 100 bacterias en muestras clinicas mientras
que en la tincion se requiere de 5 000 — 10 000 bacterias por mililitro de muestra. La
hibridacion requiere de 100 000 bacterias provenientes de cultivos puros y el cuitivo
requiere de una gran carga bacteriana con buena viabilidad.

La PCR puede determinar la presencia del material genético aun de las bacterias
muertas, mientras que en las técnicas como el cultivo, la tincidn, el Bactec y la
tribridaciéon se requiete,que,)as, bacterias,sg encuentren, vivas, Los tesultados por PCR
se obtienen en 1 6 2 dias, por Bactec de 7-14 dias y por cultivo de 3 a 6 semanas.
Los resultados por tincidon e hibridacion se obtiene en unas cuantas horas, aunque la
tincion no nos permite diferenciar a M. tuberculosis de las otras especies, mientras que
en la hibridacidn se requiere de cultivos puros ya que cuando se analizan directamente
las muestras, la sensibilidad disminuye.

La sensibilidad y especificidad del PCR es de 90-100% en muestras clinicas, la
hibridacion ha mostrado una sensibilidad y especificidad cercana al 100% en cultivos
puros, mientras que la tincion y el cultivo muestran una alta sensibilidad del 75% en TB

pulmonar. (27)(28)(11)
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APLICACION DE LA PCR EN LA TUBERCULOSIS.
En 1988 Eisenach y Cols identificaron de 10 a 16 secuencias repetitivas en el
cromosoma de M. tuberculosis y posteriormente determinaron la secuencia de

nucleotidos de la Secuencia de Insercion 6110.
La Secuencia de Insercion 6110 es especifica del complejo de M. tuberculosis

un elemento genético movil que generalmente se encuentra de 10 a 20 copias en ei
cromosoma de M. tuberculosis y de las copias en M. bovis. La especificidad y la
naturaleza repetitiva de 1S6110 lo han hecho ideal para llevar a cabo la amplificacion
por PCR con fines diagndsticos ya que permite incrementar la sensibilidad. (29)(30)
Para 1990 amplificaron un fragmento de 123 pb de I1S6110 y se demostraron la
especificidad de la amplificacion al utilizar moldes de ADN de diferentes micobacterias
en donde la amplificacion se lleva a cabo con el ADN de las micobacterias

pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis, considerando el limite de

deteccién por la PCR a una copia del cromosoma de M. tuberculosis. (31)

Por otra parte se amplificé el mismo fragmento en muestras de esputo de pacientes
con TB pulmonar y la amplificacion resulto con buena sensibilidad y especificidad para
el diagnéstico.(32) En el diagnostico de pericarditis tuberculosa, la amplificacion se
llevé a cabo en muestras de liquido pericardio y sangre de pacientes con tuberculosis,
en la cual obtuvieron una sensibilidad y una especificidad del 100%. (33)(34)(35)

La secuencia de los oligonucleotidos o iniciadores es responsable de la
amplificacion especifica del fragmento deseado, y para su disefio es indispensable
conocer la secuencia del AND de interes. Los oligonucleotidos utilizados en el
presente trabajo para llevar a cabo la amplificacion del fragmento de AND de 123 pb
de la secuencia dIS6110 se describe a continuacion:

5 -CCTGCG ACG GTAGGC GTC GG -3
5 -CTCGTC CAGCGC CGCTTC GG -3
(Eisenach K, J Inf Dis. 1990)
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Es uno de los parametros mas importante que determina la especificidad de la
PCR. Idealmente, en cada 100 1 de reaccion, la concentracion aceptable de cada uno
de los oligonucleotidos oscila entre 0.1 y 0.5 mM. El uso de concentraciones mayores
favorece la amplificacion de regiones inespecificas y la formacion de dimeros de
oligonucleotidos. L.a longitud de los oligonucleotidos debe ser de 18 a 20 nucleotidos,
teniendo una composicién de 50 a 60 % de G + C.

En este estudio analizaremos pacientes que presentan como diagnostico
Sindrome Guillain-Barré y con el antecedente clinico de haber estado en contacto con
la mocobacteria para determinar si esta se puede considerar como un agente

etiologico de esta polineuropatia. (31)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las polineuropatias pueden tener diversas etiologias y dentro de los agentes
infecciosos se encuentran Campylobacter jejuni y el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH). Estudios de pacientes con neuropatias llevados a cabo en el
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia han hecho sospechar que otro agente
etiologico de este padecimiento puede ser Mycobacterium tuberculosis, ya que la

historia clinica de los pacientes refiere una infeccion anterior por ésta micobacteria.

La demostracion de la presencia de M. tuberculosis en muestras de liquido
cefalorraquideo esta limitada por el nimero de micobacterias y ademas por las
limitaciones de los métodos tradicionales para su diagndstico como son el cultivo y la
baciloscopia. Sin embargo, la técnica de PCR es una de las técnicas de biologia
molecular que constituye una nueva alternativa en la deteccién de M. tuberculosis ya
que tiene una alta sensibilidad y especificidad y asi permite detectar un bajo nimero
de micobacterias (1 a 10) mediante la amplificacion de una secuencia especifica del

material genético de M. tuberculosis.
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3. OBJETIVOS.

1. Determinar si se puede considerar a M. tuberculosis como posible agente

etiolégico en pacientes con diagndstico de una polineuropatia sinénima del Sindrome

Guillain-Barré.

2. Evaluar la utilidad de la técnica PCR para respaldar el diagnéstico de una

polineuropatia sinénima del Sindrome Guillain-Barré con antecedentes por contacto

con M. tuberculosis.
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4. METODO.

4.1. Muestras clinicas.
En este trabajo se analizaron 100 muestras de LCR de pacientes con
polineuropatias y controles mediante la técnica de PCR, amplificando un fragmento de

123 pb del gene 1S6110.

4.2 Liquido cefalorraquideo.

Las muestras de LCR fueron proporcionadas por el Departamento de Infectologia
del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia. Estas les fueron tomadas a los
pracientes por puncion lumbar y se almacenaron a —20°C, hasta ser procesadas. para
la PCR. Las muestras fueron clasificadas en grupos de acuerdo a los datos dei

laboratorio y hallazgos clinicos.

Grupo . En este grupo se incluyeron 40 muestras de LCR de pacientes con
Polineuropatia desmielinizante aguda del término del Sindrome Guillain-Barré con

posible M. tuberculosis.

Grupo ll. En este grupo se incluyeron 40 muestras de LCR de pacientes con otro tipo
de infecciones neuroldgicas diferentes a Sindrome Guillain-Barré, como:
Neurocisticercosis (NCC),Esclerosis Latera Amniotrofica (ELA), Hemorragia
Subaracnoidea (HSA), Enfermedad Vascular Cerebral (EVC), Paralisis Facial
Periférica (PFP), Parkinson Vascular, Linfoma medular,Schwanoma, Demencia

Alzhaimer, Meningioma, Sx cerebeloso, Papiloma de Plexos.

Grupo Ill. En este grupo se incluyeron 10 muestras de LCR con el meloma

tuberculoso. (METB)

18




4.3. Bacteria.
M. tuberculosis H37Rv es la cepa virulenta con la cuenta el Departamento de
Microbiologia del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, y se crecio en el

medio Lowenstein-Jensen.

4.4. Procedimiento de extraccion de ADN.

a) Extraccion. Se tomaron 100 ul de liquido cefalorraquideo y se depositaron en
un tubo de 1.6 mi. (Robbins Scientific). Posteriormente la muestra se sometid a
centrifugacion en una microcentrifuga (Eppendorf 5415 C) a 14 000 rpm durante
5 min. Se elimindé el sobrenadante y se resuspendid el precipitado en 200 ul de
solucion de lisis (Tris 1M, pH= 8.0) conteniendo Proteinasa K (Sigma, St Louis, MO) a
una concentracion de 2 mg/ml. Se dejé incubar en bafo maria a una temperatura de
56°C toda la noche.

Al dia siguiente cada muestra fue tratada con 200 ul de la mezcla organica
cloroformo - alcohol isoamilico (49:1), agitando en vortex 10 segundos y
centrifugando a 14 000 rpm durante 15 min. La fase acuosa se recuper6 y se
transfirié a otro tubo y el ADN fue precipitado con una mezcla fria de 20 ul de acetato
de sodio (3M, pH= 5.2) y 700 | de etanol absoluto (Merck). Se dejo 30 min. a -20°C
para favorecer la precipitacion del ADN y posteriormente se centrifugdé a 14 000 rpm
durante 15 min. Se elimind el sobrenadante y se dejo secar el ADN. Posteriormente se

resuspendio en 15 ul de agua destilada estéril.

4.5. Preparacion de las muestras para la amplificacién de ADN por PCR.

En un tubo de 1.6 ml se preparo la mezcla de reaccion, cuyos componentes son:

Componentes Cantidad por tubo

Agua destilada esteril 6.5 ul
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Buffer 10 X 2.5 ul

dNTP's 10Mm <% 4.0 ul
Iniciador B3 20 ng/ul 3.0 ul
Iniciador B4 20 ng/ul 3.0 ul
DNA Taq polimerasa 1unidad/ul 1.0 ul
ADN de las muestras 5.0 ul

NOTA: La suma total de los componentes es de 20 yl mas 5pl de DNA= 25ul Ademas
se consideran dos tubos mas para RC (control de reaccion) y un tubo que sera nuestro
control positivo.

Depositar 20 x| de la mezcla en cada tubo de 0.6 ml. Agregar una gota de aceite
mineral a cada tubo. Depositar 5 ul del DNA de las muestras en cada tubo. Colocar

los tubos en un termociclador (Perkin Eimer Cetus).

Control Negativo: En cada experimento se incluyd un control negativo de la
amplificacion, el cual contiene todos los componentes de la reaccion, excepto el ADN
de la micobacteria, cuyo volumen fue sustituido con agua.

Control Positivo: Este control en cada experimento contiene 5 pg de ADN de

M. tuberculosis, el cual nos permite verificar que en las muestras corridas se encuentra

el ADN de la micobacteria.

Condiciones estandarizadas. Se utilizé 2.5 mM de Mgcl?, 60 ng de cada uno de los
iniciadores y 1.0 unidad de Taqg polimerasa por reaccidn. En cada experimento se
incluyd un control positivo constituido por 1 pg de ADN de la cepa de referencia de

M. tuberculosis.
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La amplificacién se llevé a cabo durante 45 ciclos, cada ciclo con: 1 min. a 72°C, 1
min. a 68°C y 1 min. a 72°C con extension de 2 seg. por ciclo. El altimo ciclo de la

sintesis fue prolongado por 8 min.

4.6. Andlisis electroforético de ADN.

4.6.1. Productos amplificados por PCR. Los productos amplificados por PCR son
analizados por electroforesis, utilizando un gel de agarosa al 2 % en buffer TBE 1X
(Tris 89 mM, pH = 8.3, Acido Bdrico 89 mM, EDTA 2 mM). Se tomaron 23 ul del
producto de PCR y se mezclaron con una gota de buffer de carga y se realizé la
electroforesis durante 1.5 hra 70 V, incluyendo en cada electroforesis el marcador de
peso molecular 123 pb DNA ladder (Gibco). El producto de amplificacion de 123
pares de bases se visualiza mediante la tincidon con Bromuro de Etidio (Sigma) y las
bandas de amplificacion se observan bajo luz ultravioleta, documentando con una

fotografia.

4.7. Sensibilidad y especificidad.
Ambos parametros son caracteristicos de las pruebas de diagnéstico y fueron

calculados utilizando las siguientes formuias.

Numero de sujetos con resultado positivo X 100

% sensibilidad =
Numero total de sujetos enfermos

Numero de sujetos no enfermos con resultado negativo X 100

% especificidad =

NuJmero total de sujetos sin la enfermedad

21




4.8. Analisis Estadistico.
Para evaluar la relacion entre el diagnésticoy la PCR se utilizéd la Kappa (K) .

O-¢C
K=
1-C
Donde:
K = Concordancia mas alia qe la probabilidad dividida entre la cantidad de

concordancia mas alla de |la probabilidad.
O = Concordancia observada

C = Concordancia por probabilidad
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5. RESULTADOS.
El| presente trabajo se inicidé con la extraccion de ADN de 5 muestras de LCR
tomadas al azar, a las cuales se les realizé PCR y los productos fueron amplificados
en electroforesis utilizando un gel de agarosa al 2 %. Para el analisis se tomd ADN
"prewamente extraido de las muestras de LCR y el fragmento de 123 pb se amplificd

; utlllzando las condlcmnes ya estandarizadas. Algunos de los resultados se muestran

' '”en las sngwentes flguras y se resume en las tablas 1, 2 y 3. Las muestras fueron

procesadas’ 4e’ manera ciega y fueron analizadas una vez mas para corroborar

S '!resultado

Figura 1

Lineas: 6-9 y 10.- Controles negativos de PCR; 1-2-3 y 4.- SGB; 5.-Enf. diferente de
SGB; 7.- Control Positivo de PCR; 8.- MPM (123pb)




Figura 2
Lineas: 1-3 y 6.- Controles negativos de PCR; 4 y 5.- SGB; 8 y 9.- Controles Positivos -
de PCR; 10.- MPM (123pb)
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Figura 3
Lineas: 1-3 y 10.- Controles negativos de PCR; 4-5 y 6.- METB: 7.- Enf. diferente a
SGB; 8.- SGB; 11.- Control Positivo de PCR; 12.- MPM (1 23pb)




Figura 4

Lineas: 6-9 y 10.- Controles negativos de PCR: 1-2-3-4- y 5.- Enf. diferentes a SGB;
7.~ Control Positivo de PCR; 8.- MPM (123pb)

11 12 13

Figura 5

Lineas: 1-2 y 13.- Controles negativos de PCR; 3-4-5-6-7-8-9-10-11 y 12.- SGB; 14.-
Control Positivo de PCR; 15.- MPM (123pb)
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Figura 6
Lineas: 1-2 y 13.- controles negativos de PCR; 3-4-5-6-8-9-10-11-12.- SGB; 7.- METB;
14.- Control Positivo de PCR; 15.- MPM (123pb)

8 9 10 11 12 13 14

Figura 7
Lineas: 1-2 y 13.- Controles negativos de PCR; 3-4-5-6-7-8-9-10-11-12.- SGB; 14.-
Control Positivo de PCR; 15.- MPM (123pb)
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Figura 6

Lineas: 1-2 y 8.- Controles negativos de PCR; 3-4-5-6 y 7.- SGB: 9.- Contfql _POSi‘tiVo
de PCR; 10.- MPM (123pb)
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TABLA 1

Resultados de los liquidos cefalorraquideos analizados por la técnica de PCR

LCR Diagnostico Resultados
101 - 78 SGB Negativo
126 SGB Negativo
260 SGB Negativo
380 SGB Negativo
465 - 448 SGB Negativo
503 SGB Negativo
580 - 568 SGB Negativo
983 - 1005 SGB Negativo
1192 SGB Negativo
1255 - 1206 SGB Negativo
1382 SGB Negativo
1403 SGB Negativo
1496 SGB Negativo
1580 - 1589 SGB Negativo
1740 SGB Negativo
1783 - 1820 ' SGB Negativo
1809 SGB Negativo
1873 SGB Negativo
1947 SGB Negativo
2033 SGB Negativo
2083 SGB Negativo

2129 SGB Negativo
2292 SGB Negativo




"LCR’ Diagnéstico Resultados
2454 SGB Negativo
2485 SGB Negativo
2527 SGB Negativo
2700 SGB Negativo
2864 SGB Negativo
2869 - 3027 SGB Negativo
2872 SGB Negativo
2898 SGB Negativo
2991 SGB Negativo
3026 SGB Negativo
3049 SGB Negativo
3072 SGB Negativo
3111 SGB Negativo
3124 SGB Negativo
3183 SGB POSITIVO
3185 SGB POSITIVO
2958 NCC Negativo
3103 NCC Negativo
3119 NCC Negativo
2912 NCC Negativo
2947 . NCC Negativo

3130 NCC Negativo
3114 . NCcC Negativo
2952 NCC POSITIVO
2995 NCC POSITIVO
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' Vi)i;gnéslico

' LCR Resultados
2437 HSA Negativo
3029 HSA Negativo
2895 HSA Negativo
2880 HSA Negativo
2695 HSA POSITIVO
2652 EVC Negativo
2559 EVC Negativo
3031 "EVC Negativo
3149 EVC Negativo
2697 EVC POSITIVO
2748 Demencia Alzhaimer Negativo
3171 Demencia Alzhaimer Negativo
2032 Demencia Alzhaimer POSITIVO
2678 Meningioma Negativo
2952 Meningioma Negativo
3114 Meningioma Negativo
2949 Linfoma medular Negativo
3064 Linfoma medular Negativo
3190 Sx cerebeloso Negativo

2951 Sx cerebeloso POSITIVO
3105 GBM Negativo
2903 GBM Negativo

2484 Schwanoma Negativo
2692 Linfoma cerebral Negativo
3009 ELA Negativo
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LCR Diagnoéstico Resultados
3179 PSP Negativo
2850 Parkinson Vascular Negativo
3115 Papiloma de Plexos POSITIVO
3178 Sx Demencial Negativo
1932 Distonia Deformante Negativo
2549 Canal Estrecho C. Negativo
1062 METB Negativo
1270 METB Negativo
1697 METB Negativo
2667 METB Negativo
3069 METB POSITIVO
2374 METB POSITIVO
2578 METB POSITIVO
1321 METB POSITIVO
954 METB POSITIVO
842 METB POSITIVO
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TABLA 2
Amplificacién del fragmento de 123 pb del gene IS6110 de MTB en muestras de LCR.

GRUPO n) PCR (+/-) %SENSIBILIDAD
SGB 40 2/38
ENF. DIFERENTES 40 9/31
METB 10 6/4 60 %
Sensibilidad = 60% Especificidad = 77.5 %
TABLA 3
Concordancia observada entre el diagnéstico y Ila PCR
POSITIVO | NEGATIVO | TOTAL
SGB c/ MTB 2 38 n= 40
POSITIVO
Enf. Dif. 9 31 n= 40
NEGATIVO
TOTAL 11 69 80

positivos por casualidad

40X 11

80

69X 40
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A+B / 80 = Concordancia por probabilidad o casualidad
55+345 40
= = 0.5

80 80

K=0-C/1-C Concordancia observada
0.025% +0.38% =0.40%
0.40 -0.5

B e S 0.2

1 -05

Del grupo de pacientes con Sindrome Guillain-Barré que incluyeron 40, dos
demostraron una prueba de PCR positiva para la deteccidn de Mycobacterium

tuberculosis, en tanto 38 fueron negativos.

Cabe mencionar que obtuvimos cuatro falsos negativos en el grupo del Meloma
tuberculoso (METB) y nueve falsos positivos en nuestro grupo de enfermedades
diferentes a SGB.

Esta técnica proporciono un 60 % de sensibilidad para el diagnostico de METB y
una especificidad del 77.5 %.

Con la finalidad de corroborar los resultados positivos y determinar si los casos

negativos observados son, las muestras fueron procesadas por segunda vez.
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6. DISCUSION.

Anteriormente el diagnostico de la tuberculosis se establecia con el cultivo y la
tincion (BAAR), métodos que han sido de gran utilidad durente mucho tiempo, los
cuales presentan desventajas como es el tiempo en el cultivo ya que este es de 6 u 8
semanas, mientras que la tincion no puede diferenciar a M. tuberculosis de las otras
especies de micobacterias.

Considerando que la tuberculosis no es aun una enfermedad derrotada y que ha
reaparecido nuevamente como epidemia registrando un incremento en el niumero de
casos a nivel mundial, asociada a factores como son la pobreza, VIH y cepas
multirresistentes a drogas antituberculosas esto llevo a implementar nuevos métodos
para diagndsticar la enfermedad de una manera rapida sensible y especifica con
respecto a los que ya existen.

Estableciendo el diagndstico preciso y oportuno de manera temprana es posible
iniciar el tratamiento de los pacientes y asi de esta manera erradicar los focos de
infeccion. Uno de los propdsitos es que los nuevos métodos permitieran establecer el
diagndstico de las formas extrapulmonares de la enfermedad dificil de diagndsticar
como la TBM, donde el diagndstico puede prevenir las secuelas neurologicas
irreversibles que causa la enfermedad e incluso la muerte del paciente. Es la forma
mas grave de la enfermedad en la cual hay un nimero muy bajo de bacterias que no
es posible detectar con los métodos tradicionales.

Con la aparicion de la técnica de amplificacion genética llamada reaccién de la
polimerasa en cadena (PCR), que permite encontrar y reproducir en grandes
cantidades secuencias conocidas de acidos nucleicos en forma rapida y sencilla.

Técnica que permitié revolucionar actuales procedimientos diagnoésticos, la cual
fue utilizada para llevar acabo el presente estudio.

Las pruebas de laboratorio comunes para el diagnostico como el cultivo, la tincion
y métodos seroldgicos presentan una baja sensibilidad en TB pulmonar y alun mas

baja para las formas extrapulmonares.
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La técnica de PCR a pocos anos de haber sido desarrollada ha tenido un gran
impacto en todas las areas ya que ha sido ampliamente utilizada para el diagnéstico
de una gran variedad de enfermedades causadas por diferentes agentes infecciosos.

En el presente trabajo se amplifico el fragmento de 123 pb de IS6110 la eleccion
de la secuencia de IS6110 fue basada en estudios reportados por Eisenach K y
Cols amplificando un fragmento de 123 pb ya que es una secuencia muiticopia dentro
del cromosoma de la micobacteria, la cual se encuentra de 15 a 20 copias permitiendo
iniciar con mas de un molde de ADN, proporcionando una alta sensibilidad. (29)

La técnica de PCR es muy versatil para ser utilizada en el diagnodstico de
enfermedades infecciosas y no infecciosas y es bueno considerar las ventajas y
desventajas que ello implica. ElI PCR es una técnica que requiere de muchos
cuidados para evitar contaminaciones en los reactivos y las micropipetas, ademas de
las que se pueden dar durante la manipulacion de las muestras. Para ello es necesario
destinar zonas especificas de trabajo dentro del laboratorio como es para la extraccion
de ADN, Ia preparacion de los reactivos, para las amplificaciones, y la electroforesis de
los productos amplificados. Esto requiere tener material exclusivo para la extraccion
del ADN, para la preparacion de los reactivos, para amplificar y para productos
amplificados. Es necesario destinar material de vidrio exclusivo para ser utilizado en la
preparacion de las soluciones y se requiere de un gasto permanente de material de
plastico como son las puntas para las micropipetas y los tubos ya que se trabaja
solamente con material nuevo y esterilizado. Ademas el termociclador y los reactivos
son costosos.

La PCR tiene sus ventajas sobre los métodos tradicionales de diagnéstico ya que
es capaz de identificar la presencia de menos de 10 bacterias en una muestray a los
microorganismos no viables mediante la amplificacién de su material genético. Ventaja
de gran tilidad en el diagndstico de las formas extrapulmonares dificiles de
establecer y para aquellas formas en las que se encuentran un bajo numero de
bacterias como es el caso de la TBM ya que al ser establecido el diagndstico de

manera rapida y precisa se inicia un tratamiento oportuno y de esta manera prevenir
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los dafios neurologicos que ocasiona la infeccion. La PCR es rapida ya que es
posible tener el resultado en tres dias.

La técnica al amplificar el fragmento 123 pb en muestras de LCR con el METB nos
proporciono una sensibilidad del 60 % y una especificidad del 77.5 % . Los cuatro
falsos negativos obtenidos en este grupo control al ser analizados no muestran
ninguna banda de amplificacion por lo que podemos decir que probablemente las
muestras no presentaban el material del METB circunstancia por la cual nos dan
negativo.(Tabla 2)

Con respecto a la relacion que podria existir entre M. tuberculosis y la neuropatia
de SGB se llevo a cabo la pruba de la concordancia entre el diagndstico y la PCR.

La concordancia observada (Tabla 3) fue de 40.5 % 6 0.40 por lo tanto la
concordancia mas alla de la casualidad es 0.2 el numerador de Kappa (k) la cual es
definida como la concordancia mas alla de la probabilidad dividida entre la cantidad
de concordancia posible mas alla de la probabilidad.

El potencial de concordancia mas alla de probabilidad (1 - C) es simplemente el
80 % menos la concordancia por casualidad 0.40. Por lo tanto K es 0.2. Para lo cual
Sackett, Haynes y Tugwell (1985) senalan que el grado de concordancia varia en
forma considerable, fluctuando del 80 %. (43) Esto quiere decir que no hay ninguna
relacion entre M. tuberculosis y el Sindrome Guillain-Barré aun teniendo estos
pacientes antecedentes clinicos de contacto con esta micobacteria.

Aunque los dos positivos para la prubeba de M. tuberculosis nos permiten pensar
que posiblemente estos pacientes estan desarrollando la enfermedad nuevamente,
pero no asi que la micobacteria sea la causa de la Polineuropatia del término SGB.

Los resultados obtenidos de alguna manera son determinados por las
caracteristicas del gen utilizado en este trabajo que es especifico del complejo de
M. tuberculosis y son muy particulares. 1IS6110 se presenta dentro del cromosoma de
M. tuberculosis en una secuencia multicopia encontrandose de 15 a 20 copias.(30-31)
Esto contribuye de manera importante en proporcionar una alta sensibilidad y
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estabilidad del ensayo, ya que se tiene la ventaja de partir de mas de un molde de
ADN para la amplificacion incrementando la capacidad para detectar pequenas
cantidades de ADN.

Es interesante observar que al amplificar el fragmento de 123 pb se tiene la
ventaja de que es muy sensible, pero tambien la desventaja de que se den facilmente
las contaminaciones entre las muestras, por lo que hay que ser muy cuidadosos. Es
importante incluir en cada amplificacion el control negativo de PCR, el cual consta de
todos los componentes de reaccion excepto el ADN que es sustituido por agua. Al ser
analizado por el producto de PCR mediante la electroforesis el control negativo no
debe mostrar ninguna banda de amplificacion y en caso contrario, esto es indicativo de

contaminacion y por lo tanto los resuitados no son de utilidad.
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7. CONCLUSIONES.

1. La kappa (K) obtenida nos permite ver que la concordancia entre el diagndstico y la
PCR varia en forma considerable del 80%, determinando de esta manera que no hay

ninguna relacion entre M. tuberculosis y el Sindrome Guillain-Barré.

2. La amplificacion del fragmento de 123 pb (IS6110) en muestras de liquido
cefalorraquideo proporciond una sensibilidad del 60 % para el diagnostico del Meloma

tuberculoso y una especificidad del 77.5 %.

3. La técnica de PCR utilizada en este estudio nos permitid la deteccion e
identificacion rapida y sensible de M. tuberculosis. La deteccidn de M. tuberculosis
por PCR es util en muestras del trato respiratorio y otras muestras clinicas. La

sensibilidad y especificidad de la ampliacién por PCR son las mas altas.
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9. APENDICE.

1. Solucién amortiguadora TBE 10X pH= 8.3 para electroforesis.

Tris 890 mM Boratos 890 mM EDTA 20 mM

EDTA (sigma) 7449
Trizma base (sigma) 108 g
Acido Bérico (sigma) 55g
Agua cbp 1000 ml

Ajustar el pH 8.3 antes de aforar. Filtrar la solucién, utilizando una membrana de 0.45

um de diametro y conservaria a temperatura ambiente.

2. Cloroformo Alcohol Isoamilico. (49:1) para 100 ml

Cloroformo (Baker) 98 mi

Alcohol Isoamilico (Baker) 2ml

Guardar en frasco ambar a 4°C.

3. Acetato de Sodio 3M, pH= 5.2

Acetato de Sodio (Sigma) 246 g

Agua cbp 100 mi

Ajustar el pH con acido acético glacial antes de aforar. Esterilizar en autoclave y hacer

alicuotas de 1 ml. Conservarlas a -20°C.
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4. Solucién de corrida para electroforesis.

Para 10 mi:

Azul de bromofenol (Sigma)-—————- 0.025 g
Xylene cyanole (Biorad)-——————————— 0.025 g
Glicerol (Merck) 3.0 mi
Agua cbp 10 ml

Mezcler bien y filtrar utilizando membrana de 0.45 um; hacer alicuotas y conservarlas a
4°C.

5. Tris1 M, pH=8.0

Mezclar:
Tris (Sigma) 1219
Agua cbp 100 ml

Esterilizar en autoclave y hacer alicuotas. Conservar a 4°C.
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