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DETECCION SENSIBLE Y ESPECIFICA DE Mycobacterium
tuberculosis A PARTIR DE MUESTRAS CLINICAS,
MEDIANTE LA AMPLIFICACION DE UN ELEMENTO REPETITIVO
DE LA FAMILIA REP13E12

Christian Baldeviano V'2, Carmen Luna C'2, Tatiana Caceres N?2, Roger Calderén E'@

RESUMEN

Objetivos: Disefiar e implementar un método de PCR para la deteccién sensible y especifica de M. tuberculosis,
orientado al oportuno diagnéstico de la tuberculosis mediante su adecuada aplicaciéon en muestras clinicas. Materiales
y métodos: Se disefaron oligonucleétidos especificos para la amplificacion de un fragmento de 318pb luego de una
alineacion multiple de secuencias REP13E12 de M. tuberculosis. Se realiz6 la estandarizacion del método de PCRy se
evaluo la sensibilidad y especificidad diagnodstica utilizando muestras clinicas con diagnostico baciloscopico y cultivo.
Resultados: El REP13E12-PCR detecté hasta 100 fg de ADN gendmico, fue especifico para la deteccion del complejo
M. tuberculosis y capaz de distinguirlos de micobacterias atipicas. Esta evaluacion preliminar proporcioné 100% de
sensibilidad y especificidad en muestras clinicas de pacientes con diagndstico de TB. Conclusiones: La amplificacion
de REP13E12 mediante PCR es una alternativa para el diagndstico rapido de pacientes con TB, especialmente en casos
cuyo diagnéstico pueda ser dificultoso o poco claro mediante el uso de los métodos convencionales.

Palabras clave: Tuberculosis / diagnéstico; Mycobacterium tuberculosis;, PCR (fuente: DeCS BIREME).

SENSITIVE AND SPECIFIC DETECTION OF Mycobacterium tuberculosis
FROM CLINICAL SAMPLES BY AMPLIFICATION OF A REPEATED SEQUENCE
OF THE REP13E12 FAMILY

ABSTRACT

Objectives: To design and implement of PCR method for sensitivity and specific detection of M. tuberculosis oriented
to opportune and correctly diagnosis of tuberculosis by the application on clinical specimens. Material an methods:
Specific oligonucleotides for the amplification of a fragment of 318pb after a multiple alignment of sequences REP13E12
were designed. The PCR method was standarize and also the analytical and diagnostic sensibility and specifity was
evaluate; using clinical samples with smear or culture diagnosis positive and negative. Results: The REP13E12-PCR
detected up to 100 fg of genomic DNA. It was specific for the detection of complex M. tuberculosis and able to distinguish
them of non-tuberculous mycobacteria. This preliminary evaluation provided 100% of sensitivity and specificity in sputum
samples of patients with TB diagnosis. Conclusions: The REP13E12 amplification by PCR is an alternative method
for the rapid diagnosis of patients with TB, especially for cases which difficult or unclear diagnosis by the gold standard
technique.

Key words: Tuberculosis / diagnosis; Mycobacterium tuberculosis; PCR (source: DeCS BIREME).
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INTRODUCCION

Latuberculosis (TB) contintia siendo unade las principales
causas de muerte en adultos, ocasionado por un unico
agente infeccioso. Se estima que anualmente existen
entre siete a ocho millones de nuevos casos y entre dos
a tres millones de muertes en todo el mundo'. El Pert
comparte con Brasil la mayor carga de tuberculosis en la
region de las Américas y desde la década de 1990 vive
en una creciente endemia de TB multidrogorresistente
(TB MDR), la forma mas peligrosa de esta enfermedad?.

En nuestro pais, durante el afio 2005, se ha presentado
una tasa de incidencia de 109,7x100 000 hab. (30
226 casos nuevos), de los cuales 38,8% de pacientes
con tuberculosis no se ha podido detectar mediante
baciloscopia®, entre los que estarian los casos
extrapulmonares, paucibacilares, entre otros.

Por ello, la detecciéon rapida y oportuna de estos
casos es de vital importancia en el control de TB; sin
embargo, no existe hasta el momento un método de
laboratorio para diagnosticar TB que sea rapido, sencillo
y efectivo, aunque existe un considerable esfuerzo en la
investigacion de ésta area®.

La baciloscopia es una herramienta util para el rapido
tamizaje y la deteccién de casos, ya que es un método
simple, barato y facil de realizar, pero su sensibilidad
es baja (aprox. 10 000 bacilos/mL de muestra®). El
cultivo en medio Lowenstein-Jensen (LJ) que es usado
como diagnéstico confirmatorio, es mas sensible que la
baciloscopia (10 a 100 bacilos/mL); pero puede demorar
mas de tres semanas debido a la biologia del bacilo®.

Por otro lado, se ha desarrollo una variedad de métodos
para detectar el crecimiento bacteriano de manera
temprana, entre los mas importantes se encuentran
el sistema BACTEC 460 (Becton Dickinson Co, MD),
el sistema BACTEC MGIT 960 (BD Biosciences, MD),
cultivo Myco-ESP (Difco Laboratories, MC), entre otros.
Estos nuevos métodos tienen sensibilidad y especificidad
equivalente al cultivo, pero pueden proporcionar un
resultado entre cuatro dias a tres semanas®.

El avance en el campo de la genética molecular ha
permitido el desarrollo de nuevas técnicas basada en
la deteccién det material genético. Se han elaborado
varios métodos moleculares basados en la técnica de la
reaccion en cadenadelapolimerasa (PCR)los cuales han
mejorado los métodos existentes’. La utilidad clinica de
los métodos de amplificacion genética ha sido bastante
estudiada’?, aunque en muestras paucibacilares no se
encuentra completamente demostrada™".

Existe una gran cantidad de genes blancos; entre ellos,
la secuencia de insercion 1S6110, la proteina de 38 kDa,
32 kDa, la secuencia mtp-40%1%1214 Recientemente, se
han reportado PCR basados en las secuencias recA/
pps1,y el gen tipo histona hupB1'>'6. Sin embargo, adn
son poco estudiados los sistemas de PCR que puedan
detectar muestras paucibacilares.

En este articulo reportamos un nuevo blanco de
amplificacion basado en la secuencia repetitiva REP165
perteneciente a la familia de elementos repetitivos
REP13E12 recientemente descrito'”'®. Se disefiaron
un par de primers para amplificar una region de la
secuencia REP165, se estandarizaron las condiciones
para el PCR, determinandose la sensibilidad vy
especificidad analitica. Adicionalmente, se evaluaron
preliminarmente un grupo de muestras de esputo frotis
positivo asi como frotis y cultivo negativo. Esta técnica
presenta enorme potencial en la deteccién en muestras
paucibacilares.

MATERIALES Y METODOS
OBTENCION DE MUESTRAS

Se evaluaron dos grupos de muestras de esputo, las del
grupo “A” (N= 45) de pacientes positivos a TB con dos
0 mas baciloscopias positivas y al menos dos cultivos
positivos, obtenidas como parte de un estudio que se
llevé a cabo en el Instituto Nacional de Salud de Lima
entre los meses de abril y mayo del 2004; las muestras
del grupo “B” (N= 35) fueron recolectadas de pacientes
sintomaticos respiratorios con un diagnéstico diferente a
TB (al menos dos baciloscopias negativas y cultivo por
LJ negativos a TB) en el Laboratorio de Micobacterias
del Hospital Nacional Cayetano Heredia.

Todas las muestras fueron descontaminadas empleando
la solucion de NALC-NaOH y el ADN genémico fue
obtenido mediante el uso del protocolo de extraccion
con tiocianato de guanidina'®, precipitacién con etanol y
resuspendidos en buffer TE.

ALINEACION MULTIPLE DE SECUENCIAS REP13E12
Y DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

Con el objetivo de implementar un sistema de PCR para
detectar de manera sensible y especifica la presencia
de M. tuberculosis a partir de muestras clinicas se
disefiaron un par de oligonucleétidos TB-REP165F y TB-
REP165R (Tabla 1) alineando las secuencias repetitivas
de dos secuencias de la familia REP13E12, empleando
la secuencia REP165 de M. tuberculosis H37Rv, el cual
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Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas y secuencia nucleotidica de los oligonucleétidos disefiados.

Nombre Secuencia nucleotidica Temp. fusiont Posiciéont
TB-REP165F 5-GCCggTAACgATCgTggTgAgCA-3’ 64,6 °C 945 .. 967
TB-REP165R 5-TTgATgTCggTACggTgggTggTTgT-3’ 65,6 °C 1237..1262

1 Temperatura de fusién a una concentracién de NaCl de 5M.

T Posicién en la secuencia nucleotidica de REP165 de M. tuberculosis H37Rv (GenBank BX842575) en la cual se hibridiza el

oligonucledtido.

se encuentra publicada en el Gen Bank (Numero de
acceso es BX842575).

Los oligonucleoétidos fueron disefiados con la ayuda del
software PrimerSelect 4.05 (DNASTAR Inc. Madison,
USA) y posteriormente fueron sintetizados por Integrated
DNA Technologies (IDT Inc. Coralville, ID, USA).

CONDICIONES DE LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)

La reaccion de amplificacion fue estandarizada con
una concentracién final 6ptima de MgCI2 de 1,5mM,
0,2 mM de mezcla de dNTPs; 1,2 uM de cada primer
y 1U de enzima Taq ADN polimerasa. Las condiciones
empleadas fueron: 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 95 °C
durante 1 min, 64 °C por 1 min y 72 °C por 2 min, con
una extension final de 72 °C por 7 min.

Se estandarizaron las condiciones de la reaccién de
PCR en un volumen final de 25 pL. Se determind la
temperatura 6ptima de hibridacion (60 a 65 °C) y la
concentracion 6ptima de los oligonucledtidos (entre 0,2 a
1uM), la concentracion 6ptima final de MgCl,,, entre 1mM
y 3mM. Todos los ensayos fueron realizados empleando
1 unidad (U) de enzima Ampli Taq Gold DNA Polimerase
(Applied Biosystem, USA) por tubo de reaccioén, usando
el termociclador Amplitron 1l (Thermolyne)

Finalmente, se determind el nimero de copias del gen
REP165 perteneciente a las secuencias repetitivas de
la familia REP13E12 presentes en el genoma de M.
tuberculosis H37Rv. Para ello 10 ug de ADN genémico
fueron digeridos con 50 U de las enzimas Kpnl, EcoRI
y Hind Ill. Los fragmentos fueron separados por
electroforesis en agarosa al 1%, transferidos a una
membrana de nylon (N+) y fijados por accion de luz
ultravioleta. La membrana fue incubada con buffer de
hibridacién (Amersham Pharmacia Biotech) empleando
como sonda el fragmento amplificado y el marcaje
se realiz6 empleando el Direct Labelling Nucleic Acid
and detection system (Amersham Pharmacia Biotech)
registrando las sefiales mediante autoradiografia en film.

EVALUACIONDELASENSIBILIDAD YESPECIFICIDAD
ANALITICA

La sensibilidad analitica de la prueba de PCR fue
evaluada mediante la determinacion del limite de
deteccion o minima cantidad de ADN requerida, lo
cual fue realizado utilizando diluciones exponenciales
(desde 10 ng hasta 1 fg) de ADN gendmico extraido'®
de un cultivo joven (20-30 dias) de M. tuberculosis en
medio soélido LJ. Luego los productos de PCR fueron
sometidos a una electroforesis en gel de agarosa al
1,5% y visualizados mediante tincién con bromuro de
etidio al 1%. Para evaluar la especificidad analitica se
incluyeron en el estudio ADN genémico de micobacterias
no tuberculosas: Mycobacterium kansasii, M. bovis, M.
gordonae, M. avium, M. fortuitum y M. scrofulaceum
obtenidas del Laboratorio de Referencia Nacional de
Micobacterias del Instituto Nacional de Salud, asi como
ADN de M. leprae obtenido a partir de una biopsia de
un paciente con confirmaciéon diagndstica del Hospital
Nacional Cayetano Heredia en Lima.

RESULTADOS

AMPLIFICACION POR PCR DE LAS SECUENCIAS
REP165

La alineacion multiple de las secuencias de la familia
REP13E12 mostré un alto grado de conservacion
nucleotidica; especialmente entre REP165 (Rv1148c) y
REPO9F9 (Rv1945); asi como en REP336 (Rv1587c) y
REP251 (Rv0094c). Ademas, existe 100% de identidad
en las secuencias REP165 y REPO9F9 en distintas
cepas de M. tuberculosis, tales como Erdman, H37Ry,
CDC1551 y YP; y una divergencia con secuencias
homoélogas a REP en M. leprae, M. bovis, entre otras.

La secuencia y caracteristicas de los oligonucleétidos
TB-REP165F y TB-REP165R, disefiados en el presente
estudio (Tabla 1), amplifican una regién interna de 318
pb de la secuencia repetitva REP165 y REPO9F9.
Ademas, los resultados del alineamiento sugieren
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A: Efecto de la adicion de
10mM de DTT (linea 1 — 5) y
1mM de DTT (linea 6 — 10) en
la amplificacion de REP165 en
M. tuberculosis (linea 1y 6: 0,1 ng,
y linea 2 y 7: 100 fg de ADN),
M. kansasii (linea 3 y 8: 25 ng),
M. gordonae (line 4 y 9: 25 ng),
M. avium (linea 5y 10: 25 ng).

B: Amplificacion de REP165
en la ausencia de DTT en
M. tuberculosis (linea 1: 0,1 ng
y linea 2: 100 pg), M. kansasii
(linea 3), M. gordonae (linea 4),
y M. avium (linea 5). Linea M:
marcador de peso molecular, bp =
pares de bases, ng: nanogramos,
pg: picogramos, fg: fentogramos.

1 2 3 4 5 M

2072k
__1500ph

___600ph
—400ph
T 300ph
~—100pb

Figura 1. Efecto del dithiotheitol (DTT) sobre la sensibilidad y especificidad de la amplificacion de REP165 en M. tuberculosis y otras

micobacterias atipicas.

que los oligonucledtidos disefiados también hibridizan
parcialmente con las secuencias REP336 y REP251,
rindiendo un producto de tamario idéntico.

Por otro lado, mediante una busqueda en el programa
BLAST del servidor NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
BLASTY/) los oligonucleétidos hibridizan con secuencias
de M. tuberculosis, M. bovis y no hibridizan con ADN de
otras micobacterias tales como M. leprae, M. kansasii,
M. avium.

M 123 45 67 8 910 11 12 13

Figura 2. Limite de deteccion de ADN y especificidad analitica
de la amplificacion de REP165 en M. tuberculosis.

Lineas 2 — 7: diluciones exponenciales de ADN gendémico desde
100 pg hasta 1 fg, respectivamente de M. tuberculosis cepa 14323.
Lineas 8 — 13: 25 ng de ADN genoémico de M. africanum (linea 9) y
otras micobacterias atipicas, incluyendo M. scrofulaceum (linea 8),
M. gordonae (linea 10), M. avium (linea 11), M. kansasii (linea 12),
M. fortuitum (linea 13). Linea 1: control negativo sin ADN. Linea M:
marcador de peso molecular. bp = pares de bases, ng: nanogramos,
pg: picogramos, fg: fentogramos.

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD ANALITICA DE LA
AMPLIFICACION DE REP165

La sensibilidad de la reaccion fue evaluada mediante
diluciones exponenciales de ADN gendmico. La
sensibilidad y especificidad mejoré notablemente con la
adicion de 1mM de dithiotheitol (DTT), detectdndose una
Unica banda de 318 pb. Se logré detectar hasta 100 fg de
ADN, equivalente a 20 microorganismos®° (Figuras 1y
2). No se detect6 producto en M. kansasii, M. gordonae,
M. avium, M. fortuitum, ni M. scrofulaceum.

REP251

oric /
J55]

REP13E12

1
MMycodacterium tubercuiosis HITRv
4411529 pb

REP22G8
REP165

REPDSFS

Figura 3. Mapa del genoma de M tuberculosis H37Rv mostrando
la distribucién de las secuencias de la familia REP13E 121,

1 Los numeros muestran la distancia relativa en megabases. Se
muestra también el inicio de replicacién (oriC) y el lugar de insercién
del profago phiRV1.
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Figura 4. Analisis de restriccion del fragmento REP165.

EVALUACION DE LA AMPLIFICACION DE REP165 EN
MUESTRAS CLINICAS

En todas las muestras de esputo de los pacientes del
grupo “A” se distingui6é una banda de 318 pb, rindiendo
un resultado positivo para la prueba, lo cual corresponde
a un 100% de sensibilidad. Asimismo, en ninguno de los
pacientes del grupo “B” se detecté una banda, siendo
negativa la prueba, correspondiendo a una especificidad
de 100%.

DISCUSION

En las Ultimas décadas el desarrollo y la aplicaciéon de
las técnicas moleculares han iniciado una revolucion
en el diagndstico y seguimiento de las enfermedades
infecciosas. Dichas técnicas han logrado mejorar la
sensibilidad, especificidad, y acortar el tiempo de

diagnoéstico de muchas enfermedades, incluyendo TB.
Lassecuenciasdeinsercion1S6110hansidoampliamente
usadas en ensayos de PCR para el diagndstico de
la tuberculosis®'%'3. Sin embargo, se han reportado
resultados falsos negativos debido a que se han aislado
cepas que carecen de la secuencia 1S6110%'. Ademas,
resultados falsos positivos también han sido descritos
en diversos estudios. Esto probablemente sea debido
a la existencia de secuencias homoélogas similares a
1IS6110 en otras bacterias, incluyendo micobacterias no
tuberculosas, tal como se encuentra descrito?.

Otro ensayo basado en PCR para amplificar una region
del gen mtp40 fue descrito por Del Portillo'*. Este método
es especie-especifico para M. tuberculosis, y puede
discriminar M. bovis de M. tuberculosis. No obstante,
se ha reportado que mitp40 no se encuentra presente
en todas las cepas de M. tuberculosis®3 limitando asi su
aplicacion en el diagnéstico de TB.

1 tcaatgtggttcgtcgtcgtcttgttcgcacaggattttecgecggggtggtggtatecgatttattecgeggttgg
ccgtggtcgaggtgtggtggtggtageccattcggtgtegecgtgggegtttttgegggtetteccagecttttt
cgacaaggcgattgtcggggeccgcaggccagegtgaggtegttgatgteggtacggtgggtggttgtecacgg
cgttacgtggtggacctcactgtggtaggccggggcgtcgcaacccggectggagcageccacgateccttegeg
tacaacatgattcgctgcgccggggaagctaaccgecttggtgtgatacaacgccaacggcttagecgeccgtcaa
acaatgccagatagtggttggcgtggctecgeccatccggataaggtccgacatcggcacccgecgaaccaccace
ggttaccceccttgecggtggeggetteccageteectttagegtggtgectcaccacgatecgttaccggecagecece
ttgtgttggcccagctcaccggaggccaacaggccccgcagecgecggccaaaaacgcatcatgattgegttgeg
cctggctgecgggtgtecgeggecgcaccgegtecgecatececggtgtgtcatccacgageggggtetggtcateggg
gttgcacgcccccggtgeggecagtttggeccaacaccgectegatggtggececgecaactecggggtcagecaga
ccgctgatacgtgacatcccgtcaaattcctgettacccatcgtgatgeccgegettgegggcacgetectggt
cggaaaagttgccgtcggggtgcagccagtccatcagectgegtggeccaggeccatgcaggtgatcgggacgecg
actggtggccagttcggeccagetgggecteggeggectegeggatacccagatccaccgeggeggacaactee
ttgaagaaggcctggatctccttaatgtgttctecggecgatecttgecctcacgttgageggecgeggtegegg
tcaactgcgctggcagecggttcaccggtcagggecgecggegetcaccgaggtetteggetteggegatgeggeg
gctggcctcaccgggagtgatgtgtageccggttggeccaacgeccgtgegecagegtececgecgagetettecteg
caggcttgcccagcgagttggttgatcaaggegtgeteggeggegecctggeggegecgttegacectegagte
gctgcaaacaggccagcaattccggggtggtcaacgcatcgcacttgagatcgagcacccgcgacaacgagge
gtggtaggcatccaacgccgcggagatctcctecgegegtgteccgacctcatgectecggattctacgaagecace
actgacaagaaccgggccgtcataggctcggaatgatcagtgaggcagaacgtttecgetcac 1449

Figura 5. Secuencia REP 165 (niUmero de acceso BX842575: posicion 242513 — 243961).
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segment 4/13. Length=349306.

Score = 46.1 bits (23), Expect

Strand=Plus/Minus

gi|41353619|emb|BX842575.1| Mycobacterium tuberculosis H37Rv complete genome;

0.009
Identities = 23/23 (100%), Gaps = 0/23 (0%)

TB-REP165F GCCGGTAACGATCGTGGTGAGCA
FEEEEEEEEEEEEETETETEr T

REP165 243017 GCCGGTAACGATCGTGGTGAGCA 242995

Score = 52.0 bits (26), Expect = le-04.

Identities = 26/26 (100%), Gaps = 0/26 (0%)

Strand=Plus/Plus

TB-REP165F TTGATGTCGGTACGGTGGGTGGTTGT
FEEEEEEEEEEEEETEEET e

REP165 242700 TTGATGTCGGTACGGTGGGTGGTTGT 242725

Figura 6. Reporte de alineamiento de oligonucleétidos para amplificar la Secuencia REP 165
(nimero de acceso BX842575: posicion 242513 — 243961)

Con ladisponibilidad de la secuencia genémica completa
de la cepa de referencia Mycobacterium tuberculosis
H37Rv'8, es posible estudiar nuevas secuencias que
podrian ser posibles blancos de amplificacion para
diagndsticos mas sensibles y utiles por ejemplo para
aplicarlos en casos paucibacilares. Especialmente
convenientes son las secuencias repetitivas, las cuales
se presentan en multiples copias en el genoma y su
deteccion mediante PCR presenta frecuentemente mayor
sensibilidad comparada con aquellos métodos basados
en blancos de secuencia Unica. Recientemente se ha
descrito cerca de 56 loci con homologia a secuencias
repetitivas, entre ellas se identificd una nueva familia de
secuencias repetitivas llamada REP13E12'7"8,

La familia REP13E12 estda compuesta por un grupo de
secuencias repetitivas similares a transposones, y se
encuentran localizadas a lo largo del genoma de M.
tuberculosis (Figura 3). Existen siete copias de ellas,
las cuales presentan cierto grado de conservacion de
su secuencia nucleotidica. Las secuencias REP13E12
estan presentes unicamente en miembros del complejo
M. tuberculosis y ausentes en el genoma de otras
micobacterias'’'®. La alineacién multiple de las
secuencias repetitivas REP13E12 sugiere que los
oligonucledtidos tedricamente hibridizan tanto con las
secuencias REP165 y REPO9F9; como con REP336
y REP251. Aunque es necesario llevar a cabo mas
experimentos para demostrar la amplificacion simultanea
de dichas secuencias en el ensayo de PCR, en el
presente trabajo fueron observadas bandas unicas
en los resultados de amplificaciones. Adicionalmente,
gracias al perfil de restriccion enzimatica e informacion
nucleotidica completa (Figuras 4 y 5) del elemento
repetitivo amplificado, la figura 6 muestra que el gen

10

REP165 se presenta en copia Unica en el genoma de
M. tuberculosis H37Rv, aunque al observar algunas
hibridaciones inespecificas podrian representar a las
secuencias REPO9F9, REP336 y REP251, debido a las
condiciones de moderada especificidad en el Southern
blot.

Por otro lado, este método de amplificacion detecté hasta
100fg, lo cual es similar a sistemas de PCR anteriormente
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Figura 7. Determinacion del nimero de copias del gen REP-
165 mediante Southern blot.
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descritos para secuencias repetitivas'®2°?4.  La

amplificacion de REP165 resulté negativa para las
diferentes especies de micobacterias evaluadas que
no pertenecen al complejo M. tuberculosis. A pesar
que la prevalencia de micobacterias no tuberculosas es
baja en el Peru, el ensayo de PCR podria ser capaz
de discriminar entre infeccion con M. tuberculosis e
infeccion con otras micobacterias atipicas. Luego de
evaluar muestras de ADN de M. bovis se considera
que la amplificacion de REP165 mediante este método
no discrimine entre las especies M. tuberculosis y M.
bovis. Lee et al.?5, reportaron secuencias repetitivas
de 453 bp presentes en M. tuberculosis y M. bovis y
ausentes en M. kansasii, M. smegmatis, M. simiae, M.
fortuitum, M. scrofulaceum, M. intracellulare, M. avium,
and M. haemophilum, los cuales fueron posteriormente
identificadas como REP13E12?%°. La presencia de las
secuencias REP13E12 en 40 aislamientos diferentes
de M tuberculosis, asi como en multiples cepas de
referencia tales como H37Rv y H37Ra; Erdman,
Canetti®®, sugieren que estas secuencias podrian ser
genéticamente estables.

Al evaluar en muestras de esputo proveniente de
pacientes diagndstico de TB positivo y negativo tanto
por cultivo como por baciloscopia, encontramos
100% de sensibilidad y 100% de especificidad. Sin
embargo, no fueron analizadas muestras de pacientes
con TB baciloscopia negativa y cultivo positivo, ni TB
con baciloscopia y cultivo negativo, por lo que son
necesarios futuros estudios con un adecuado numero
y variado tipo de muestras clinicas, para determinar la
utilidad de aplicar este método en el diagnostico de la
tuberculosis.

Enresumen, se reporta un nuevo blanco de amplificacion
para la deteccién especifica de miembros del complejo
M. tuberculosis, el cual presenta elevada sensibilidad
in vitro en esta evaluacion preliminar con muestras de
esputo. Esta prueba de PCR puede ser aplicable en
casos de dificil diagndstico, tales como TB paucibacilar,
debiendo ser evaluado posteriormente.
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