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Resumen: Se evallio la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
para el diagndstico de Mycobacterium tuberculosis y micobacterias atipicas en tejidos
parafinados. Para ello se analizaron 7 casos del Hospital San Juan de Dios (HSJD) con
diagnéstico sugestivo de tuberculosis y se compararon los resultados obtenidos por
PCR con el diagnostico histopatologico y la historia clinica de los pacientes. De los
siete casos analizados, tres resultaron positivos para M. tuberculosis, tres para
micobacterias atipicas y un caso resultdé negativo. Para evaluar la sensibilidad y
especificidad de la técnica se necesita un estudio con un mayor nimero de muestras
pero se pudo demostrar que es posible realizar el diagnostico molecular de tuberculosis
en muestras fijadas en nuestro pais, sin embargo se debe de considerar ésta como una
herramienta diagnéstica que se debe complementar con la historia clinica de cada
paciente.
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Abstract : We evaluated the Polimerase Chain Reaction (PCR) tecnique for the
diagnose of Mycobacterium tuberculosis and non-typical mycobacterias in paraffin-
embedded histologic specimens. We analized 7 cases from the San Juan de Dios
Hospital (HSJD) with suggestive diagnose of tuberculosis and we compared the
obtained result from PCR with the histopathological diagnosis and the clinical records.
Three of the seven patients evaluated resulted positive for M. tuberculosis, other three
resulted positive for non-typical mycobacterias, and the remaining patient resulted
negative. In order to evaluate sensibility and specificity of the technique a bigger sample
research is required but it was possible to prove that molecular diagnosis of tuberculosis
can be made in fixed samples in our country, even though this technique must be
considered as a diagnostical tool that is a complement of the clinical record of the
patient.

Keywords : Mycobacterium tuberculosis, PCR, paraffin-embedded biopsy,
molecular diagnosis.
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Introduccioén

La tuberculosis continda siendo
una de las principales causas de muerte
por agentes infecciosos en el mundo,
con casi nueve millones de nuevos
casos al afio (1). Actualmente Ia
Organizacion Mundial de la Salud ha
declarado a la tuberculosis como un
problema de emergencia mundial
debido principalmente al sinergismo
entre  Mycobacterium  tuberculosis,
agente causal de la tuberculosis, y el
virus de la inmunodeficiencia humana
(2,3); todo esto unido al hecho
alarmante que representa la aparicién
de cepas multiresistentes al
tratamiento. En Costa Rica actualmente
12 de cada 100.000 costarricenses se
enferman de tuberculosis al afo y 2,3
de cada 100.000 costarricenses fallecen
por tuberculosis (4).

Esta enfermedad debe de
tratarse de forma adecuada para
disminuir la transmisién a contactos y
mejorar la calidad de vida del paciente,
pues es una enfermedad que sin
tratamiento puede ser fatal. Sin
embargo, el diagnoéstico de tuberculosis
es complejo, depende de la clinica que
el paciente presenta, acompafiado de
examenes radiologicos,
intradermorreaccién y  examenes
bacteriologicos (5).

Mycobacterium tuberculosis es
un bacilo aerobio estricto, que al ser
tenido es alcohol-acido resistente, no
posee movilidad y su crecimiento es
lento (6). El diagnéstico etioldgico de la
infeccion depende por lo tanto, de la
demostracion microscépica de los
bacilos alcohol-acido resistentes
(BAAR) 'y su aislamiento e

identificacion en medios de cultivo (6).
La sensibilidad de las tinciones BAAR
oscila entre un 40% y un 85% y para
ello se requiere generalmente, al
menos tres muestras del mismo
paciente. Aunque el cultivo es el
método de confirmaciéon diagnostica,
con una sensibilidad de 80% a 96%;
tiene el inconveniente de presentar
tiempos de incubaciéon de hasta ocho
semanas (7).

Con mucha frecuencia se
sospecha el diagnostico de tuberculosis
en biopsias cuando se observa un
patréon de inflamaciéon  crénica
granulomatosa con necrosis, no
obstante, esta condicion puede deberse
a otras causas diferentes a la
tuberculosis, tales como reacciones
ante agentes extrafios, infecciones
fangicas, sarcoidosis, brucelosis, etc. Y
cuando se realizan tinciones especiales
para BAAR en el tejido, muchas veces
no se logra observar el agente causal.

Asi mismo, es importante
considerar la presencia de
micobacterias no tuberculosas o
atipicas ya que la frecuencia con la que
se aislan recientemente ha aumentado
tanto en pacientes inmunosupresos
como inmunocompetentes y tanto su
diagnostico como tratamiento son
dificiles, principalmente en casos
cuando se ven involucradas cepas
fastidiosas o resistentes al tratamiento
antimicrobiano (8).

Actualmente las técnicas
moleculares se han convertido en una
herramienta para la identificacion de
micobacterias incluso a nivel de
especie, para muestras donde los
métodos tradicionales no resultan
suficientes. Dentro de estas técnicas
moleculares se encuentra la Reaccién
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en Cadena de la Polimerasa (PCR), ya
que en condiciones Optimas puede
detectar de 1-10 microorganismos en
un tiempo mucho menor al cultivo (3-5
dias). Asi mismo gracias a los métodos
de extracciéon disponibles es posible el
aislamiento a partir de cualquier
muestra bioldgica (5).

Debido a que el uso de la técnica
de PCR anidado especifico para M.
tuberculosis permite establecer un
diagnostico de tuberculosis rapido y
sensible; y que en Costa Rica no se ha
implementado este método para
analizar las muestras biologicas fijadas
en parafina, el objetivo de este estudio
fue analizar por medio de esta técnica
siete  muestras con diagndstico
sugestivo de tuberculosis y comparar
los resultados obtenidos con la clinica y
evolucion de los pacientes respectivos.

Métodos y materiales

Muestras: se realiz6 una base de
datos de biopsias con inflamacion
crénica  granulomatosa que @ se
presentaron en el Servicio de Patologia
del Hospital San Juan de Dios entre los
afios 2003 y 2009. Se seleccionaron
siete casos de diferentes afios y sitios
anatémicos sospechosos de
tuberculosis, se observd las laminas
respectivas para la selecciéon de los
bloques.

Extraccion de ADN: se realiz6 de 3 a
10 cortes de 10um de cada bloque
parafinado y se traté con xilol y alcohol
para su desparafinizacion, el tejido
obtenido se digiri6 con buffer lisis y
proteinasa K.

Amplificacion de ADN!: Para Ila
amplificaciéon de secuencias
correspondientes a M. tuberculosis se
realizé un PCR anidado, para el primer
PCR se utilizé 5 pl del ADN extraido y
un volumen final de reaccién de 45 pl
con 5uM dNTP, 0.25 U Taq polimerasa
(Gold Applied biosystems), 45 uM del
imprimador FW y 68 puM del RY, la
secuencia de estos es: FW
CGGGACCACCCGCGGCAAAGCCCGCAGG
AC y RV CATCGTGGAAGCGACC
CGCCAGCCCAGGAT. Las condiciones
del PCR fueron 20 ciclos con una
desnaturalizacién inicial de 94°C por
90 segundos; una hibridacién a 63°C
por 90 segundos y una extension a
75°C por 90 segundos. Se utilizo 1 pl
del producto del primer PCR para el
segundo PCR, para éste el volumen
final de reaccion fue de 48 pl con 5uM
dNTP, 0.25 U Taq polimerasa (Gold
Applied biosystems), 140 uM del
imprimador FW y 108 uM del RV, la

secuencia de estos es: FW
CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG y RV
CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG. Los

productos se visualizaron en un gel de
agarosa al 2% marcados con bromuro
de etidio. A las muestras en que se
obtuvo un resultado negativo se les
realizé un PCR especifico para el gen
constitutivo p53 con el fin de evaluar la
calidad del ADN y otro para
micobacterias atipicas con el Kkit
Atypical Mycobacteria kit de
Experteam que amplifica secuencias
correspondientes a M.gordonae, M.
avium, M. kansasii, M fortuitum y M.
malmoense. Se realiz6 nuevamente una
electroforesis con un gel de agarosa al
2% con los productos obtenidos.

' El protocolo corresponde al utilizado en el
Hospital de Santa Clara, Trento, Italia.
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Presentacion de resultados

De las siete muestras analizadas tres
resultaron positivas para M.
tuberculosis (Fig 1), de las cinco
muestras restantes se obtuvo un

Figura 1. Electroforesis del PCR para
Mycobacterium tuberculosis en los siete
casos analizados. Carril 1 blanco de
amplificacidn, carriles 2, 7 y 8 muestras
positivas, carriles 3, 4, 5 y 6 muestras
negativas.

Figura 2. Microfotografia de intestino
que muestra BAAR. Tincién de FITE-
Faraco (100x).

MARZO de 2010

producto de amplificacion en una
muestra después de realizar el PCR
para p53 y en las tres restantes al
realizar el PCR especifico para
micobacterias atipicas (Grafico 1)
(Cuadro 1).

Fig 3. Microfotografia de pared
intestinal que muestra la formacién de
un granuloma con necrosis caseosa.
Tincidon de Hematoxilina-Eosina (20x).

O Micobacterias atipicas
B M.tuberculosis
O Negativas

Grafico 1. Resultados obtenidos tras analizar las 8 muestras
por PCR para M. tuberculosis y Micobacterias atipicas
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Cuadro 1. Casos de pacientes con enfermedad croénica
granulomatosa, caracteristicas clinicas, histopatolégicas vy
moleculares.

Caso Caracterizacion clinica Diagnéstico | PCR1 | PCR2 | PCR3 | Resultado

histopatolo
gico

1 Masculino, 56 anos, | Pulmoén P -- -- Muestra
hipertenso y diabético, | Granulomas con M.
tabaquista, antecedente de | caseosos tuberculosi
TB tratada hace 14 afos, | compatibles S
quien consulta por un | conTB
cuadro de disnea de
esfuerzo asociado a dolor
toracico y malestar
general, a quien se le
documenta  masa en
segmento basal anterior
del pulmén derecho.

Caso Caracterizacion clinica Diagnéstico | PCR1 | PCR2 | PCR3 | Resultado

histopatolo6
gico

2 Femenina, 79 anos, con Biopsia P -- -- Muestra
hipertension riesgo C, pleural con M.
cardiopatia hipertensiva, tuberculosi
insuficiencia cardiaco s
congestiva NYHA III- IV,
diabética, reaccion con
infiltrado basal derecho.

Derrame Pleural con
cultivo (-) y cor pulmonale
con acidosis respiratoria
compensada con
hipoxemia y dimero D (+).

4 Masculino de 51 anos Pulmén ICG | N N P Muestra
nicaragiiense, con | compatible con
factores de riesgo social, | con TB Micobact.
alcohdlico, tabaquista, atip.
diagnosticado con TB hace
8 dias con tx antifimico,
consulto por epigastralgia
y somnolencia, presentd
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neumotoéorax derecho a

repeticion por lo que

requiri6 neumonectomia.

Femenina, 69 afios, Hueso con Muestra
hipertensa, antecedente ICG con
heredo familiares de TB en | cOmpatible Micobact.
madre y hermana, conTB e
consulta por lumbalgia de

1 mes de evolucion, TAC:

aplastamiento de L2 con

rarefaccion dsea.

Masculino, 65 afios, | Bazo Muestra
agricultor, tabaquista, | Granulomat con
consulta por dolor | osis Micobact.
abdominal, abdomen | esplénica atip.
muestra multiples nédulos | tipo

en bazo y esplenomegalia. | sarcoidosis

Masculino, 72 afos, | Pulmoén Muestra
antecedente de carcinoma | Lesiones negativa
renal hace 15 afos. granulomato para
Presenta radiografia de sas Micobacte
torax con lesiones caseificantes rias
sospechosas de

metastasis.

*PCR1 corresponde al PCR para M.tuberculosis; PCR2 al PCR para p53; PCR3 al PCR
para micobacterias atipicas; ICG, inflamacion cronica granulomatosa; TB, tuberculosis;
N, negativo; P, positivo.
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Discusion

Los estudios moleculares para el
diagnostico de tuberculosis constituyen
una nueva y valiosa herramienta que
puede facilitar y mejorar la velocidad del
diagnostico y manejo de los pacientes (3,
9). En el caso del PCR, éste se puede
realizar tanto en muestras de esputo
como muestras parafinadas, las muestras
de esputo tienen la ventaja de que pueden
ser cultivadas, no asi las muestras
parafinadas por lo que en estos casos, el
diagnostico en nuestro pais, se limita ala
tincion de laminas histoloégicas.

Diversos reportes muestran que la
técnica de PCR constituye una forma
rapida y sensible que permite amplificar
fragmentos de ADN de M. tuberculosis en
tejidos parafinados atn cuando éste se
encuentre en cantidades muy pequeiias
(5, 9). Los principales factores que
intervienen en la amplificacién de ADN en
estos tejidos son tamafo de fragmento
diana a amplificar, copias del fragmento
en el genoma, concentracion de ADN,
fijacion de la muestra (10, 11).

En el presente estudio se utilizé un
PCR anidado cuyo producto de
amplificacién es de aproximadamente 180
pares de bases, la principal ventaja del
PCR anidado es que la combinacion de las
dos reacciones en secuencia permiten
alcanzar una alta sensibilidad sin afectar
su especificidad, esto sumado a la
amplificaciéon de un fragmento diana
pequefia permite obtener mejores
resultados (12).

La implementaciéon del método de
PCR puede presentar algunas limitaciones
como lo son las alteraciones en el ADN por
cambios estructurales debido a la fijacion
deficiente del tejido en formalina y esto
varia segun el tratamiento que reciba la
muestra (13). Asi por ejemplo un estudio

anterior presentd un porcentaje de
amplificacion de 50% en biopsias tratadas
en el HS]JD (13). En el presente estudio, se
asumio que la calidad de ADN de los casos
positivos por M. tuberculosis era adecuado
puesto que se obtuvo un producto de
amplificacién; a las 5 muestras que
resultaron negativas se les realiz6 un PCR
para el gen p53, un gen constitutivo, con el
fin de evaluar la calidad del ADN, 3 de
estas resultaron negativas. Sin embargo,
estas 3 mismas muestras fueron positivas
para micobacterias atipicas (cuadro 1) lo
que implica que en este PCR se pueden
obtener productos atin cuando el ADN se
encuentre degradado.

Las sensibilidades y
especificidades reportadas varian entre
los diversos estudios, Barréon y
colaboradores reportan una sensibilidad
de 96, 6 % y una especificidad de 100% en
muestras de biopsias pleurales en
parafina  mientras que Park vy
colaboradores presentan una sensibilidad
de 78% y una especificidad de 88%, que al
igual que este estudio, se realizd en
muestras de diferentes sitios anatomicos
también en parafina. Por ser este un
estudio exploratorio no se realiz6 un
analisis de sensibilidad y especificidad,
pero se demostr6 que es posible la
detecciéon de micobacterias por PCR en los
casos valorados.

En nuestro estudio tres de los siete
casos fueron positivos en la PCR para M.
tuberculosis, de los cuales dos presentan
correlacién con la clinica y uno de ellos,
ademas, presento identificacién
histolégica de BAAR positivos en la
tincién de FITE (el Unico de todos los
casos analizados en donde se pudo
observar). El tercero de estos casos no
presenta correlaciébn evidente con la
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clinica, esto se puede interpretar de la

siguiente manera:

* Que sea un verdadero positivo. Beige y
colaboradores continuaron realizando
cultivos a muestras cuyo PCR era
positivo pero no se contaba con otras
caracteristicas diagnosticas y lograron
obtener cultivos positivos. Ellos
concluyeron que el PCR es una técnica
mas sensible que permite un
diagnostico mas temprano (3).

* Que sea un falso positivo por
contaminacién. En  un  estudio
multicéntrico se encontré altos niveles
de falsos positivos en diferentes
laboratorios (de 3% a 20%) debido
principalmente a contaminacion
cruzada (14).

* Que el ADN amplificado corresponda a
fragmentos de ADN de M. tuberculosis
degradado o latente que no presente
relevancia clinica (3, 9).

A los cuatro casos negativos para
M.tuberculosis por PCR se les realizé el
PCR para el gen p53, en tres de ellos fue
negativo confirmando la mala calidad del
ADN. Es importante tomar en cuenta que
un resultado negativo para p53 implica
que el ADN se encuentra degradado y por
lo tanto no se puede concluir que sea
negativo para M. tuberculosis. Sin
embargo, el PCR para micobacterias
atipicas puede ser aplicado en este tipo de
muestras ya que los productos de
amplificacién son pequefios y pueden
estar conservados. Pero, cuando el ADN
esta degradado y el resultado es negativo,
no se puede descartar la infeccion.

Los tres casos positivos para
micobacterias atipicas presentan
correlacién clinica e histopatoldgica pero
al tener ADN degradado no se puede
descartar la presencia también de M.
tuberculosis.

Llama la atencién, que el tUnico
caso negativo para los diversos tipos de
micobacterias presentd amplificacion
para p53, pero una clinica altamente
sospechosa para tuberculosis apoyado
ademas en la histopatologia por lo que
concluimos que podria ser un falso
negativo.

Conclusiones

* El protocolo empleado permite el
diagnostico molecular de micobacterias
en los tejidos estudiados pero es
importante realizar un estudio de
mayores dimensiones para evaluar su
sensibilidad y especificidad.

* Cuando el ADN esta degradado se
puede obtener resultados positivos
para micobacterias, pero un resultado
negativo no se puede descartar
infeccion.

* Se debe de tomar en cuenta la
existencia de falsos positivos para
optimizar el protocolo de diagndstico.

* Las discrepancias entre PCR y la clinica
deben ser valoradas con cuidado y de
forma individualizada.

* Aunque se ha descrito que la técnica de
PCR es sensible para el diagnostico de
micobacterias, siempre se debe de
correlacionar con la clinica y hallazgos
histopatolégicos.
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