M-17

medigraphic A

DETECCION DEL COMPLEJO Mycobacterium tuberculosis EN MUESTRAS DE ESPECTORACION
MEDIANTE LA AMPLIFICACION DE LAREGION 1S6110
Yajaira Guevara Molina,* Wendy Cruz Pulido, Prisco Palma Nicolas,2 Anabel Bocanegra Alonso,* Gildardo Rivera Sdnchez,* Virgilio

Bocanegra Garcia.

!Departamento de Biologia Molecular y Bioingenieria. U. A. M. Reynosa-Aztlan. U. A. T., 2Departemento de Inmunologia, Instituto

de Investigaciones Biomédicas, UNAM. México D.F.

Palabras clave: Tuberculosis, PCR, 156110, expectoracion.

Introduccion: La tuberculosis pulmonar es una enfermedad
infecto-contagiosa, generalmente de evolucidn crénica que se
transmite por via respiratoria al toser o estornudar. En huma-
nos es causada principalmente por el complejo Mycobacterium
tuberculosis, aunque algunas especies del complejo Mycobacteriaum
avium-intracelulare pueden ser causa de enfermedad pulmonar en
individuos inmunosuprimidos, particularmente en los que pa-
decen SIDA.! El método mas utilizado para el diagndstico defi-
nitivo de tuberculosis continda siendo el aislamiento de la
micobacteria a partir de las secreciones del paciente. El cultivo
presenta la ventaja de poder combinarse con pruebas bioquimicas
de susceptibilidad a antimicrobianos, pero tiene el inconvenien-
te de que M. tuberculosis requiere de unas seis semanas para crecer
en los medios de cultivo convencionales. Por otro lado, los
métodos moleculares tienen la ventaja de permitir la identifica-
cion precisa de todas las especies de importancia clinica del géne-
ro Mycobacterium que son causa de infeccién en humanos. Mas
aun, dichas estrategias permiten la identificacion del patogeno
directamente en las secreciones del paciente, lo que evita el tener
gue esperar seis semanas de cultivo para emitir un diagnéstico
definitivo; uno de las regiones que se amplifican mas comun-
mente para este propésito es la region 156110.2°

Objetivo: Deteccion directa del complejo Mycobacterium tubercu-
losis en muestras de expectoracion mediante laamplificacion de
laregion 1S6110.

Metodologia: Se llevo a cabo la deteccion de la regién 1S6110
en DNA extraido de muestras de expectoracion que habian
sido positivas para la tincién de Ziehl-Neelsen . La PCR se
estandarizé para obtener las condiciones 6ptimas de ampli-
ficacién utilizando los iniciadores: 1S6110 F-
CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG 1S6110 -R-
TCGTCCAGCGCCGCTTCGG, generando unamplicon de
123 pb. La extraccion de DNA a partir de las muestras de
expectoracion se llevd a cabo mediante el método CTAB
modificado.

Resultados: Se logré laamplificacion directa de laregion 156110
a partir de muestras de expectoracion positivas para la tincion de
Ziehl-Neelsen. Los resultados se muestran en la figura 1. Se
tuvieron que utilizar cantidades de DN total de entre 1000 y

1400 ng para lograr una deteccién adecuada, esto debido a la
sobre-representacion del DNA humano.

123 pb

Figura 1. Deteccion de la region 156110 a partir de DNA de muestras de
expectoracion positivas para la tincion de Ziehl-Neelsen. El carril 1 es
el marcador, el carril 2 el control negativo, el carril 2 el control positivo
y los carriles del 4 al 9 son muestras.

Conclusiones: Se logro la deteccion directa de la region 156110
en DNA extraido a partir de muestras de expectoracion positi-
vasa latincién de Ziehl-Neelsen.
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