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RESUMEN

La reemergencia de la tuberculosis como problema de salud
pública a nivel mundial, hace imperativo el diseño de estrate-
gias de diagnóstico rápido, sensible y específico para detectar
tempranamente el patógeno. El objetivo de este trabajo fue eva-
luar un ensayo de PCR duplex para identificar micobacterias del
complejo Mycobacterium tuberculosis (TB) y no tuberculosis
(NTB). En una única reacción de amplificación se incluyeron
dos pares de oligonucleótidos y se estandarizaron sus tempera-
turas de alineamiento. Para detectar cualquier micobacteria (TB
y NTB), se utilizó un par de oligonucleótidos dirigido a la se-
cuencia conservada del gen 16S rRNA. Para identificar mico-
bacterias del complejo TB, se utilizó otro par de oligonucleótidos
dirigido a la secuencia del marco de lectura abierta identificado
como Rv0577 en el genoma de la cepa de referencia H37Rv.
Para validar el ensayo, se analizaron 50 aislados clínicos de mi-
cobacterias, incluyendo micobacterias del complejo TB y NTB.
En todas las especies de micobacterias ensayadas con oligonu-
cleótidos de 16S rRNA, se observó un amplicón esperado de
543 pb, confirmando que el par de oligonucleótidos utilizados
tiene carácter género-específico. La amplificación con oligonu-
cleótidos de Rv0577, rindió un producto de PCR de 786 pb solo
en M. tuberculosis, M. bovis y M. bovis BCG, las cepas del
complejo TB analizadas en este estudio, el cual estaba ausente
en micobacterias NTB. Dada la especificidad del par de oligonu-
cleótidos utilizados, este ensayo de PCR duplex puede contri-

buir al diagnóstico de micobacteriosis y ser utilizado para identi-
ficar micobacterias del complejo tuberculosis y no tuberculosis
en muestras clínicas humanas y de animales.

Palabras clave: Complejo Mycobacterium tuberculosis, PCR
duplex, micobacterias, 16S rRNA, Rv0577

ABSTRACT

The recent resurgence of tuberculosis at world wide level de-
mands the design of rapid, sensitive and specific diagnostic
strategies for early detection of pathogen. It was evaluated a du-
plex PCR assay for the detection and differentiation of Myco-

bacterium tuberculosis complex (TB) and nontuberculous my-
cobacteria (NTB). In a single amplification reaction, two primer
sets were included and their annealing temperatures were
standardized. In order to detect any mycobacteria (TB and
NTB), a set of primers directed to the conserved region of the
16S rRNA gene were used. In order to identify mycobacteria of
the M. tuberculosis complex, another primers were designed
from the open reading frame Rv0577 sequence from the ge-
nome M. tuberculosis reference strain H37Rv. To validate the
test, 50 clinical isolates of mycobacteria were analyzed, includ-
ing mycobacteria of the TB complex and NTB mycobacteria. In
all the species of mycobacteria tested with oligonucleótidos of
16S rRNA, a PCR product of 543 pb was observed, confirming
that the primers set used were specific-genus. The reaction
with Rv0577 primers set specifically and consistently amplified
an additional PCR product of 786 pb in M. tuberculosis, M. bo-

vis and M. bovis BCG, the strains of the TB complex analyzed
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in this study, whereas none of the NTB strain showed a PCR
fragment. Given the sensitivity and specificity of the primer sets
used, this duplex PCR assay can contribute to the diagnosis of
micobacteriosis and may be applied to identify mycobacteria of
the M. tuberculosis complex and nontuberculous mycobacteria
in clinical samples from humans and animals.

Key words: Mycobacterium tuberculosis complex, duplex
PCR, mycobacteria, 16S rRNA, Rv0577.

INTRODUCCIÓN

La tuberculosis sigue representado una de las enferme-
dades infecciosas que cobra mayor número de víctimas a nivel
mundial. A pesar de numerosos esfuerzos de la Organización
Mundial de la Salud (OMS) y organismos oficiales de salud de
diversos países, los programas de control de tuberculosis y la
implementación de la estrategia DOTS (tratamiento directa-
mente observado de corta duración), no han logrado disminuir
la incidencia de la infección, de hecho, en el último reporte de
la OMS, se refleja que la cifra de nuevos casos de tuberculosis
se incrementó a 8,8 millones para el 2002, de los cuales 3,9
millones fueron bacilíferos [32] y se ha estimado que un tercio
de la población mundial está infectada con Mycobacterium tu-

berculosis [7, 9]. Si esta tendencia se mantiene, se proyecta
que para el periodo comprendido entre los años 2002 y 2020,
se podrían alcanzar cifras de 1000 millones de nuevos casos
de personas infectadas con M. tuberculosis, de los cuales 150
millones desarrollarían la enfermedad y 36 millones morirían
por esta causa [32]. Al debilitamiento de los programas de
control, se suma el incremento en el número de personas in-
fectadas con M. tuberculosis multirresistente a drogas y la
pandemia de HIV-SIDA [9, 10, 32].

Cerca del 90% de todos los enfermos aparecen en los
países tropicales en vías de desarrollo, donde América Latina
contribuye con un poco más del 6% [22]. Particularmente en el
país, la tuberculosis se ubica entre las primeras 20 causas de
muerte [19], con una incidencia estimada entre 25 y 49 ca-
sos/100.000 habitantes [22].

El resurgimiento de la tuberculosis con características epi-
démicas y la aparición de cepas multirresistentes, hace impera-
tivo el diseño de estrategias de diagnóstico y estudios de sus-
ceptibilidad a drogas que permita obtener resultados inmedia-
tos, a fin de adoptar un esquema terapéutico acertado para lo-
grar la cura del paciente y disminuir la transmisión del patógeno
y propagación de cepas multirresistentes a drogas [23, 33, 34].

Las herramientas de diagnóstico de tuberculosis, ade-
más de las evidencias clínicas, incluyen radiografía de tórax, la
cual es sensible pero no específica; baciloscopia o análisis mi-
croscópico del esputo para buscar bacilos ácido-alcohol resis-
tentes (BAAR) que es una técnica sencilla y específica, pero
de baja sensibilidad y por último se cuenta con la posibilidad
del cultivo, el cual es muy sensible, pero se requiere alrededor

de 3 a 6 semanas para visualizar colonias de M. tuberculosis,
debido al lento crecimiento de este organismo. M tuberculosis

tiene un tiempo de generación estimado en 18 a 24 horas, ha-
ciéndose las colonias visibles a las 3 a 4 semanas de incuba-
ción y en casos extremos, el aislamiento primario puede exten-
derse hasta 8 semanas.

En los últimos años se han diseñado algunos ensayos de
amplificación por reacción en cadena de la polimerasa (PCR)
basados en diferencias genotípicas entre especies micobacte-
rianas, algunos de los cuales se encuentran comercialmente
disponibles, tales como AMPLICOR M. tuberculosis Assay (Ro-
che), Amplified M. tuberculosis Direct (AMTD2 de Gene Probe)
LCx (Abbott) INNO-LipA (Innogenetics) y otros [14, 24], sin em-
bargo, estos ensayos son estandarizados bajo condiciones es-
pecíficas de los laboratorios donde fueron desarrollados, con
protocolos de extracción de ácidos nucleicos y condiciones de
amplificación que muchas veces no son reproducibles bajo las
condiciones propias de los laboratorios locales. A esto se suma
el elevado costo de los “Kits” y reactivos utilizados.

A través de este trabajo se diseñó y evaluó una prueba ge-
notípica para la identificación de micobacterias del complejo M.

tuberculosis y no tuberculosis para contribuir al diagnóstico tem-
prano de infecciones causadas por micobacterias. A tal fin, se
seleccionaron secuencias de ADN del genoma de M. tuberculo-

sis utilizadas previamente [13] y disponibles en la base de datos
[5] y se evaluó la especificidad de dos pares de oligonucleótidos,
para ser incorporados en un formato de PCR duplex mediante
técnicas de amplificación por reacción en cadena de la polimera-
sa (PCR). El patrón de amplificación, utilizando este par de oligo-
nucleótidos en una única reacción de PCR, permitió discriminar
entre cepas del complejo M. tuberculosis y no tuberculosis.

MATERIALES Y MÉTODOS

Cepas bacterianas utilizadas en este estudio

Se analizaron un total de 50 cepas de micobacterias, in-
cluyendo cepas de referencia y aislados clínicos bien caracte-
rizados desde el punto de vista fenotípico y características bio-
químicas. 33 cepas del complejo tuberculosis: M. tuberculosis

(25), M. bovis (4) y M. bovis BCG (4) y 17 cepas del complejo
no tuberculosis M. smegmatis (3) [26], M. flavescens (3), M.

gordonae (3), M. kansasii, (3), M. szulgai (2) y M. scrofula-

ceum (3). En la TABLA I se describen las cepas utilizadas y su
procedencia. Los aislados clínicos corresponden a cepas pro-
venientes de pacientes con clínica de tuberculosis, cuyas
muestras de esputo fueron referidas al laboratorio de Diagnós-
tico de Tuberculosis con sede en el Hospital Universitario de
Maracaibo, el cual está adscrito al Programa Regional de Con-
trol de Tuberculosis.

Oligonucleótidos utilizados en este estudio

Para la amplificación de secuencias del genoma de
cualquier especie de micobacterias (oligonucleótidos género-
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específicos) se utilizó un par de oligonucleótidos dirigido a la
secuencia conservada del gen 16S rRNA y para diferenciar
entre cepas del complejo M. tuberculosis y no tuberculosis se
utilizó la secuencia de la región codificante del marco de lec-
tura abierta identificado como Rv0577 [13] (TABLA II). La
identidad de estos oligonucleótidos fue confirmada por alinea-
miento de sus secuencias utilizando el programa Blast [2, 3] y
las Bases de Datos EMBL del Centro Nacional de Informa-
ción Biotecnológica de EEUU (NCBI) y del Centro de Sanger,
donde están depositadas las secuencias obtenidas de los
Proyectos de Secuenciación del genoma de M. tuberculosis

H37Rv. Los genes blanco de amplificación, su secuencia y la
localización de los oligonucleótidos pueden ser encontrados
en el genoma de M. tuberculosis H37Rv (Acceso:
NC_000962) [5]. Los oligonucleótidos fueron sintetizados por
Maxim Biotech, INC.

Extracción y purificación de ADN genómico de colonias
de micobacterias

La extracción de ADN de colonias micobacterianas se
llevó a cabo utilizando un procedimiento básico MINIPREP
[4], con algunas modificaciones. Se tomó una asada de una
colonia micobacteriana, se inactivó con calor a 90°C por 1 ho-
ra y se sometió a tratamiento con etanol para provocar muer-
te celular [1]. Se centrifugó a 14000 rpm por 5 minutos y la
colonia se resuspendió en 500 µL de Buffer TE (10 mM Tris-
HCl, pH 8, 1mM EDTA, pH 8). Se agregó 100 µL de lisozima
10mg/ml y se incubó a 37°C por 1 hora. Se agregó 30 µL de
SDS 10% y 10 µL de proteinasa K 10 mg/ml, se incubó a
65°C por 1 hora. Se hizo una extracción con 500 µL de cloro-
formo, se aplicó vortex y se centrifugó a 14.000 rpm por 5 mi-
nutos. La fase acuosa se transfirió a otro tubo y se precipitó
con 500 µL de isopropanol. El sedimento se resuspendió en

570

Identificación de micobacterias / Arráiz, N. y col._________________________________________________________________________

TABLA I
CEPAS MICOBACTERIANAS ANALIZADAS. STRAINS ANALYZED

Cepa Descripción Procedencia de la cepa

Mycobacterium smegmatis mc26 Cepa silvestre Ms IP930587 CVCM 563

Mycobacterium smegmatis mc2155 Cepa mutante derivada de mc26 IVIC-LGM

M. bovis Cepa Pasteur IVIC-LGM

M. bovis BCG Cepa Pasteur de M. bovis atenuada en virulencia ATCC 35734

Mycobacterium flavescens Cepa silvestre, Fla 0, IP93091 CVCM 565

Mycobacterium gordonae Cepa silvestre, Gor 0, IP930835 CVCM 581

Mycobacterium kansasii Cepa silvestre, Kans 0, IP930908 CVCM 564

M. tuberculosis Aislado clínico CPRCT Lab.TB-SAHUM

M. bovis Aislado clínico CPRCT Lab.TB-SAHUM

M. bovis BCG Aislado clínico CPRCT Lab.TB-SAHUM

M. gordonae Aislado clínico CPRCT Lab.TB-SAHUM

M. kansasii Aislado clínico CPRCT Lab.TB-SAHUM

M. flavescens Aislado clínico CPRCT Lab.TB-SAHUM

M. szulgai Aislado clínico CPRCT Lab.TB-SAHUM

M. scrofulaceum Aislado clínico CPRCT Lab.TB-SAHUM

CVCM: Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos. Instituto de Biología Experimental, Universidad Central de Venezuela.
IVIC-LGM: Instituto Venezolano de Investigaciones Científicas. Laboratorio de Genética Molecular.
ATCC: American Type Culture Collection.
CPRCT: Coordinación del Programa Regional de Control de Tuberculosis, Laboratorio de tuberculosis. SAHUM: Servicio Autónomo Hospital
universitario de Maracaibo.

TABLA II

OLIGONUCLEÓTIDOS UTLILIZADOS. PRIMERS USED

Nombre del
oligoNT

Secuencia de nucleótidos Descripción
Acceso N°. NC-000962 (Ref 14)

Tamaño del producto
de PCR

16SRNAF 5’ ACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTC 3’ Gen DNA ribosomal 16S
Género específico 543 pb

16SRNAR 5’ TCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCA 3’

Rv0577F 5’ ATGCCCAAGAGAAGCGAATACAGGCAA 3’ Marco de lectura de función
desconocida Rv3912
Complejo tuberculosis

786 pbRv0577R 5’ CTATTGCTGCGGTGCGGGCTTCAA 3’



30 µL de buffer TE. Se utilizó 3 µL de la muestra para ensayos
de amplificación.

Alternativamente, para las mismas muestras se utilizó un
procedimiento de “boiling” [1], que consistió en colocar la colo-
nia en 50 µL de buffer TEN (10 mM Tris-Hcl, 1 mM EDTA, 100
mM NaCl, pH 8) y colocar los tubos en ebullición por 10 minu-
tos, en baño maría en bloque seco sin ningún procesamiento
posterior, descrito para reducir el tiempo de extracción y mini-
mizar el riesgo de contaminación cruzada. Se utilizó 5 µL de la
suspensión como templado para reacciones de PCR.

Ensayos de amplificación por PCR

Para las reacciones de amplificación individuales, tanto
para oligonucleótidos 16SRNA, como Rv0577, se preparó la
mezcla de reacción para un volumen final de 50 µL, consistien-
do en 5 µL de buffer taq DNA polimerasa (Promega), 1,5 mM
MgCl2, 200 µM cada desoxirribonucleótido (dATP, dCTP,
dGTP y dTTP), 1 µL de cada oligonucleótido 20 µM (20 pmo-
les cada oligonucleótido)�

� Se utilizó 0,5 µL de Taq DNA poli-
merasa 1U/µL para cada reacción (PROMEGA). Se ensayaron
temperaturas de alineamiento en el rango de 58°C hasta 62°C
para cada par de oligonucleótidos.

Posteriormente se ensayaron condiciones para amplifi-
cación simultánea en una única reacción con ambos pares de
oligonucleótidos y se seleccionó 58°C como temperatura de
alineamiento óptima el ensayo de PCR duplex. El programa de
amplificación consistió en 3 minutos a 94°C y 35 ciclos de am-
plificación de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 58°C,
45 segundos a 72°C y un paso final de amplificación a 72°C
por 10 minutos. Las reacciones se llevaron a cabo en termoci-
clador MJ Research PTC-100. Como control negativo y de

riesgos de contaminación cruzada durante los procedimientos
de extracción y amplificación, se procesaron en paralelo colo-
nias de E. coli.

Los amplicones se separaron en geles de agarosa en
cámaras horizontales (BIORAD). La concentración de agarosa
utilizada fue de 0,8% a 1%. Como Buffer de corrida se utilizó
TBE (Tris-Borato 89mM, EDTA 2mM pH 8) o TAE (Tris-Aceta-
to 40mM, EDTA 2mM pH 8). La corrida se llevó a cabo a
40v/cm por 1-2 horas. Los geles fueron teñidos con bromuro
de etidio, visualizados en un transiluminador ultravioleta y foto-
grafiados con sistema de fotodocumentación DigiDoc UVP. Se
utilizó marcador de peso molecular PCR markers de PROME-
GA (1000 pb, 750 pb, 500 pb, 300 pb, 150 pb y 50 pb)

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Amplificación con oligonucleótidos dirigidos
a la secuencia del gen rDNA16S

En la FIG. 1 se observan los resultados de amplificación
utilizando oligonucleótidos 16SRNAF y 16SRNAR, dirigidos a
la secuencia conservada del gen ribosomal 16S rRNA de mi-
cobacterias. En todas las especies de micobacterias ensaya-
das se observó el producto esperado de 543 pb, confirmando
que el par de oligonucleótidos utilizados tiene carácter géne-
ro-específico [13] y pueden ser utilizados para el diagnóstico
de micobacteriosis, de hecho, la secuencia de los genes ribo-
somales se ha utilizado ampliamente en análisis filogenético y
la identificación de micobacterias [13, 25, 30]. Utilizando este
par de oligonucleótidos se logró amplificar el producto a todas
las temperaturas ensayadas en el rango de 58°C a 60°C, sin
pérdida de especificidad.
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FIGURA 1. AMPLIFICACIÓN POR PCR CON OLIGONUCLEÓTIDOS DIRIGIDOS A LA SECUENCIA 16S rRNA

DE MICOBACTERIAS. SE ANALIZARON 33 CEPAS DEL COMPLEJO M. tuberculosis Y 17 CEPAS DEL COMPLEJO NO
TUBERCULOSIS. EL PRODUCTO AMPLIFICADO ES DE 543 PB. 1: M. tuberculosis, 2: M. bovis, 3: M. bovis BCG,
4: M. smegmatis, 5: M. flavescens, 6: CONTROL NEGATIVO (E. coli), 7: M. gordonae, 8: M. kansasii, 9: M. szulgai,
10: M. scrofulaceum, M: MARCADOR DE PESO MOLECULAR, INDICANDO EL PESO MOLECULAR DE LAS TRES

PRIMERAS BANDAS.



Amplificación con oligonucleótidos dirigidos
a la secuencia del marco de lectura abierta Rv0577

La estandarización de la temperatura de alineamiento de
los oligonucleótidos del marco de lectura Rv0577 resultó más
difícil. La temperatura teórica de “melting” para estas secuen-
cias es de 62,4°C y 63,4°C para Rv0577F y Rv0577R y previa-
mente se ha reportado exitosa amplificación utilizando 60°C
como temperatura de alineamiento [13], sin embargo bajo las
condiciones del presente ensayo, no se obtuvo amplificación a
temperaturas por encima de 58°C y se generaron múltiples
bandas inespecíficas a temperaturas � 58°C, limitación que
fue superada por la adición de 3 µL de DMSO. La amplifica-
ción con este par de oligonucleótidos, rindió el producto espe-
rado de 786 pb solo en M. tuberculosis, M. bovis y M. bovis

BCG, las cepas del complejo tuberculosis disponibles para
este estudio, pero no se observó amplificación para las otras
especies de micobacterias del complejo no tuberculosis
(FIG. 2). La persistencia de una banda difusa inespecífica de
aproximadamente 100 pb, inclusive en el control negativo, no
altera la interpretación de los resultados.

El par de oligonucleótidos del marco de lectura abierta
Rv0577 permitió discriminar claramente entre cepas del com-
plejo M. tuberculosis y micobaterias no tuberculosas, resulta-
dos que fueron reproducibles utilizando tanto cepas de refe-
rencia como aislados clínicos, de manera que este par de oli-
gonucleótidos se incorporó en un formato de PCR duplex a fin
de contribuir al diseño de una estrategia de diagnóstico rápido
que contribuya a un mejor manejo del paciente infectado [6,
10, 18, 27, 35]. El complejo M. tuberculosis incluye M. tubercu-

losis, M. bovis, M. bovis BCG, M. africanum (subtipos I y II), M.

microti, M. cannetti [20] y la diferenciación de este grupo, de
otras micobacterias no tuberculosas, tiene importantes implica-
ciones para el tratamiento del paciente y para obtener informa-
ción epidemiológica.

PCR duplex con ambos pares de oligonucleótidos:
rRNA16S y Rv0577

Las técnicas de amplificación de ácidos nucleicos han
facilitado el desarrollo de estrategias de diagnóstico para la
identificación de micobacterias [16, 17, 28, 29]. Sin embargo,
algunos de estos ensayos, varios de los cuales han sido co-
mercializados, no siempre rinden resultados reproducibles [24,
11] y son muy costosos. Por ejemplo, uno de los ensayos más
utilizados se basa en el elemento de inserción IS6110, pero se
han reportado falsos negativos [12, 15] y falsos positivos [29].
Así mismo, se ha demostrado que la secuencia del gen mtp40,
también utilizada en ensayos de identificación, está ausente
en algunas cepas de M. tuberculosis [31]. Estas limitaciones
mantienen el interés en diseñar y aplicar técnicas diagnósticas
adaptadas a las condiciones de los laboratorios locales, por lo
cual en este trabajo, se estandarizó un ensayo de identifica-
ción basado en PCR.

Para estandarizar la reacción de amplificación simultá-
nea con los dos pares de oligonucleótidos, se utilizó la tempe-
ratura óptima de alineamiento de la secuencia de Rv0577, fac-
tor limitante, debido a que los oligonucleótidos 16S rRNA am-
plificaron bien a todas las temperaturas. El ensayo de PCR du-
plex se evaluó utilizando cepas de referencia y aislados clíni-
cos. Mientras el fragmento de 543 pb se observó en todas las
cepas de micobacterias, incluyendo las del complejo tubercu-
losis y no tuberculosis, el amplicón de 786 pb sólo se detectó
en M. tuberculosis, M. bovis y M. bovis BCG, las cepas del
complejo tuberculosis incluidas en este estudio y no en cepas
del complejo NTB (FIG. 3), demostrando que el ensayo de
PCR es útil para identificar micobacterias y diferenciar entre
cepas del complejo M. tuberculosis y no tuberculosis. En el
proceso de estandarización de condiciones de amplificación
con ambos pares de oligonucleótidos se evidenciaron múlti-
ples bandas inespecíficas de bajo peso molecular, limitación
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FIGURA 2. AMPLIFICACIÓN POR PCR CON OLIGONUCLEÓTIDOS DIRIGIDOS A LA SECUENCIA RV0577 ESPECÍFICO
DE MICOBACTERIAS DEL COMPLEJO M. tuberculosis. SE ANALIZARON 33 CEPAS DEL COMPLEJO M. tuberculosis

Y 17 CEPAS DEL COMPLEJO NO TUBERCULOSIS. EL PRODUCTO AMPLIFICADO ES DE 786 PB.
1: M. tuberculosis, 2: M. bovis, 3: M. bovis BCG, 4: M. smegmatis, 5: M. flavescens, 6: CONTROL NEGATIVO (E. coli),

7: M. gordonae, 8: M. kansasii, 9: M. szulgai, 10: M. scrofulaceum, M: MARCADOR DE PESO MOLECULAR, SE INDICA PM
DE LAS TRES PRIMERAS BANDAS.



que fue superada por la adición de 3 µL de dimetilsufóxido a la
mezcla de reacción de PCR.

La amplificación diferencial se ejecutó en una única
reacción de amplificación con un programa de ciclos de tem-
peratura de 1,5 horas de duración y un tiempo de procesa-
miento de la muestra de 4 horas, para un total de 5,5 horas. La
diferenciación de cepas se correlacionó 100% con la identidad
de las cepas de referencia y aislados clínicos, establecida por
cultivo y caracterización bioquímica, no observándose falsos
positivos ni falsos negativos.

Aunque en el presente trabajo se analizaron cepas del
complejo M. tuberculosis y no tuberculosis aisladas con mayor
frecuencia en el país, lamentablemente, no se evaluó la espe-
cificidad del ensayo en micobacterias del complejo avium-in-

tracellulare, debido a que no se disponía de cepas de referen-
cia o de aislados clínicos bien caracterizados, por lo que se
está a la espera de cepas de referencia para su evaluación.

Actualmente se está aplicando este ensayo de PCR du-
plex directamente sobre sedimentos de esputo, a fin de inte-
grar los análisis moleculares con resultados del laboratorio de
diagnóstico bacteriológico. Así mismo, se está evaluando un
panel de oligonucleótidos para hacer identificación a nivel de
especies y contribuir a acortar el período de detección y dife-
renciación de cepas de micobacterias, lo cual tiene un gran im-
pacto para la elección de un tratamiento adecuado y oportuno
para el paciente.

Reacciones de PCR utilizando método de extracción
simplificado de ADN (“boiling”)

En relación a los métodos de extracción, las muestras
procesadas por el método de “boiling” no rindieron resultados
reproducibles, no observando amplificación en el 64% de las
muestras procesadas por esta técnica. Aunque se ha reco-
mendado este método para minimizar la manipulación de la
muestra, evitar contaminación cruzada y por supuesto, simplifi-
car el procedimiento de extracción [1], la cantidad de ADN libe-
rado de la célula parece ser insuficiente como templado, com-
parado con los métodos de lisis enzimática, al menos bajo las
condiciones utilizadas en este trabajo, de manera que se des-
cartó esta alternativa de extracción de ADN genómico.

CONCLUSIONES

A través de este estudio se logró la estandarización y
optimización de un ensayo de PCR duplex para la identifica-
ción de micobacterias del complejo M. tuberculosis y no tuber-
culosis bajo las condiciones propias del laboratorio. Este ensa-
yo podría ser utilizado para el diagnóstico de micobacteriosis
en muestras clínicas de humanos y animales y contribuir a al-
canzar un nivel de independencia tecnológica, debido a que
obvia la necesidad de recurrir a la adquisición de “kits” diag-
nósticos de países desarrollados, los cuales además de costo-
sos, no brindan, al menos hasta el presente, resultados repro-
ducibles.
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FIGURA 3. PCR DUPLEX CON OLIGONUCLEÓTIDOS DIRIGIDOS A LA SECUENCIA 16S rRNA Y RV0577.
SE ANALIZARON 33 CEPAS DEL COMPLEJO M. tuberculosis Y 17 CEPAS DEL COMPLEJO NO TUBERCULOSIS.

SE OBSERVA LA AMPLIFICACIÓN DIFERENCIAL DEL FRAGMENTO DE 786 PB SÓLO EN EL COMPLEJO M. tuberculosis.
1: M. tuberculosis, 2: M. bovis, 3: M. bovis BCG, 4: M. smegmatis, 5: M. flavescens, 6: CONTROL NEGATIVO (E. coli),

7: M. gordonae, 8: M. kansasii, 9: M. szulgai, 10: M. scrofulaceum, M: MARCADOR DE PESO MOLECULAR,
SE INDICA PM DE LAS TRES PRIMERAS BANDAS.



Los reactivos utilizados en este estudio se pueden obte-
ner comercialmente y su incorporación en protocolos de ex-
tracción de ADN estandarizados en el laboratorio brinda resul-
tados más reproducibles que los kits comerciales disponibles
para extracción de ADN. Además, permite introducir modifica-
ciones relacionadas con concentraciones de reactivos, tiem-
pos de incubación hasta lograr la optimización.
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