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RESUMEN

Introduccion: La tuberculosis es una enfermedad
infecciosa altamente prevalente en todo el mundo.

Objetivo: Determinar la utilidad diagndstica de M.
tuberculosis por la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) en pacientes de un hospital del norte
de Peru.

Métodos: Las muestras clinicas de los pacientes se
procesaron para la extraccion de ADN por el método
salting out. Para determinar si el patégeno la muestra
de esputo pertenece al complejo M. tuberculosis se
emplearon los marcadores que amplifican 156110, se
amplificé usando la técnica PCR y luego los productos
de PCR se sometieron a una electroforesis en gel de
agarosa al 1,5% y visualizados mediante tincion con
bromuro de etidio al 1%. El estudio se realiz6 en el
Hospital Regional Lambayeque, Chiclayo, Lambayeque,
Peru.

Resultados: Se evaluaron 148 muestras de pacientes:
72 (48%) varones y 77 (52%) mujeres. Las edades
fluctuaron desde los cinco a los noventa y tres afos,
con una media de 45,85 afios. Se observé que 105
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ABSTRACT

Introduction: Tuberculosis is a highly prevalent infectious
disease worldwide.

Objective: To determine the diagnostic usefulness of M.
tuberculosis by polymerase chain reaction technique (PCR)
in patients from a hospital at northern Peru.

Methods: Clinical samples from patients were processed
for DNA extraction by the salting out method. To
determine if the pathogen in the sputum sample belongs
to the M. tuberculosis complex, markers that amplify
1S6110 were used, amplified using the PCR technique and
then the PCR products were subjected to 1.5% agarose gel
electrophoresis and visualized by staining with 1%
ethidium bromide. The study was conducted at the
Hospital Regional Lambayeque, Chiclayo, Lambayeque,
Peru.

Results: A total of 148 patient samples were evaluated: 72
(48%) males and 77 (52%) females. Ages ranged from five
to ninety-three years old, with an average age of 45.85
years old. It was observed that 105 (70%) patients tested
negative for tuberculosis and 44 (30%) tested positive for
tuberculosis. In addition, 24 (55%) positive male patients
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(70%) pacientes resultaron negativos para la prueba de
tuberculosis y 44 (30%) positivo. Se detectaron ademas
24 (55%) pacientes varones que fueron positivos y 20
(45%) pacientes mujeres que fueron negativas. En las
muestras que resultaron positivo para TBC se
encontraron: 2 (5%) biopsia de absceso, 2 (5%) biopsia
deintestino, 17 (39%) lavado bronqueo alveolar, 4 (9%)
liquido cefalorraquideo, 17 (39%) liquido pleural y 2
(5%) liquido peritoneal.

were detected as well as 20 (45%) negative female
patients. In the samples that tested positive for TB, two
abscess biopsy (5%), two intestinal biopsy (5%), seventeen
bronchoalveolar lavage (39%), four cerebrospinal fluid
(9%), seventeen pleural fluid (39%) and two peritoneal
fluid (5%) were found.

Conclusions: Mycobacterium tuberculosis can be detected
in pulmonary and extrapulmonary samples in hospital
patients.

Conclusiones: Se puede detectar Mycobacterium
tuberculosis en muestras pulmonares y extra
pulmonares en pacientes hospitalarios.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, tuberculosis,
pulmonary, polymerase chain reaction, PCR
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Introduccion

La tuberculosis (TB) sigue siendo una de las principales enfermedades infecciosas en todo el
mundo y sobre todo en paises en desarrollo, causada por Mycobacterium tuberculosis.)) En
2018, alrededor de 1,5 millones de personas en todo el mundo murieron de tuberculosis y se
estima que 1700 millones de personas en todo el mundo estan infectadas durante el periodo
de incubacidn sin ninglin sintoma evidente.?

La TB dafia principalmente los pulmones, causando la tuberculosis pulmonar, pero también
puede daifar otros dérganos, causando tuberculosis dsea, tuberculosis nerviosa, tuberculosis
cutadnea, tuberculosis renal y otras infecciones.?3)

El diagndstico de TBEP es dificil debido a la naturaleza paucibacilar de las muestras, la falta de
volumenes de muestras clinicas adecuadas, la distribucion no uniforme de bacterias en esas
muestras y la localizacion de la enfermedad en sitios de dificil acceso que con frecuencia se

asemeja a otras enfermedades.*>®) La TBEP representa del 5-20% de todos los casos de TB.")

El uso generalizado de polimorfismo de longitud de fragmento de restriccion de ADN (RFLP)
para diferenciar cepas de Mycobacterium tuberculosis para detectar tuberculosis se ha visto
obstaculizado por la necesidad de cultivar este organismo de crecimiento lento y por el nivel
de sofisticacion técnica necesaria para la tipificacion de RFLP.”) El problema central en la

demora del diagndstico y el tratamiento es comun por falta de diagndstico especifico.(®)
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En la década de 1980, después de una disminucién constante durante las décadas anteriores,
hubo un resurgimiento en la tasa de tuberculosis en los Estados Unidos que coincidié con la
epidemia del sindrome de inmunodeficiencia adquirida.®

Los patrones de enfermedad desde entonces han cambiado, con una mayor incidencia de
enfermedad diseminada y extrapulmonar ahora encontrada. Los sitios de infeccidn
extrapulmonar comunmente incluyen ganglios linfaticos, pleura y dreas osteoarticulares,
aunque cualquier érgano puede estar involucrado.>1

El diagndstico de TBEP puede ser dificil de alcanzar, lo que requiere un alto indice de sospecha
en los pacientes. El diagndstico definitivo y rdpido es un desafio, ya que las técnicas
convencionales tienen limitaciones.® Por tanto, la presente investigaciéon busca determinar los
casos de M. tuberculosis por la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en

pacientes de un hospital del norte de Peru.

Método

Poblacién y muestra de estudio

Estudio retrospectivo de corte transversal, se evaluaron muestras de pacientes con sospecha
de tuberculosis pulmonar y no pulmonar del afio 2015 al 2019 de los servicios de oncologia,
neumologia, ginecologia, dermatologia, gastroenterologia, neurologia y pediatria, las muestras
fueron diversas (liquido cefalorraquideo o LCR, liquido pleura, biopsias, liquido ascitico), los
pacientes fueron derivados para estudios complementarios de distintos servicios médicos, el
estudio contd con la aprobacién del comité de ética del Hospital Regional Lambayeque,

Chiclayo, Lambayeque, Peru.

Identificacidn del complejo Micobacterium tuberculosis mediante PCR

Las muestras clinicas de los pacientes seran procesadas para la extraccién de ADN por el
método salting out. Para determinar si el patdgeno de la muestra de esputo pertenece al
complejo M. tuberculosis se emplearon los marcadores que amplifican 1S6110, las
amplificaciones se realizaran bajo las siguientes condiciones 1,5 mM de MgCl;, 0,2 mM de
mezcla de dNTPs; 1,2 uM de cada primer y 1U de enzima Tag ADN polimerasa. Las condiciones
en el termociclador seran las siguientes: 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95 °C durante 1 min, 64

°C por 1 miny 72 °C por 2 min, con una extension final de 72 °C por 7 min.
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Luego los productos de PCR se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% vy
visualizados mediante tinciéon con bromuro de etidio al 1%. Se empled el fotodocumentador
Pharos Fx para digitalizar la imagen en conjunto con el software Quantity One para determinar
el peso molecular de los productos de amplificacion. El marcador 156110 F 5’
CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG vy 1S6110 R 5CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG el que permite la
amplificacion de 123 bp™? bajo las condiciones, temperatura de denaturacién 94°C, 68°C, and
72°C 1 min cada numero de ciclos. Ademas se hizo una amplificacién con un fragmento de 268
pb del gen de la beta-globina humana para demostrar la presencia de ADN idéneo.!?
Procesamiento de datos y andlisis estadistico

Para la recoleccion de la informacidn se elaboré una base de datos en Microsoft Excel. Las
variables cualitativas se describirdn con frecuencias absolutas y relativas, con el paquete

estadistico Infostat 2018. Se aceptd como significativa toda p menor de 0,05.

Resultados

Se evaluaron las muestras de 72 (48%) pacientes varones y 77 (52%) pacientes mujeres. Las
edades van desde los cinco afios a los noventa y tres con una media de 45,85 anos (DE 8,7). Se
observé que 105 (70%) pacientes fueron negativos y 44 (30%) positivos para la prueba de
tuberculosis. Detectamos ademas 24 (55%) pacientes varones que fueron positivos y 20 (45%)
mujeres que fueron negativos.

Tabla I. Tipo de muestras que se usaron para la deteccién molecular de tuberculosis

Tipo de Muestra n %
Biopsia absceso 3 2,01
Biopsia de colon 1 0,67
Biopsia de mama 6 4,03
Biopsia intestino 3 2,01
Biopsia piel 1 0,67
Biopsia recto 3 2,01
Jugo gastrico 2 1,34
Lavado bronqueo alveolar 67 44,97
Liquido cefalorraquideo 14 9,40
Liquido pericardico 1 0,67
Liquido pleural 43 28,86
Liquido osteoarticular 2 1,34
Liquido peritoneal 3 2,01

Correo Cientifico Médico (CCM) 2022; 26(3)



Utilidad de la PCR en la deteccion de Mycobacterium tuberculosis en muestras clinicas

Discusion
En la actualidad, el diagndstico rdpido de tuberculosis pulmonar se basa en la microscopia. Sin
embargo, esta técnica es insensible y muchos casos no pueden confirmarse inicialmente.3 Las
técnicas de amplificacién de acido nucleico son extremadamente sensibles, pero cuando se
aplican al diagnodstico de tuberculosis, han dado resultados variables. Con tuberculosis con
muestras con cultivo negativo y con baciloscopia positiva se puede diagnosticar en el momento
del ingreso, y potencialmente todos los pacientes con muestras con baciloscopia positiva se
pueden confirmar inmediatamente como infectados con M. tuberculosis, que conduce a una

mejor gestidn clinica.4

Los miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis contienen el elemento transponible
IS6110 que, debido a su alto polimorfismo numérico y posicional, se ha convertido en un
marcador ampliamente utilizado en estudios epidemioldgicos. ()

La especificidad de 1S6110 para el complejo Mycobacterium tuberculosis.*®) En nuestro estudio
se ha detectado el complejo Mycobacterium tuberculosis en muestras de biopsia de absceso
gue pueden detectarse en abscesos frios tuberculosos o gomas son inusuales y producto de la

diseminacién hematégena de micobacterias.'”) Esta forma de tuberculosis es muy inusual.

En este estudio se detectd Mycobacterium tuberculosis en biopsia de intestino que puede estar
relacionada con una tuberculosis rectal que simula un cancer de recto,’® las muestras de
lavado bronqueo alveolar son muestras donde se puede detectar con facilidad a
Mycobacterium tuberculosis. (1)

En este trabajo se usé un método de PCR para el diagnéstico rapido y preciso de meningitis
tuberculosa (TBM) en muestras de LCR.(20)

Los fluidos en los que rara vez se encuentra Mycobacterium tuberculosis, como los liquidos
pleurales y cerebroespinales, son buenos candidatos para ser estudiados utilizando técnicas de
PCR.

La alta especificidad del fragmento MPB64 a la vez que conserva una buena sensibilidad lo hace
muy adecuado para el diagndstico de tuberculosis pleural y cerebroespinal.2%)

El diagndstico de la tuberculosis pleural usualmente presenta la dificultad caracteristica de

demostrar la infeccién por Mycobacterium tuberculosis mediante confirmacién directa en
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tinciones y cultivos, lo que ha impulsado el establecimiento de nuevos criterios y el desarrollo
de intervenciones dirigidas a mejorar la sensibilidad de los métodos diagndsticos. Se reporta el
caso de un paciente con derrame pleural unilateral cuya presentacion clinica satisface los
criterios diagndsticos de tal condiciéon?? y en el caso del liquido peritoneal siendo esta una
forma de tuberculosis donde se observa la presencia de granulomas necrotizantes de

Mycobacterium tuberculosis en liquido ascitico.(3)

Otros estudios muestran los bajos rendimientos por frotis y cultivo se atribuyen a la carga
paucibacilar en los especimenes. La mayor sensibilidad en la PCR se logré con 1S6110; los
valores de sensibilidad y especificidad fueron 83 y 93,8%, 87,5% y 100%, y 66,7% y 75%,
respectivamente, en muestras de liquido pleural, tejido pleural biopsiado con aguja y ganglios

linfaticos.®

Es importante sefialar que la validez de los resultados de la PCR en estudios clinicos depende
del uso de controles de contaminacidn paralelos a todos los pasos de la PCR y la simplicidad del
método de extraccidon de ADN, asi como de la especificidad de los resultados de la PCR.12% Las
técnicas de diagndstico basadas en PCR tienen dos problemas principales: reacciones falsas
positivas debido a la contaminacién con fragmentos de ADN de PCR anteriores (amplicones) y

reacciones falsas negativas causadas por inhibidores que interfieren con la PCR.(?>)

Una de las limitaciones del estudio es contar con un pequefio tamano de muestra, se contd
ademas con un resultado desconocido por baciloscopia al momento de realizar el estudio, se
recomienda hacer una comparativa de PCR y cultivo bacteriano. Los resultados obtenidos por
PCR fueron consistentes con los obtenidos con cultivo, que es el "estdndar de oro"
demostrando que la PCR es una técnica Util para el diagndstico rapido de tuberculosis en varios

sitios.(2%)

Conclusiones

Se puede detectar Mycobacterium tuberculosis en muestras pulmonares y extrapulmonares de

pacientes hospitalizados.
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