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Resumen

En este estudio optimizamos un procedimiento casero para la preparaciéon y extraccion del
ADN de micobacterias en esputos para el diagnéstico por la RCP de la tuberculosis pulmonar.
Inicialmente se utilizaron 14 esputos (BK+++) para evaluar la actividad fluidificante de 5 sus-
tancias: N-acetil-L-cisteina (NALC) 30mM-Hidroxido de sodio (NaOH) al 4%, NALC 30 mM,
NaOH al 4%, Cloruro de cetilpiridinium (CPC) del 1% al 3%-Cloruro de sodio (NaCl) al 2% e Hi-
poclorito de sodio (NaOCI) al 4,5%. Las muestras fluidificadas se sometieron a la accion inde-
pendiente de la lisozima o el triton X-100 conjuntamente con estrés térmico. La extraccion del
ADN se confirmé mediante la deteccion de la secuencia de insercién 1IS6110 de M. tuberculosis
por la RCP. De las sustancias fluidificantes probadas, el NaOCI al 4,5% produjo una fluidifica-
cion rapida del esputo. El tratamiento posterior de la muestra con lisozimay los cambios térmi-
cos permitieron evidenciar la amplificacién de la secuencia 1S6110. El valor diagndstico de esta
optimizacion se evalud en 30 esputos positivos para M. tuberculosis por baciloscopia y cultivo.
Los resultados demostraron que en el 66,67% de las muestras se logré detectar la secuencia
1IS6110y en el 33,33% de las muestras restantes con baja carga bacteriana (8, BK++y 2, BK+),
la secuencia 1S6110 se detecté luego de diluir el ADN o agregar albumina sérica bovina acetila-
da ala mezcla de amplificacion. La metodologia propuesta tiene una limitada sensibilidad, pero
puede aumentarse diluyendo el ADN o adicionando sustancias que reviertan los inhibidores de
la RCP. Este es el primer trabajo donde se utiliza el NaOCI al 4,5%, como sustancia fluidificante
para la preparacion de esputos que seran utilizados en el diagndstico de tuberculosis pulmonar
mediante la RCP.
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Optimization of a method for preparation of DNA
from sputum samples for detection of Mycobacterium
tuberculosis by polymerase chain reaction (PCR)

Abstract

In this study we present an in-house method to optimize preparation and DNA extraction
of mycobacteria in sputum samples to diagnose pulmonary tuberculosis using PCR. Initially,
14 positive sputum samples (BK +++) were utilized to evaluate the mucolytic capacity of 5 differ-
ent substances: 30mM N-acetyl cysteine-4% NaOH, sodium hydroxide (NaOH), NALC 30 mM,
cetilpiridinium chloride (1%, 2% and 3%)-2% NaCl and 4,5% sodium hypochlorite (NaOCI). Flu-
idified samples underwent lysozyme or triton X-100 treatment together with heat shock. The
DNA extraction was confirmed by means of detection of the IS6110 gene sequence in M. tubercu-
losis. Of the 5 mucolytic substances tested, 4,5% NaOCI produced a fast fluidification of the
sputum. The amplification of IS6110 on samples fluidified with 4,5% NaOCI and treated with
lysozyme was observed by PCR assays. The diagnostic value of this method was evaluated on 30
Ziehl Neelsen-positive sputum samples and cultures. Results show that the 1S6110 gene se-
quence was detected in 66.67% of the samples. On the remaining 33.33% of low bacterial load
positive sputum samples (8, BK++ and 2, BK+), the IS6110 was detected after diluting the DNA
or adding acetylated bovine serum albumin to the PCR mix. Our tests indicate that even when
the 1S6110 detection has a limited sensitivity, the latter can be greatly increased by means of di-
luting the DNA or by adding PCR enhancers. This is the first report where the 4,5% NaOCI has
been used for preparation of DNA from sputum samples for detection of M. tuberculosis by PCR.

Key words: Fluidification; NaOCI; 1S6110; Mycobacterium tuberculosis; PCR.

Introduccioén ros. No obstante, diferentes autores han de-
mostrado que la RCP también es util cuando
se aplica sobre el ADN extraido de las mues-
tras clinicas (3-6). Sin embargo, son pocos
los investigadores que han disefiado proce-
dimientos sencillos y relativamente econé-
micos que permitan que esta metodologia
esté al alcance de la mayoria de los laborato-
rios clinicos. El principal blanco de amplifi-
cacion elegido para el diagnéstico de M. tu-
berculosis por la RCP es la secuencia de in-
sercién 1S6110 (7). Esta es una secuencia
genética repetitiva de 1.355 pb, presente ha-
bitualmente entre 1 a 25 copias en el geno-
ma de los miembros del complejo M. tubercu-
losis (8). Con base a ello, en este trabajo se
realizo la optimizacién de un método casero,
sencillo y rapido, para la preparacion y ex-
traccion del ADN de micobacterias en mues-
tras de esputo, para el diagndstico de la tu-

El diagndstico de laboratorio de la tu-
berculosis se basa en la baciloscopia y la
confirmacion del agente causal por cultivo.
Estos métodos, aunque ampliamente usa-
dos, tienen como desventaja una baja sensi-
bilidad en el caso de la baciloscopia, y el
arrojar resultados tardios en el caso del cul-
tivo y la identificacién bioquimica (1, 2), por
lo que es necesario la busqueda de métodos
que combinen la rapidez y la facilidad de la
baciloscopia con la elevada sensibilidad y
especificidad del cultivo. La amplificacion de
acidos nucleicos a través de la reaccion en
cadena de la polimerasa (RCP) podria ser
una alternativa para superar esta dificul-
tad. La RCP ha demostrado ser un método
muy eficiente para la identificacion de M. tu-
berculosis cuando es aplicada a cultivos pu-
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berculosis mediante la detecciéon de la se-
cuencia de insercidon 1S6110 aplicando la
técnica de la RCP.

Materiales y Métodos

Primera fase

Optimizacion del procedimiento parala
preparacion y extraccién de ADN de mico-
bacterias en muestras de esputo.

a. Muestras clinicas: Se utilizaron un
total de 14 muestras de esputo mucopuru-
lentas de reciente emisién, con baciloscopia
de tres cruces (BK+++), provenientes de pa-
cientes sintomaticos respiratorios que acu-
dieron al Laboratorio de Tuberculosis del
Instituto de Biomedicina, Caracas, Venezue-
la en febrero de 2002. La baciloscopia se rea-
liz6 por la técnica de Zielh Neelsen utilizando
los criterios del Programa Nacional Integrado
para el Control de la Tuberculosis (9).

b. Fluidificacién de las muestras de
esputo: Las sustancias fluidificadoras en-
sayadas correspondieron a las ya conocidas
para la descontaminacion y fluidificacion de
esputos como paso previo a la inoculacion
en medios de cultivo (10,11). Estas sustan-
cias fueron: N-acetil-L-cisteina (NALC) 30
mM-Hidroxido de sodio (NaOH) al 4%, NALC
30 mM, NaOH al 4%, Cloruro de cetilpiridi-
nium (CPC) al 1%-Cloruro de sodio (NaCl) al
2%, CPC al 2%-NaCl al 2%y CPC al 3%-NacCl
al 2%. Adicionalmente, se incluy®é el hipoclo-
rito de sodio (NaOCI) al 4,5% (cloro de uso do-
meéstico). Estas sustancias se mezclaron in-
dividualmente con las muestras de esputo en
una proporciéon 1:1, dejandolas actuar du-
rante 15 min en el caso de la NALC 30 mM-
NaOH al 4%, NALC 30 mM y NaOH al 4%, 24
horas en el caso de CPC al 1%, 2%y 3%-NaCl
al 2% (10,11) y 2 min para el NaOCIl al 4,5%.
Una vez transcurrido el tiempo establecido
para lafluidificacion, se agreg6 agua destila-
da estéril a cada mezcla hasta completar un
volumen final de 50 mL. Luego se procedio a
centrifugar la mezcla a 3.500 rpm por 30 m
para concentrar las células. Las célulasy los

sedimentos se lavaron con agua destilada
estéril en 3 oportunidades y se resuspendie-
ron en 100 pL de buffer TE (Tris-EDTA:
10mM Tris HCI, 1 mM EDTA pH 8).

c. Extraccion de ADN: Cada sedimen-
to resuspendido en TE se dividio en dos ali-
cuotas de 50 pL, a una se le afadio 1 pL de
lisozima (20mg/mL) y a la otra 0,5 pL de tri-
ton X-100 al 1%, ambas se incubaron a
37°C durante toda la noche. Posteriormen-
te, estas alicuotas se sometieron a estrés
térmico (80°C por 30 min, —=70°C por 20 min
y 80°C por 5 min) y se centrifugaron a 14.000
rpm por 2 min a temperatura ambiente, que-
dando el ADN bacteriano en el sobrenadante.
Este se recolecté en un tubo eppendorf y se
almacen6 a -20°C hasta su uso.

d. Deteccion de la secuencia de in-
sercion 1S6110: Usando los cebadores
INS1 (5"-CGTGAGGGCATCGAGGTGGC-3")
e INS2 (5-GCGTAGGCGTCGGTGACAAA-3')
(12), se amplificé un segmento de 245 pares
de bases de la secuencia de insercion
1S6110. A la mezcla de amplificacion (ANTPs
200mM [5uL], INS1 5pmol/pL [5uL], INS2
5pmol/uL [5pL], MgCl, 25mM [5pL], 10X
RCP buffer [5uL], Tag polimerasa 5 U/uL
(Promega®) [0,25uL]) se le agreg6 en ensayos
diferentes, 10, 5y 2 uL los extractos crudos
de ADN o de ADN diluido en agua bidestila-
da estéril, en una proporcion 1:20. Todas las
reacciones se llevaron a cabo en un volumen
final de 50 pL. La amplificacion se realizé en
un termociclador (M.J Research, Inc., mo-
delo PCT-100) bajo las siguientes condicio-
nes: 94°C por 4 minutos, 65°C por 1 minuto
y 72°C por 1 minuto, en 30 ciclos, seguido de
un ciclo de extension a 72°C por 4 minutos.
Como control positivo se utilizd 100 pg de
ADN de M. tuberculosis y como negativo se
usé la mezcla de amplificacién sin ADN. El
producto obtenido por la RCP se observé por
electroforesis en geles de agarosa al 2%, te-
fAidos con bromuro de etidio y fotografiados
con una camara digital Mavica (Sony®).

Una vez concluida la fase de estandari-
zacion, se procedié analizar los resultados
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para evaluar cual fue la sustancia fluidifi-
cante que permitio obtener mediante la
RCP, bandas visibles de la secuencia
1IS6110, independientemente de los volime-
nes de ADN empleados, con la finalidad de
ser seleccionada para la fase de validacion.

Segunda fase

Validacion del procedimiento de prepa-
raciény extraccion de ADN de micobacterias
en muestras de esputo.

En esta fase se utilizaron 30 muestras
de esputos con baciloscopia positiva y culti-
VOs positivos para M. tuberculosis, provenien-
tes de pacientes sintomaticos respiratorios
que acudieron al Laboratorio de Tuberculo-
sis del Instituto de Biomedicina Caracas, Ve-
nezuela, durante el periodo de julio a diciem-
bre del 2001 (conservados a -70°C). La baci-
loscopia, el cultivo y la identificacién bioqui-
mica de las cepas se realizaron segun los cri-
terios del Programa Nacional Integrado para
el Control de la Tuberculosis (9). Todos los
esputos se fluidificaron con el agente fluidifi-
cante seleccionado en la primera fase. La ex-
traccion del ADN y la amplificacién por la
RCP de la secuencia 1S6110, se realiz6 de
acuerdo a los pasos llevados a cabo en la fase
de optimizacién. El volumen de ADN utiliza-
do en estas pruebas fue de 5 pL. En aquellos
casos en donde la amplificacién de la secuen-
cia 1S6110 result6 negativa, las muestras se
sometieron a un nuevo ensayo de amplifica-
cion diluyendo el ADN en agua bidestilada
estéril en una proporcion 1:20, o a la mezcla
paralaRCP se le agregd 5 uL de albumina sé-
rica bovina acetilada (Promega®).

Resultados

Todas las sustancias fluidificantes pro-
badas produjeron actividad fluidificante so-
bre los esputos, excepto el CPC al 1%-NacCl
al 2%. Sin embargo, destaca el hecho que el
NaOCI al 4,5% fluidificé las muestras de es-
puto en forma completa e instantanea, obte-
niéndose sedimentos que oscilaron entre
0,1 a0,2 mL. Luego del proceso de fluidifica-

cion, cada una de las muestras fue sometida
a la accion de la lisozima o el triton X-100 al
1%y al estrés térmico, para luego realizar la
deteccion de la secuencia de insercion
1S6110 mediante la RCP. En ninguna de las
muestras tratadas con triton X-100 se de-
tecto productos de amplificacion. Por el con-
trario, en la mayoria de las muestras trata-
das con lisozima fue posible detectar la se-
cuencia 1S6110. La amplificacion fue efi-
ciente al utilizar los extractos crudos de
ADN sin diluir en las muestras fluidificadas
con NaOCl al 4,5% (Figura 1A, canales 10-
12) y NaOH al 4% (Figura 1A, canales 7-9),
obteniéndose bandas claramente visibles de
la secuencia 1S6110, independientemente
del volumen de ADN probado. En las mues-
tras tratadas con NALC se obtuvieron ban-
das tenues, poco definidas (Figura 1A, cana-
les 19-21), mientras que al usar NALC 30
mM-NaOH al 4%, solo se observo una banda
de amplificacién al utilizar un volumen de
2 pL de ADN (Fig. 1A, canal 4). Por otra par-
te, no se observd amplificacion de la secuen-
cia 1S6110 en las muestras fluidificadas con
CPCal 1%, 2%y 3%-NaCl 2% (Figura 1A, ca-
nales 13-18).

En un segundo ensayo donde la RCP se
llevé a cabo con ADN diluido, se observo la
presencia de bandas de amplificacion de la
secuencia 1S6110 de mayor intensidad en
las muestras fluidificadas con NALC-NaOH
al 2%, NaOH al 4% y NaOCI al 4,5% (Figura
1B, canales 4-12). Por el contrario, bandas
de amplificacion muy tenues fueron obser-
vadas al usar 10y 5 pL de ADN provenientes
de las muestras tratadas con NALC (Figu-
ra 1B, canales 20y 21), y no hubo amplifica-
cion de la secuencia IS6110 en las muestras
fluidificadas con CPC al 2% y 3%-NaCl 2%
(Figura 1B, canales 13-18).

Para la validacion del procedimiento
descrito anteriormente, 30 esputos prove-
nientes de pacientes sintomaticos respirato-
rios se clasificaron de acuerdo a sus carac-
teristicas macroscopicas y a la interpreta-
cion de la baciloscopia (Tabla 1). Basados en
los resultados obtenidos en la fase de opti-
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Figura 1. Electroforesis del producto amplificado por la RCP de la secuencia génica de insercion 1S6110
presente en el ADN extraido de las muestras de esputo fluidificadas con diferentes sustancias y
tratadas con lisozima. ADN sin diluir (A) y ADN diluido (B) 1y 22. Marcador de peso molecular
[Ladder 50 bp (Promega®) . 2. Control positivo. 3. Control negativo. 4, 5y 6, fluidificacion con
NALC-NaOH al 4%, ADN en volumenes de 2, 5y 10 pL, respectivamente. 7,8y 9, fluidificacion
con NaOH al 4%, ADN en volumenes de 2,5y 10 L, respectivamente. 10, 11 y 12, fluidificacion
con NaOCl al 4,5%, ADN en volimenes de 2, 5y 10 uL, respectivamente. 13, 14 y 15, fluidifica-
cién con CPC al 3%-NaCl al 2%, ADN en volumenes de 2,5y 10 pL, respectivamente. 16, 17y 18,
fluidificacién con CPC al 2%-NacCl al 2%, ADN en volumenes de 2,5y 10 L, respectivamente.
19, 20 y 21, fluidificacién con NALC, ADN en volumenes de 2, 5y 10 pL, respectivamente.

mizacion, el NaOCI al 4,5% fue seleccionado
para esta etapa de validacién como la mejor
sustancia fluidificante, al producir un exce-
lente efecto fluidificador en las muestras de
esputo y por no interferir con la amplifica-
cion de la secuencia 1S6110. En 20 de las 30
muestras procesadas (66,67%), se logré de-
tectar la secuencia 1S6110. Estas muestras
correspondieron a ADNSs sin diluir prove-
nientes de 8 esputos con BK+++, 8 con BK++
y 4 esputos con BK+ (Figura 2.A). Las 10
muestras restantes (4 con BK++ y 6 con
BK+) en donde no se obtuvo amplificacion,

fueron sometidas a un nuevo ensayo de la
RCP, con el mismo volumen de ADN pero di-
luido. Sin embargo, sélo se logré obtener
amplificacién de la secuencia 1S6110 en 2
muestras, ambas con BK++ (Figura 2.B). El
resto de las muestras (6 con BK+ y 2 con
BK++) fueron nuevamente sometidas a otro
ensayo de RCP, usando en esta oportunidad
5 pL de ADN sin diluir y adicionando 5 pL de
albumina sérica bovina acetilada. Con ello
se logro obtener finalmente la amplificacion
de la secuenciade insercion 1IS6110 en estas
8 muestras (Figura 2C).
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Tabla 1l
Caracteristicas de las muestras de esputo seleccionadas para la fase de validacion*

N° de muestra Aspecto macroscopico Baciloscopia
LT 730 Mucosa +
LT789 Mucosa +
LT 837 Mucosa +
LT 840 Hemoptoica +
LT 1013 Mucopurulenta +
LT 1034 Mucopurulenta +
LT 1042 Mucopurulenta +
LT 1114 Mucosa +
LT 1161 Mucosa +
LT 1197 Mucopurulenta +
LT52 Mucopurulenta ++
LT 302 Mucosa ++
LT 367 Hemoptoica ++
LT 597 Mucopurulenta ++
LT 957 Mucopurulenta ++
LT 943 Mucopurulenta ++
LT 982 Mucosa ++
LT 1113 Mucosa ++
LT 1157 Mucosa ++
LT 1179 Mucosa ++
LT 1217 Hemoptoica ++
LT 1296 Mucopurulenta ++
LT 145 Mucopurulenta +++
LT 600 Mucopurulenta +++
LT 763 Mucosa +++
LT 782 Hemoptoica +++
LT 798 Mucosa +++
LT 851 Mucopurulenta +++
LT 899 Mucopurulenta +++
LT 1084 Hemoptoica +++

*Interpretacion realizada segiin la Normativa del Programa Nacional Integrado para el Control de la Tuberculosis,
1998 (9).
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Figura 2. A. Electroforesis del producto amplificado por la RCP de la secuencia génica de insercion

1S6110 presente en el ADN extraido de las muestras de esputo fluidificadas con NaOCL al
4,5% y tratadas con lisozima. 1y 34. Marcador de peso molecular [Ladder 50 bp (Promega®) 2.
Control positivo 3. Control negativo 4. LT730 (BK +) 5. LT789 (BK +) 6. LT837 (BK +) 7. LT840
(BK+)8.LT1013(BK +)9.LT1034 (BK +)10.LT1042 (BK +)11.LT1114 (BK +) 12.LT1161 (BK +)
13.LT1197 (BK +) 14. LT52 (BK ++) 15. LT302 (BK ++) 16. LT367 (BK ++) 17. LT597 (BK ++) 18.
LT957 (BK ++) 19. LT943 (BK ++) 20. LT 982 (BK ++) 21. LT1113 (BK ++) 22. LT1157 (BK ++) 23.
LT 1179 (BK ++)24.LT1217 (BK ++) 25. LT1296 (BK ++) 26. LT145 (BK +++) 27. LT600 (BK +++)
28.LT763 (BK +++)29.LT782 (BK +++) 30. LT798 (BK +++) 31. LT851 (BK +++) 32. LT899 (BK
+++) 33. LT1084 (BK +++). B. Electroforesis de la amplificacion por la RCP del 1S6110 a partir
de ADN diluido 1:20 y con adicion de albumina sérica bovina acetilada (C) de las muestras
que presentaron un resultado falso negativo en el ensayo inicial de RCP.

y en los blancos de amplificacién elegidos (3,
6, 7). En esta investigacion, la preparacion

Discusion

Algunos investigadores afirman que la
deteccidon de M. tuberculosis, directamente
de muestras clinicas mediante técnicas de
amplificacion de secuencias especificas de
ADN, tiene especificidad y sensibilidad va-
riable, debido a la diversidad de protocolos
utilizados en la preparacion previa de las
muestras clinicas, en la extraccién del ADN

de las muestras de esputo para la extraccion
del ADN se inicid al someter a las muestras a
la accion individual de varias sustancias
fluidificantes. En esta etapa se pudo obser-
var que todas las sustancias ensayadas fue-
ron eficientes como agentes fluidificantes,
excepto el CPC al 1%-NaCl al 2%. Sin em-
bargo, el NaOCI al 4,5% resulto ser la sus-

Scientific Journal from the Experimental Faculty of Sciences,
at La Universidad del Zulia Volume 14 N° 1, January-March 2006



A. Guevara et al. / Ciencia Vol. 14, N° 1 (2006) 46 - 55

53

tancia que produjo mejor fluidificacion, ya
que al colocarla en contacto con las mues-
tras clinicas mucopurulentas se observé la
fluidificacion inmediata de las mismas. El
NaOCIl al 4,5% se le conoce més por sus efec-
tos desinfectantes que por sus usos en el la-
boratorio de microbiologia, aunque algunos
autores refieren la utilidad del NaOCI al
4,5% como fluidificante para la preparacion
de frotis a partir de esputos (13, 14).

Posterior a la fluidificacion y concen-
tracion celular, se procedié a dividir las
muestras en dos alicuotas y someter a cada
unade ellas a la accion de la lisozima o el tri-
tén X-100, conjuntamente con estrés térmi-
co para la liberaciéon del ADN micobacteria-
no, al realizar la RCP para la deteccion de la
secuencia de insercién 1S6110, no se obser-
varon bandas de amplificacion en el grupo
de muestras fluidificadas y tratadas con tri-
tén X-100. Es probable que el triton X-100,
por ser un detergente no iGnico que se une
principalmente a los sitios hidrofébicos de
las proteinas, actué con poca accién sobre la
pared celular de las micobacterias que esta
compuesta principalmente por lipidos (15).
Por el contrario, al realizar los ensayos con
las muestras fluidificadas con NaOH al 4%,
NALC 30 mM-NaOH al 4%, NaOCl al 4,5% y
NALC 30 mM vy tratadas con lisozima, se
pudo observar la amplificacion de la secuen-
cia 1S6110, especialmente en las muestras
fluidificadas con NaOH al 4% y NaOCI al
4,5%, donde se observaron bandas de am-
plificacion claramente visibles independien-
temente del volumen de ADN utilizado. Es
posible que estas sustancias fluidificadoras
ejerzan un efecto facilitador de la RCP, tal
como ha sido reportado por algunos autores
(16, 17). A pesar de la escasa literatura ante-
cedentes sobre el uso del hipoclorito de so-
dio en la fluidificacion de muestras de espu-
to, como paso previo para la detecciéon de M.
tuberculosis por la RCP, esta sustancia, a
una concentracion de 0,5%, ha sido utiliza-
da para la extraccion de ADN de microspori-
dia a partir de muestras de heces, sin evi-
dencia de inhibicion de la RCP o alteracion

del ADN obtenido (16). Por otra parte, cuan-
do se utilizo el CPC-NaCl como agente fluidi-
ficante, no se logro6 obtener sefial de amplifi-
cacion de la secuencia IS6110, lo cual indica
que la inhibicién de la RCP probablemente
fue ocasionada por la sustancia fluidifican-
te.

Basados en los resultados obtenidos en
la fase de estandarizacion donde las mues-
tras fluidificadas con NaOCl al 4,5% vy trata-
das con lisozima se logré evidenciar la pre-
sencia de bandas de amplificacion intensas
correspondientes a la secuencia I1IS6110, in-
dependientemente de los volimenes de ADN
probados, se decidio utilizar el NaOCI al
4,5% para realizar la validacion del procedi-
miento de preparacion y extracciéon de ADN
en muestras clinicas con baciloscopiay cul-
tivo positivo para M. tuberculosis.

En el 66,67% (20/30) de las muestras
analizadas, se evidenci6 bandas visibles co-
rrespondientes a la secuencia 1S6110, al
usar 5 pL de ADN sin diluir. Diez (n = 10)
muestras (33,33%) presentaron inhibicion
de la RCP. Es posible que el elevado porcen-
taje de muestras inhibidas se deba a la utili-
zacion de extractos crudos de ADN que pue-
den contener sustancias capaces de interfe-
rir con la RCP (18,19). Por consiguiente, es-
tas muestras fueron sometidas a un nuevo
ensayo, en donde el ADN se diluyo, logran-
dose asi la amplificacion de la secuencia
1S6110 en 2 de ellas solamente. Es impor-
tante resaltar que los ocho (n = 8) casos don-
de no se logré la amplificacion del fragmento
1S6110, los ADNs provenian de muestras de
esputo con baciloscopia de unay dos cruces
(6 con BK+y 2 con BK++). Es probable que al
diluir la muestra de ADN también se diluyo
el blanco de amplificacién disminuyendo la
sensibilidad de la RCP. No obstante, se deci-
di6 someter estas 8 muestras con resultado
falso negativo a la accién de la albUmina sé-
rica bovina, considerando que esta sustan-
cia tiene la capacidad de desinhibir la RCP
ante una amplia variedad de sustancias or-
ganicas presentes en la muestra (6, 18, 19).
En esta investigacion se utilizo albimina sé-
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rica bovina acetilada como sustancia facili-
tadora de la RCP, incorporandose en una
concentracion final de 0,1 pg/uL por reac-
cion. De esta manera, se logro evidenciar la
amplificacion del fragmento I1IS6110 en las 8
muestras probadas. Estos resultados de-
muestran que la sensibilidad del método
propuesto al usar ADN sin diluiry sin uso de
facilitadores de la RCP fue de un 66,7%, que
luego aumenté a 100% cuando se agrego al-
bumina sérica bovina acetilada a la mezcla
de amplificacién. En tal sentido, se puede
afirmar que es posible mejorar la sensibili-
dad de la técnica de la RCP para la deteccion
del complejo M. tuberculosis en esputos, op-
timizando el procedimiento para la prepara-
cion de la muestra y la extraccion del ADN
de micobacterias. De acuerdo con este con-
texto, se concluy6 proponiendo el siguiente
protocolo de trabajo:

1. Fluidificar las muestras clinicas utili-
zando hipoclorito de sodio al 4,5% en
una proporcion 1:1 por 2 minutos.

2. Agregar agua destilada estéril hasta un
volumen final de 50 mL y concentrar la
carga bacteriana por centrifugacién a
3.500 rpm por 30 minutos.

3. Descartar el sobrenadante y lavar el se-
dimento con agua destilada estéril. Re-
suspender en 100 pLde TE (10mM Tris
HCL, 1mM EDTA pH 8).

4. Transferir 50 pL de la suspension a un
tubo eppendorf y adicionar la lisozima
(20 mg/mL) e incubar a 37°C durante
toda la noche.

5. Centrifugar a 14.000 rpm por 2 minu-
tos y transferir el sobrenadante a tubo
eppendorf.

6. Someter la muestra a estrés térmico:
20 minutos a80°C, 10 minutos a-70°C
y 5 minutos a 80°C

7. Detectar la secuencia de insercion
1S6110 por la RCP de acuerdo a Kolk y
col., 1992.

8. Opcional: se recomienda utilizar alba-
mina sérica bovina acetilada a una
concentracion final de 0,1 pg/pL en
muestras con baja carga de micobacte-
rias (BK+ 6 ++) o cuando se sospeche de
falsos negativos.
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