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RESUMEN 

 

La Tuberculosis sigue siendo la enfermedad infecciosa con mayor prevalencia en el 

mundo con un tercio de la población infectada por algún miembro del complejo 

Mycobacterium tuberculosis.  

La enfermedad se ha expandido en los países en desarrollo y para el 2005 en México la 

incidencia fue de  15,249 nuevos casos pulmonares confirmados en el laboratorio. 

Aunque Mycobacterium tuberculosis es el agente causal principal de la tuberculosis 

humana, se han reportado continuamente casos de tuberculosis asociada a M. bovis y 

esta zoonosis se ha convertido en un problema de salud pública, principalmente debido 

a su asociación con pacientes con inmunodeficiencia causada por el VIH. 

En Michoacán existe gran variedad de factores de riesgo para la infección por M. 

tuberculosis, sin embargo, se carece de estudios sobre la diversidad genética de las 

cepas que afectan a la población. 

En este trabajo se estandarizó un ensayo para la tipificación genético molecular de 

aislados del complejo Mycobacterium tuberculosis. Este método disminuye 

sustancialmente el tiempo de diagnóstico de 48 a 6 horas, desde la preparación de la 

muestra para la extracción del ADN, hasta la tipificación del Mycobacterium 

tuberculosis. De los 46 aislados analizados uno fue tipificado como M. bovis, siendo el 

primer caso reportado para México de dicha especie en tuberculosis humana.  También 

se analizó la diversidad genética de los aislados mediante el ensayo PCR-RAPD 

encontrándose cuatro grupos y un aislado independiente mediante el criterio de 

agrupamiento UPGMA. El análisis de los datos mediante el análisis de coordenadas 

principales es congruente con el agrupamiento UPGMA. El valor de diversidad genética 

media calculado para la población de estudio fue de 0.234 y el índice corregido de 

Shannon-Wiener fue de 2.04. Los resultados de diversidad obtenidos son comparables 

con los reportados para otras poblaciones de M. tuberculosis, no obstante el empleo de 

únicamente tres iniciadores RAPD. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Tuberculosis 

 

1.1.1 Incidencia de la Enfermedad. 

La tuberculosis es la enfermedad infecciosa más antigua que afecta al hombre a 

nivel mundial. La Organización Mundial de la Salud (OMS) reportó que en 1990 un 

tercio de la población mundial se encontraba infectada de Mycobacterium tuberculosis, 

con 10 millones de casos nuevos y 3.5 millones de defunciones atribuidas a la 

tuberculosis por año. La tasa mundial de incidencia de TB (per cápita) creció en 

aproximadamente un 1,1% anual y el número de casos en un 2,4% anual. La tasa 

mundial de detección de casos bacilíferos fue del 37% en 2002 lo que establece que no 

solo es una enfermedad infecciosa antigua, sino que prevalece como problema de 

salud pública (WHO 2004, 2005). 

La OMS considera que cada segundo se produce un nuevo caso de tuberculosis 

en el mundo. Del 5 al 10% de las personas que están infectadas se enferman o son 

contagiosas en algún momento de su vida. Además, las personas infectadas con el 

virus de la inmunodeficiencia humana (VIH/SIDA) son más propensas a enfermarse por 

tuberculosis. Para el 2005 la OMS reportó 8´811,000 casos nuevos (tasa de 136 por 

100 mil habitantes), de los cuales 3´902,000 fueron bacilíferos (que son los casos más 

infecciosos) con una tasa de 60; una prevalencia de 14´052,000 casos y como causa de 

muerte de 1´577,000 con una tasa de mortalidad de 24. La infección se está 

extendiendo principalmente en los países en desarrollo y se ha relacionado con la 

desnutrición, poco acceso a los servicios de salud, así como a bajos ingresos y a las 

malas condiciones de vida en los grandes centros urbanos (WHO 2007). 

La incidencia de la Tuberculosis había ido descendiendo paulatinamente en las 

últimas décadas de forma que en E.U.A. la prevalencia en 1986 era sólo de 9.4 por 

100,000 habitantes y se había conseguido un descenso anual del 5-6% que auguraba 

la erradicación de la enfermedad para comienzos del S. XXI. Sin embargo, para 1990 

se estimó que cerca de 1/3 de la población mundial se había infectado (Wada, 2001; 

Seng et al., 2002). En años recientes se ha producido un aumento en la incidencia de la 
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tuberculosis, asociado con un aumento dramático de la resistencia a múltiples drogas y 

a la gran cantidad de infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana adquirida 

(VIH). La aparición del VIH/SIDA ha supuesto un resurgimiento excepcional de esta 

enfermedad en todo el mundo, y por ello anualmente aparecen más de 8 millones de 

nuevos casos de tuberculosis (Bradi et al., 2001). Por otro lado, el crecimiento del 

porcentaje de la inmunosupresión iatrogénica, ha incrementado rápidamente la 

incidencia de enfermedades causadas por micobacterias no tuberculosas (Falkinham, 

1996; Horsburgh, 1996). Así mismo, se ha observado un incremento en el potencial 

patogénico de las especies de micobacterias que anteriormente eran consideradas 

como no patógenas (Smith 2003). 

En algunos países la incidencia de tuberculosis llega a ser de 400 por cada 

100,000 habitantes y aunque no existen datos globales sobre todos los tipos de 

tuberculosis, se estima que la incidencia es probablemente superior a 70 por cada 

100,000 habitantes, aunque sin duda será mucho mayor en ciertas áreas y grupos de 

riesgo, (las clases más desfavorecidas y grupos de personas jóvenes en las etapas más 

productivas de su vida). La tuberculosis se ha declarado una emergencia global en el 

mundo por la Organización Mundial de la Salud y continúa siendo un problema de salud 

pública en México, donde está incluida dentro de las 20 principales causas de muerte 

(García et al., 2001).  

En México, la tuberculosis ocupa el lugar número 15 como causa de mortalidad y 

de acuerdo al sistema de notificación semanal de enfermedades la tasa ha fluctuado 

entre 16 y 18 por cada 100,000 habitantes durante el periodo 1990-1994, con una 

mortalidad de 7,3 en 1990 y de 5.4 por cada 100,000 habitantes en 1994. La 

Organización Mundial de la Salud reporta que en México en el 2005 ocurrieron 2,293 

defunciones por esta enfermedad con una tasa de mortalidad de 2 (WHO Report 2007).  

En México para el 2005, se reportaron 15,249 casos nuevos de tuberculosis 

pulmonar confirmados por técnicas microbiológicas, con una tasa de incidencia de 

14.33 casos por 100,000 habitantes (WHO 2007).  
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1.1.2  Agente causal 

En el Complejo Mycobacterium tuberculosis se han incluido tradicionalmente a las 

especies: M. tuberculosis, M. Bovis, M. Bovis BCG, M. africanum (con tres subtipos), y 

M. microti (Tiruviluamala y Reichman, 2002). Los estudios taxonómicos basados en las 

características fenotípicas, la relación de antígenos citoplásmicos solubles y la 

homología en su ADN indican claramente que son variantes de la misma especie 

(Mustafa et al., 1999). Recientemente se han incorporado a este complejo nuevas 

variantes que incluyen a M. canetti, M. caprae, M. pinnipedii y el bacilo dassie  

(Mostowy y Behr, 2005).  

Mycobacterium tuberculosis es el principal agente causal de la tuberculosis 

humana (Tiruviluamala y Reichman 2002; Burgos y Pym 2002). Sin embargo, se han 

reportado continuamente casos asociados a M. bovis y esta zoonosis se ha convertido 

en un problema de salud pública, principalmente por su asociación con pacientes 

inmunosuprimidos por VIH (Cosivi et al., 1998; LoBue et al., 2003; Grange 2001; Thoen 

y LoBue, 2007). 

Mycobacterium tuberculosis descubierta por Roberto Koch en 1882, es una 

bacteria aerobia, no esporulada, no capsulada e inmóvil que precisa de un tiempo muy 

prolongado (15-20 h) para su multiplicación y que puede sobrevivir con facilidad en el 

medio intracelular y necesita de 3-5 semanas para crecer en los medios de cultivo, 

(Who Report, 1993). 

 

1.1.3 Epidemiología. 

El bacilo de la tuberculosis se transporta mediante pequeñas partículas de menos 

de 10 m, emitidas al estornudar, hablar o toser. Con la tos pueden emitirse unas 3,000 

partículas potencialmente infecciosas, e igual número pueden eliminarse al hablar 5 

min, y muchas más al estornudar, y cada una de estas partículas infecciosas suele 

contener una o pocas bacterias que pueden permanecer viables suspendidas en el aire 

durante varios minutos, permitiendo que el contagio se realice incluso en ausencia del 

individuo enfermo, especialmente si la habitación donde estuvo ha permanecido 

cerrada y sin luz solar, ya que M. tuberculosis es sensible a la luz ultravioleta (Burgos y 

Pym., 2002). 
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Aproximadamente una tercera parte de las personas que han estado en contacto 

continuo con un paciente bacilífero se infectarán, mientras que sólo lo harán el 5% de 

los que han entrado en contacto continuo con un paciente no bacilífero. Entre las 

personas infectadas, del 5 al 15% acabarán desarrollando una tuberculosis en su vida 

(Ashok Rattan et al., 1998). Es mayor el riesgo en los primeros 2 años que siguen al 

contacto y en especial durante el primer año, en el que más del 3% de los infectados 

desarrollarán la enfermedad. Este riesgo varía con la edad y es mayor en los más 

jóvenes. Casi la mitad de los niños menores de 6 meses desarrollan tuberculosis si han 

estado en contacto continuo con una persona bacilífera (Smith, 2002). 

El hombre es el único reservorio de M. tuberculosis, aunque la enfermedad puede 

afectar a los primates y a otras especies de mamíferos que están en contacto con él 

(Berman et al., 1999). Cuando ocurren reinfecciones lo mas probable es que los 

pacientes se reinfecten por cepas de M. tuberculosis diferentes de la que le causó la 

infección inicial (Gillman et al., 2001). La tuberculosis es una enfermedad infecciosa 

inusual porque transcurren largos períodos entre la infección y la aparición de la 

enfermedad, que pueden ser semanas, meses o años. La tuberculosis en otros órganos 

diferentes al pulmón ha sido observada por muchos años, pero no siempre es 

reconocida como tuberculosis, por lo cual le han dado muchos nombres, se han 

reportado múltiples sitios extrapulmonares como los ganglios linfáticos, el aparato 

urogenital y el sistema nervioso central, lo mismo que el tejido osteoarticular, la piel, el 

pericardio y las glándulas endocrinas (Doki, et al., 2002; Piersimoni et al., 1998). 

Por otro lado, se sabe que M. bovis no sólo causa la tuberculosis en el ganado, 

sino que también es muy virulento para el hombre, y puede encontrarse en la leche no 

pasteurizada (y ocasionalmente en otros productos lácteos) de vacas tuberculosas 

(Rodríguez et al., 1995). Los microorganismos ingeridos probablemente atraviesan la 

mucosa de la faringe y el intestino (aunque sin lesión apreciable) y causan lesiones 

precoces en los ganglios linfáticos cervicales o en los ganglios mesentéricos. La 

diseminación que sigue a estas localizaciones afecta principalmente a los huesos y a 

las articulaciones. Cuando el microorganismo se inhala (por ej, por granjeros) puede 

causar tuberculosis pulmonar, que resulta indistinguible de la producida por M. 

tuberculosis (Wang et al., 1999). 
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1.1.4 Inmunopatología. 

Histológicamente, el bacilo tuberculoso origina dos tipos de reacción: 1) Lesiones 

exudativas que se observan al comienzo de la infección, o en los individuos en los que 

las bacterias proliferan rápidamente sin encontrar gran resistencia por parte del 

huésped. La inflamación aguda o subaguda aparece con exudado o líquido y 

acumulación de leucocitos polimorfonucleares alrededor de las bacterias. 2) En los 

individuos enfermos que se vuelven alérgicos a la tuberculina aparecen lesiones 

productivas (granulomatosas). Los macrófagos sufren grandes modificaciones en 

contacto con el bacilo tuberculoso o con sus productos, y se disponen 

concéntricamente en forma de células epiteloides alargadas, para formar los tubérculos 

característicos de la enfermedad, y en el centro de los tubérculos algunas de estas 

células pueden fusionarse para formar una o más células gigantes, con docenas de 

núcleos dispuestos en su periferia y con bacilos vivos. Alrededor de las múltiples capas 

de células epiteloides hay una cubierta de leucocitos y fibroblastos proliferantes, lo cual 

conduce eventualmente a una fibrosis externa con el desarrollo posterior de una 

necrosis caseosa. En las lesiones iniciales, el bacilo tuberculoso se localiza 

primariamente en el interior de los macrófagos, en los que se multiplica por un tiempo. 

En las lesiones más evolucionadas se observan sólo bacilos extracelulares. (Davis et 

al., 1997). 

 

1.1.5 Diagnóstico  

La base de un tratamiento efectivo es el diagnóstico eficaz de la enfermedad y de 

manera importante, de su agente causal, para evitar o disminuir de manera importante 

la capacidad de contagio y con el esquema adecuado coadyuvar a la curación de los 

pacientes. El control de una enfermedad implica conocer y llevar a cabo de manera 

correcta todos los procesos para lograr esa meta; por lo que, sí la tuberculosis continua 

siendo alta en su prevalencia, significa que una o varias de las técnicas aplicadas en su 

detección y/o control son deficientes.  

El diagnóstico de la tuberculosis inicialmente se basaba únicamente en el análisis 

de los síntomas clínicos; la identificación del agente etiológico se inició relativamente 

hace poco. En su detección se han incorporado ensayos y técnicas tales como: 
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a) Detección directa del patógeno por microscopía y/o cultivo  

Es importante que ante la sospecha clínica o por estudio de contactos de un caso, 

con baciloscopia positiva, se confirme con tinción de BAAR o con otro método de 

identificación del agente etiológico, ya que la baciloscopia tiene una sensibilidad  menor 

al 50% y una especificidad del 80%, para demostrar el agente etiológico. A pesar de 

ello es muy frecuente que únicamente con el resultado positivo de baciloscopia se 

establezca el diagnóstico de tuberculosis pulmonar, lo que además de no referir el tipo 

de especie involucrada, conlleva a un sesgo en la detección de la enfermedad.  

El diagnóstico de laboratorio mediante el cultivo a través de métodos tradicionales 

requieren entre 6 a 8 semanas; este período de espera ocasiona que se complique y/o 

se agrave el cuadro clínico, en espera de los resultados de laboratorio, antes de dar 

una quimioterapia ó cuando se inicia con un tratamiento inespecífico con el afán de ir 

atacando la infección se corre el riesgo de implementar una terapia inapropiada, 

resultando en un incremento en la morbilidad, mortalidad y en la selección artificial de 

micobacterias resistentes a antibióticos en la comunidad.  

 

b) Radiografías del tórax 

La tuberculosis pulmonar lesiona tejidos que casi siempre son causa de 

anormalidades que se pueden observar en las placas radiográficas. En la tuberculosis 

primaria ocurre como un resultado de la infección reciente y se ve como una zona con 

condensación o infiltrado pulmonar, frecuentemente asociado con adenopatía hiliar 

ipsilateral, llamada imagen de mancuerna. La imagen de atelectasia puede resultar de 

la compresión de las vías aéreas por crecimiento de los nódulos linfáticos, esta 

manifestación es más común en niños. Sí el proceso primario persiste, puede ocurrir la 

cavitación que se aprecia en las radiografías y se localizan más frecuentemente en el 

lóbulo superior del pulmón izquierdo. Por otro lado es difícil valorar radiográficamente si 

un paciente con tuberculosis es bacilífero, ya que una lesión endobronquial, que es 

altamente contagiosa, puede no estar asociada a hallazgos radiográficos y en los casos 

no recientes puede aparecer la presencia de nódulos densos con o sin calcificación 

visible, y se menciona a menudo como una imagen sospechosa únicamente, a pesar de 
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considerarse que las lesiones nodulares o fibróticas son altamente sospechosas de 

infección tuberculosa. Las imágenes no características se encuentran más en niños y 

en pacientes inmunocomprometidos (American Thoracic Society, 2000). 

La tomografía axial computarizada muestra imágenes más confiables, pero por su 

alto costo y tecnología no está al alcance de la gran mayoría de pacientes en los países 

en vías de desarrollo. 

 

c) Métodos serológicos  

 Detección de componentes proteicos del patógeno con ayuda de anticuerpos 

específicos (ELISA) 

 Detecciones específicas de anticuerpos (Ac), IgA, IgM e IgG dirigidos contra 

un patógeno dado y los cambios en su título correspondiente. En los países 

en desarrollo, una prueba serológica positiva para Ac, refleja exposición a 

una especie de Mycobacterium y no indica la enfermedad. 

 Hemoaglutinación. 

 Precipitación en geles 

 Pruebas de aglutinación 

 Detección de antígenos micobacterianos (ELISA) en fluidos corporales 

utilizando un  inmunosensor piezoeléctrico 

 

d) Diagnóstico molecular.  

En vista de la prevalencia mundial de la tuberculosis, se han hecho esfuerzos para 

desarrollar técnicas más eficaces y rápidas para identificar y caracterizar al bacilo 

tuberculoso. Una mejora en el diagnóstico de la tuberculosis han sido las técnicas de 

genética molecular (Cheng et al., 2007). Diversos métodos de tipificación molecular han 

sido utilizados para diferenciar aislados del complejo tuberculoso los cuales incluyen los 

métodos basados en el ensayo de PCR (Mostrom et al., 2002; Barnes et al., 2003; 

Mathema et al. 2006). El principio específico de éste procedimiento está basado en la 

amplificación de fragmentos específicos de secuencias de ADN de M. tuberculosis que 

permiten la identificación de la micobacteria.  

El esputo es la muestra clínica utilizada para la identificación de Mycobacterium, 
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sin embargo, la ruptura de células y la presencia de inhibidores son dos problemas que 

se presentan frecuentemente en el aislamiento de ADN (Vázquez-Marrufo y col., 2002) 

sobre todo en muestras clínicas complejas como el esputo por la presencia de 

inhibidores de la PCR que pueden ser coextraídos con el ADN bacteriano (Holland y 

col. 2000). Estos inconvenientes han sido abordados de distintas maneras, Jhingan 

(1992) introdujo el uso de xantogenato de potasio (XP) para la extracción de ADN de 

plantas debido a la característica que dicho compuesto tiene de formar xantatos de 

polisacáridos insolubles en agua, lo cual ayuda a la ruptura de la pared celular. 

Adicionalmente, el xantogenato de potasio se une a iones metálicos, por lo que tiene el 

potencial de inhibir las nucleasas. A la fecha, el xantogenato ha sido empleado para el 

aislamiento de ADN de cianobacterias (Tillet y Neilan, 2000), suelo (Henneberger y col., 

2006) y raíces micorrizadas (Martin y Rygiewicz, 2005); sin embargo, no existen 

reportes que propongan el uso del XP para el aislamiento de muestras clínicas. 

Utilizando estas técnicas genéticomoleculares, se han encontrado secuencias que 

son específicas para el complejo Mycobacterium tuberculosis (CMBT), pero no 

solamente para M. tuberculosis. La secuenciación del gen 16S de ARN ribosomal  y del 

interespaciador entre los genes 16S y 23S, han confirmado que el complejo M. 

tuberculosis está representado por cuatro taxa que deben ser separados a nivel 

subespecífico o intraespecífico (Huys et al., 2000). Las técnicas de diagnóstico 

molecular han sido utilizadas en muchas de las etapas del diagnóstico de M. 

tuberculosis. El principal objetivo consiste en identificar los aislados de este 

microorganismo especialmente cuando las diferencias incluyen otras micobacterias, ya 

sea clínicamente o cuando se encuentra una tinción ácido alcohol resistente positiva.  

Los métodos de tipificación molecular incluyen también los RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphism) de los elementos transponibles  IS6110 (Krishnan et 

al., 2007) presentes en copias múltiples en el genoma que se ha establecido como el 

estándar de oro para la tipificación del complejo  M. tuberculosis;  las secuencias 

repetitivas polimórficas ricas en GC  basadas en RFLP (Yang, et al.,  2000; Kremer et 

al., 1999); Spacer Oligonucleotide typing (Spoligotyping) de los loci de repetidos 

directos (Legrand et al., 2001; Sola et al., 2003); número variable de repeticiones en 
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tándem (VNTR) (Neill et al., 2005) y Mycobacterial Interspersed repetitive Units typing 

(MIRUs) (Cavusoglu et al., 2007).  

El elemento multicopia de inserción IS6110 es un miembro de la familia IS3 de 

elementos de inserción y está ampliamente distribuido a través del complejo de M. 

tuberculosis. Se han encontrado hasta 25 copias de este IS en el genoma de aislados 

clínicos de M. tuberculosis, aunque también se han identificado algunas cepas que no 

lo presentan. De acuerdo a algunos esquemas de identificación de RFLP´s la 

distribución del elemento IS6110 en el genoma es al azar, sin embargo, en la cepa 

H37Rv, IS6110 esta restringido a aproximadamente dos tercios del genoma alrededor 

del locus DR (Repetido Directo), mientras que también se han encontrado inserciones 

particulares en puntos determinados dentro del locus DR (Fang et al., 1998). La región 

DR es un locus polimórfico en el genoma de M. tuberculosis que comprende un cluster 

de secuencias repetidas de 36 pares de bases (pb) separadas por secuencias 

espaciadoras de 36 a 41 pb. Una secuencia repetida seguida de una secuencia 

espaciadora se denomina como un repetido variable directo (DVR). El número de DVR 

varía de cepa a cepa lo cual permite que este locus se use como marcador genético 

para diferenciar cepas (Fang et al., 1998). 

Aunque los estudios con VNTR frecuentemente usan loci VNTR designados como 

mycobacterial interspersed repeat units (MIRU) (Cowan et al., 2002; Supply et al., 2000, 

2001) y repetidos exactos en tandem (ETR) (Frothingham and O’Connell, 1998), la 

diferenciación de las cepas de  M. tuberculosis usando tanto MIRU como ETR puede 

ser menos efectiva que el análisis RFLP (Kremer et al., 2005; Scott et al., 2005; Sun et 

al., 2004), aun cuando Supply et al., en 2006 buscaron mejorar el poder discriminatorio 

con un nuevo formato de MIRU-VNTR; además no pueden ser usados como una 

herramienta epidemiológica de rutina en áreas donde ciertos genotipos son prevalentes 

(Yokohama et al., 2007).  

Recientemente se desarrolló un ensayo de amplificación de ADN para la 

identificación de M. tuberculosis de aislados clínicos pulmonares, disponible 

comercialmente (COBAS MTB, ROCHE), sin embargo algunos estudios han 

demostrado que el ensayo de amplificación de IS6110 es más sensible que el ensayo 

COBAS MTB (Rimek et al., 2002).   
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1.1.6 Estimación de la variabilidad genética. 

Para el estudio de los agentes causales de una enfermedad infecciosa y por lo 

tanto del Complejo M. tuberculosis, es importante saber no solo qué microorganismo 

esta involucrado sino que en la actualidad se requiere conocer también la relación 

filogenética y la diversidad dentro de una población afectada, ya que nos permite 

estudiar también la relación entre los contactos de los enfermos y se puede llegar a 

establecer si se trata de una nueva especie (Frieden et al., 1995). Las herramientas de 

estudio molecular  nos ayudan a descubrir  si un brote infeccioso está dado por una 

especie similar o idéntica. Dentro de estas nuevas técnicas de estudio de huellas 

genéticas se encuentran los siguientes ensayos: Unidades micobacterianas repetitivas 

interespaciadas (MIRU: mycobacterial interspersed repetitive units) que son elementos 

o complejos genómicos distribuidos a lo largo del genoma de las micobacterias y con la 

identificación y comparación de estos complejos, el ensayo ha demostrado su potencial 

como clave en estudios de epidemiología molecular tanto en la transmisión, como en 

las recaídas de la tuberculosis (Mazars 2001). La Iidentificación genotípica rápida 

(ARDRA: amplified rDNA restriction analysis) y el RFLP permitieron no solo identificar 

variedades inter-especie, sino encontrar diferencias  taxonómicas y de sensibilidad a la 

temperatura de amplificación (Mijs et al., 2002). Estas técnicas son eficaces pero 

relativamente complejas por la existencia en el procedimiento de múltiples pasos, que 

alargan el tiempo de trabajo, lo cual limita su uso (Linton, 1994). Además, requieren de 

la existencia de amplias bibliotecas que contengan información de la mayoría de las 

especies a estudiar (De Baere et al., 2002). Existen diferentes kits comerciales que 

proporcionan interesantes resultados, pero tienen el gran inconveniente de ser muy 

caros, requieren consultar y comparar resultados con Bancos genéticos de datos y 

pueden dar resultados falsos positivos, por lo que algunos autores han vuelto la vista a 

técnicas más sencillas como la PCR múltiple (mPCR) (Mokaddas 2007). 

Recientemente, nuevos desarrollos en genómica funcional y comparativa, usando 

microarreglos de ADN y bioinformática han mostrado más ventajas para el 

entendimiento de la variabilidad genética entre M. tuberculosis. Sin embargo, la 

resolución de tales métodos para la detección de variación cromosomal se limita a 

inserciones y deleciones (eliminaciones) de suficiente tamaño para ser detectadas por 
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los microarreglos. Estos métodos pueden presentar fallas para detectar pequeños 

eventos de inserción/deleción y son similares para encontrar polimorfismos simples de 

los nucleótidos (SNPs). Generalmente todos estos métodos de tipificación molecular 

requieren de mucho tiempo, son muy laboriosos y/o de alto costo.  

 

a) RAPD´s 
 
Otro método de análisis molecular disponible para la identificación de la diversidad 

en las cepas de los agentes patógenos es la utilización de PCR en el ensayo RAPD 

(Amplificación Aleatoria de Polimorfismos de ADN), que amplifica uno o varios 

fragmentos de ADN anónimos, que pueden ser usados como marcadores moleculares, 

por lo que se puede considerar como un sistema de PCR múltiple. Esta técnica tiene 

como ventaja el no requerir un conocimiento genético previo de las secuencias 

involucradas. Utiliza un solo oligonucleótido usualmente de 10 bases de largo de 

secuencia arbitraria como, iniciador para la Taq polimerasa, para amplificar dominios al 

azar de ADN purificado, produciendo huellas moleculares características de cada cepa 

particular en una reacción de PCR con baja astringencia. La substitución, inserción o 

deleción (eliminación) de una única base, altera la alineación del oligonucleótido, 

causando diferentes perfiles RAPD que pueden ser usados para estimar diversidad y 

divergencia de nucleótidos (Dautle et al., 2002) El análisis RAPD es rápido, barato, fácil 

de realizar y puede ser usado para la determinación de heterogeneidad genética 

basado en la diversidad de las secuencias de ADN (Bowditch et al., 1993; Caetano-

Anolles, 1991; Welsh et al., 1990; Williams, 1990). Este tipo de ensayo genético 

molecular ha sido empleado exitosamente para la tipificación de M. tuberculosis (Harn 

et al., 1997; Linton et al., 1994; Richner et al., 1997; Tazi et al., 2004) demostrando que 

con la elaboración y análisis de dendogramas se puede llegar a establecer similitudes 

y/o diversidad entre la especie estudiada, presente en muestras de esputo de varios 

pacientes y de muestras obtenidas de tejidos de animales con tuberculosis (Singh et al., 

2006). y de otras bacterias incluyendo E. coli (Chansiripornchai et al., 2001).  

En localidades con baja incidencia de casos de tuberculosis pulmonar la utilización 

del ensayo RAPD demostró su utilidad, también lo hizo en poblaciones con una alta 

incidencia de M. tuberculosis (104 por 100,000 habitantes), en donde se esperaba que 
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no se encontraría una alta diversidad genética con marcadores tan generales, por la 

elevada  transmisión del bacilo tuberculoso entre la población estudiada. Para su 

validación se comparó con el ensayo de MIRU, y los datos obtenidos con RAPD fue  

casi siempre de mayor variabilidad genética que con MIRU y sugieren que el ensayo 

RAPD permite detectar más mutaciones que la técnica MIRU que ha sido utilizada 

como una referencia conveniente desde que mostró su potencial para estudios de 

epidemiología molecular, específicamente en investigaciones de la estructura de M. 

tuberculosis (Mazars, 2001; Tazi, 2004). 

Singh et al., (2006) observaron un alto grado de polimorfismo en 44 aislados de 

Mycobacterium tuberculosis utilizando el iniciador OPN-01. El dendograma  mostró 4 

grupos con estrecha relación genética entre ellos. Es importante señalar que 

encontraron grandes similitudes, que representan regiones conservadas del genoma, 

en diferentes aislados de esputo humano y de tejido de 2 animales (nodo linfático de 

bovino y de hígado de cerdo). El aislamiento en animales de Mycobacterium 

tuberculosis no es común y por su relación genética en dicho estudio los autores 

sugieren la posible transmisión de humanos a animales. 
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2.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Según estimaciones de la Organización Mundial de la Salud (OMS), en el mundo 

anualmente aparecen más de 8 millones de nuevos casos  de tuberculosis y 

aproximadamente unos 3 millones mueren por esta enfermedad, En México, la 

tuberculosis ocupa el lugar número 15 como causa de mortalidad y la tasa informada 

por el sistema de notificación semanal de enfermedades ha fluctuado entre 16 y 18 por 

1000,000 habitantes durante el periodo 1990-1994, con una mortalidad de 7.3 por 

1000,000 habitantes en 1990 y  de 5.4 por 1000,000 habitantes en 1994. 

En Michoacán se carece de estudios clínicos de las micobacterias que infectan a 

su población, a pesar de que anualmente son reportados más de 200 casos. 

El Instituto Mexicano del Seguro Social en su Boletín Estadístico Anual de 

Mortalidad del 2000 (IMSS, 2000) consigna una tendencia a la baja en la mortalidad por 

tuberculosis pulmonar en el periodo de 1991 a 2000; sin embargo, la morbilidad 

atribuida a tuberculosis se ha incrementado según lo reportado por el Boletín 

Epidemiológico Anual. Este reporta un incremento en la tasa de incidencia de 

tuberculosis pulmonar para el estado de Michoacán del 11.29 por 100,000 

derechohabientes en el año 2002 en el IMSS a nivel nacional y el IMSS Michoacán la 

tasa fue de 5.74 (IMSS, 2002), la Secretaría de Salud en Michoacán reportó que en el 

año 2002 se detectaron en todo Michoacán 298 nuevos casos de tuberculosis 

pulmonar; lo anterior se debe entre otros factores importantes, al igual que en otras 

regiones del país, al problema del VIH/SIDA, desnutrición, diabetes mellitus y la 

resistencia bacteriana a los fármacos. Nuestro Estado no escapa a esos problemas y es 

además un exportador importante a nivel nacional de mano de obra hacia los Estados 

Unidos de Norteamérica, siendo una fuente epidemiológica con mucha trascendencia 

para la transmisión del VIH/SIDA que puede asociarse a infección por micobacterias. 

Por lo que existe en nuestro estado una variedad de factores de riesgo para la infección 

por M. tuberculosis y es necesario identificar los casos, así como caracterizar el tipo de 

micobacteria para que a través de la correlación epidemiológica se establezca un 

programa efectivo en el control de la tuberculosis. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

La prueba de la tuberculina es muy inespecífica, ya que una prueba positiva indica 

que hubo una infección previa por alguna o algunas micobacterias del complejo de M. 

tuberculosis, pero no detecta cuál de todas y en países con alta prevalencia no 

demuestra la existencia de la enfermedad activa. Además, la reactividad aparece 

aproximadamente un mes después de la infección en el hombre, persistiendo durante 

muchos años y en ocasiones, durante toda la vida, por ello la frecuencia de personas 

reactivas entre la población aumenta acumulativamente con la edad. Aunado a esto, la 

capacidad de la piel para reaccionar puede desaparecer en edades avanzadas o debido 

a enfermedades agudas o graves, quizá a consecuencia de alteraciones circulatorias. 

El diagnóstico de laboratorio a través de métodos tradicionales requieren 

aproximadamente de 4 a 6 semanas; este largo período de incubación, ocasiona que la 

enfermedad se complique y se agrave el cuadro clínico en espera de los resultados de 

laboratorio antes de dar una quimioterapia, ó con el afán de ir atacando la infección 

cuanto antes se corre el riesgo de implementar una terapia inapropiada, resultando en 

un incremento en la morbilidad, mortalidad y en la infectividad de la comunidad.  

M. bovis pueden causar la tuberculosis pulmonar en humanos y es 

primordialmente un problema humano, ya que generalmente se tiende a subestimar la 

capacidad de esta especie para producir  enfermedad o se da como un hecho que ha 

sido totalmente eliminada y por ende que ya no es posible que los seres humanos estén 

expuestos al agente. Otro factor importante es que muchos laboratorios de diagnóstico 

utilizan las pruebas serológicas y cutáneas que no pueden diferenciar estos organismos 

de M. tuberculosis, creando ineficiencias en los protocolos de control de la enfermedad 

puesto que no se detecta y/o no se ataca al microorganismo en los establos, o en los 

productos lácteos, de donde puede transmitirse fácilmente a la población rural. Utilizan 

además procedimientos que inhiben el crecimiento del bacilo bovino.  Hay evidencias 

de que la infección por M. bovis puede persistir en la población  de un país, incluso 

cuando la enfermedad ya ha sido erradicada de los animales domésticos productores 

de alimentos. Por otra parte, también se ha  subestimado la presencia de la bacteria en 

la fauna silvestre, que puede ser una fuente de infección en animales de consumo 
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como el ganado. Además es muy factible que se reactiven las lesiones crónicas, con el 

avance de la edad o como resultado de la depresión del sistema inmunológico por el 

uso de medicamentos inmunosupresores o por la presencia de enfermedades que 

conduzcan a estados secundarios de inmunodeficiencia. La mayor amenaza  por M. 

bovis para la salud humana continúa siendo la infección a través de animales para 

consumo especialmente en los países en desarrollo. En México se desconoce la 

magnitud del problema, ya que los esfuerzos que se hicieron en el pasado fueron 

aislados. Pocos veterinarios realizaban tuberculinizaciones, los animales positivos no se 

desechaban y el diagnóstico se limitaba a obtener muestras y teñirlas con la técnica de 

Ziehl Neelsen en busca de BAAR.  

A través del análisis molecular, además de que se puede obtener un diagnóstico 

mucho más rápido (1 a 2 días), es posible determinar cuál Mycobacterium del complejo 

se encuentra en una muestra clínica. A pesar de los progresos epidemiológicos, 

sociológicos, quimioterapéuticos y operacionales se ha reducido la proporción de las 

defunciones y se han aliviado también los síntomas y la incapacitación de millones de 

personas al aumentar la cobertura de la población beneficiada. Sin embargo el 

panorama actual es muy desalentador por la aparición y diseminación de cepas 

multirresistentes a los fármacos antifímicos. Esto está provocando cambios 

fundamentales en la actitud hacia el problema y representa un reto difícil de resolver, 

aun para los países con mayores recursos destinados para la salud. 

Actualmente, en México no se cuenta con programas adecuados para el control de 

la tuberculosis, además se carece de estudios epidemiológicos de tipificación genético-

molecular. Existen pocos reportes en los que se evalúa la diversidad genética de cepas 

de M. tuberculosis aisladas en México (García-García 2000a; Yang et al., 2001), lo cual 

dificulta un mejor entendimiento de los patrones de infección en la población mexicana. 

De ahí la importancia para realizar su identificación específica y la correlación 

epidemiológica en pro de contar con datos fidedignos del agente. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1. Objetivo general 

 

 Determinar las especies del Complejo M. tuberculosis y la diversidad genética de 

los aislados que se presentan en pacientes con manifestaciones clínicas de 

tuberculosis y reacción BAAR positiva, en la Ciudad de Morelia, Mich.  

 

 

 

4.2. Objetivos específicos. 

 

 Tipificar por técnicas genético-moleculares las especies del Complejo 

Mycobacterium tuberculosis en muestras clínicas. 

 

 Establecer la diversidad genético- molecular entre las cepas obtenidas.  

 

 

 

5. ESTRATEGIA 

 

Se obtuvieron muestras de esputo de pacientes con datos clínicos de tuberculosis, 

a estas muestras se les realizó BAAR y se cultivaron para obtener los aislados 

bacterianos. Tanto a las muestras de esputo como a los aislados bacterianos se les 

efectuó extracción de ADN genómico, posteriormente tipificación del CMTB mediante la 

amplificación por PCR de las secuencias de inserción (IS) y la determinación de 

variabilidad genética mediante Polimorfismos del ADN amplificado al azar (RAPD´S). 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS. 

 

6.1 Población de estudio y muestra 

Se colectaron 46 muestras provenientes de pacientes del Estado de Michoacán 

que acudieron a la Unidad de Investigación en Epidemiología Clínica del Hospital 

General Regional N° 1 del IMSS y  del Hospital General ―Dr. Miguel Silva‖ durante 12 

meses y cuya expectoración dio reacción BAAR positiva (bacilos ácido-alcohol 

resistentes), teñidos mediante la técnica de Ziehl-Neelsen.  

  

6.2 Criterios de inclusión. 

Se incluyeron muestras de pacientes con diagnóstico clínico o bacteriológico de 

tuberculosis de quienes se haya obtenido muestra bacteriológica para BAAR.  

 

6.3 Criterios de exclusión 

Muestras que se determine fueron manejadas de manera inadecuada, de acuerdo 

a los manuales de procedimientos. 

 

6.4 Criterios de eliminación 

Muestras que no estén identificadas o sin datos epidemiológicos del paciente. 

 

6.5 Cepas de referencia 

Las micobacterias de referencia que se usaron en este estudio se muestran en la 

Tabla 1  

 

Tabla 1. Cepas bacterianas de referencia 

ESPECIE CEPA REFERENCIA 

M. tuberculosis H37 Ra ATCC 25177 

M. tuberculosis H37 Rv ATCC 25618 

M. bovis BCG ATCC 19015 
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6.6  Procesamiento de los Aislados Clínicos 

Para obtener los aislados clínicos, las muestras de esputo se sembraron en medio 

de Lowestein-Jensen y fueron incubadas a 37 ºC hasta la aparición de crecimiento 

bacteriano. Para esto se contó con el apoyo en cada una de las unidades hospitalarias, 

de personal capacitado para la identificación de Mycobacterium tuberculosis en 

expectoración y tinción del BAAR. Las muestras de esputo tuvieron un procesamiento 

microbiológico de rutina en los laboratorios del IMSS y Hospital General para identificar 

bacilos ácido-alcohol resistentes, tiñéndolas mediante la técnica de Ziehl-Neelsen de 

acuerdo al procedimiento estándar.  

 

6.7  Extracción de ADN de alto peso molecular 

 

6.7.1 Aislados clínicos y cepas de referencia 

Se colocan 500 l de suspensión de bacterias en un tubo de microcentrífuga de 

1.5 ml al cual se agregó rápidamente 500 µl de buffer de lisis (Tris-HCl pH 8, 100mM; 

EDTA 20mM, NaCl 1.4M, SDS 2%). Se agitó en vórtex 5 minutos y se añadieron 500 µl 

de fenol-cloroformo frío, agitando nuevamente 5 minutos en vórtex. Los tubos se 

centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 minutos, se recuperó la fase acuosa en un tubo 

nuevo, se agregó el mismo volumen de isopropanol frío (–20° C) y se incubó 15 minutos 

a –20o C. A continuación, las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 

minutos, se desechó el sobrenadante y la pastilla se lavó con 250 µl de etanol 70% frío 

(v/v). Finalmente se permite que el exceso de humedad se evapore de la pastilla a 

temperatura ambiente y se resuspendió en la menor cantidad posible de agua 

desionizada estéril (20 µl aproximadamente, dependiendo del tamaño de la pastilla). 

Para revisar la integridad del ADN obtenido se realizó electroforesis en geles de 

agarosa al 1% teñidos con bromuro de etidio en TAE 1X y se revisó bajo luz ultravioleta, 

de acuerdo a técnicas convencionales (Sambrook y Russell, 2000). El ADN aislado se 

almacenó a –20º C hasta su utilización. 
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 6.7.2 De esputo 

Se colocaron 400 l de la muestra de esputo en un tubo de microcentrífuga de 1.5 

ml, del regulador de lisis adicionado con Xantogenato de potasio 50mM, a continuación 

se procedió como indica el punto 6.7.1 

 

6.8  identificación del Mycobacterium presente 

6.8.1 Iniciadores utilizados para la amplificación PCR. 

Para identificar a M. tuberculosis presente en las muestras tanto clínicas como en 

las cepas de referencia se usaron 2 juegos de oligonucleótidos que delimitan el 

elemento de inserción de copias múltiples IS6110 y para identificar a M. bovis se usó un 

juego de oligonucleótidos reportado para la amplificación de un fragmento de ADN 

específico para M. bovis (Rodríguez et al., 1995). La secuencia de estos 

oligonucleótidos y la región que amplifican se muestran en la tabla 2:  

 

Tabla 2. Iniciadores utilizados en las amplificaciones PCR 

 

Clave 

Región 

amplificada 

(tamaño) 

 

Blanco 

 

Secuencia 

 

Referencia 

HM1 

HM2  

IS6110 

(245 pb) 

Complejo 

Mycobacterium tb 

5´CGTGAGGGCATCGAGGTGGC3´ 

5´GCGTAGGCGTCGGTGACAAA3´ 

Fidler et al., 

1993 

SA1 

SA2 

IS6110 

 (375 pb) 

Complejo 

Mycobacterium tb 

5´CTGGCGGGTCGCTTCCACGA3´ 

5´TTCGACCGGCGGGACGTCGC3 

Saboor  et  al., 

1992 

JB21 

JB22 

Fracción  

500 pb. 

Mycobacterium 

bovis 

5´-TCGTCCGCTGATGCAAGTGC-3´ 

5´-CGTCCGCTGACCTCAAGAAC-3´ 

Rodríguez et al., 

1995. 

EUBAC 

16SR 

EUBAC 

16SF 

 

16S 

 

Eubacterias 

 

5´-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-

3´  5´-GAG TTT GAT GGC TCA –3 

 

 

 

6.8.2 Condiciones de amplificación de regiones específicas 

El ADN blanco se amplificó usando los oligonucleótidos descritos en la Tabla 2, 

siguiendo las siguientes condiciones. Se prepararon mezclas de reacción de 25 l 
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conteniendo 500 ng de ADN, regulador de reacción (10 mM de Tris-HCl, 2.5 mM de 

MgCl2 y 50mM de KCl pH 8.3), 200 mM de cada deoxinucleosido trifosfato, 10 pmol de 

cada iniciador (Tabla 2) y 2.5 U de AmpliTaq DNA Polymerase (Invitrogene). Las 

amplificaciones se realizaron en un termociclador (Perkin-Elmer, PCR System 2400) 

bajo las siguientes condiciones; un ciclo de 5 min a 95°C y 35 ciclos: 95°C por 1 min, 

55°C por 30 seg y 72°C por 3 min. Finalmente se realizó una extensión a 72°C por 10 

min. Se incluyeron controles negativos y positivos en todos los experimentos con ADN 

de cepas de referencia.  

Para confirmar la amplificación, los productos de PCR se sometieron a 

electroforesis en geles de agarosa al 2% en regulador TAE (Tris-acetato-EDTA) por 30 

minutos a 80 voltios. Los geles se tiñeron con bromuro de etidio a 0.5 mg/ml, fueron 

observados bajo la luz ultravioleta y fotografiados en un sistema de fotodocumentación 

(ChemiDoc de Bio-Rad). 

 

6.9 Determinación de la variabilidad genética. 

 

6.9.1 Ensayos de amplificación tipo RAPD (Random Amplified Polymorphic 

ADN). 

Se preparó una mezcla de 25 µl con la siguiente composición: 5 µl de ADN 

(aproximadamente 25 ng), 10 mM Tris-HCl pH 8.5, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM de cada 

nucleótido (A, G, T, C), 0.7 M de iniciador y 0.5 U de Taq ADN polimerasa 

recombinante y se desarrolló el siguiente programa de amplificación: 5 minutos a 94 C, 

seguido por 40 ciclos de: 1 minuto a 94 C, 1 minuto a 36 C y 2 minutos a 72 C. 

Completados los 40 ciclos se realizó una extensión final a 72 C por 7 minutos. Los 

productos de amplificación obtenidos se visualizaron en un gel de agarosa al 2%. 

 

TABLA 3. Iniciadores empleados en los ensayos RAPD. 

Clave  Secuencia (5´→ 3´) Referencia 

Ecorapd 1252 GCGGAAATAG 1 

Ecorapd 1254 CCGCAGCCAA 1 

Ecorapd 1290 GTGGATGCGA 1 

           1. Tseng et al., 2001. 
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6.9.2 Análisis de Datos.  

Para la determinación de los locus polimórficos, la diversidad genética media total 

(HT), y  el desequilibrio por ligamiento se usó el software PopGene ver 1.32 disponible  

en http://www.ualberta.ca/ fyeh/, se calcularon todas las diversidades genéticas 

(corregidas y no corregidas), índices de distribución (eveness) y el índice de Shannon-

Wiener  (corregido y no corregido) con el paquete Genotype/Genodive ver 2.0  

(Meirmans and Van Tienderen, 2004). Los grupos de linaje fueron obtenidos usando las 

bandas generadas en el ensayo RAPD y registradas como 0 cuando no hay banda y 1 

cuando la banda esta presente. Estos resultados fueron usados para construir una 

matriz dicotómica, de la cual se generó un dendograma usando el software FreeTree 

(Hampl et al., 2001). Con este programa, las diferencias entre los resultados fueron 

calculadas utilizando los algoritmos Nei y Li, y fueron obtenidos grupos de linaje 

utilizando los criterios UPGMA. El análisis bootstrap fue realizado usando el mismo 

software con 1,000 réplicas. Para generar el dendograma se editaron los datos usando 

el programa de computo TreeView  (Page 1996). El análisis principal de coordenadas 

se realizó con el programa GenAlEx ver 6.0 (Peakall y Smouse 2006). 
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7.- RESULTADOS. 

 

7.1 Extracción de ADN 

Se realizó la extracción del ADN de 46 aislados bacterianos (Fig. 1), y de 9 

muestras de esputo (Fig. 2), obteniéndose en ambos casos buenos rendimientos y una 

buena calidad del ADN aislado, ya que se observó un material de alto peso molecular.  

 

 

Figura. 1 ADN de aislados bacterianos. Gel de agarosa al 1% que muestra el ADN extraído de aislados 
bacterianos obtenidos a partir de muestras de esputo. Carriles: M: 1 Kb Plus DNA Ladder,  1-20, aislados 
bacterianos  

 
 
 
                                        M   1    2    3    4   5    6   7    8   9 

                                       
 
Figura. 2 ADN de esputo. Gel de agarosa al 1 % teñido con bromuro de etidio que muestra el ADN total 
extraído de muestras de esputo. Carriles: M: 1 Kb Plus DNA Ladder,  1-9, muestras de esputo 1 a 9 
 
 

Con la finalidad de comprobar que el ADN obtenido tenía la calidad necesaria para 

hacer ensayos de amplificación, se realizaron ensayos de PCR con las muestras 

clínicas utilizando iniciadores universales para el gen 16S de RNAr, para todos los 

aislados se obtuvo el fragmento esperado de aproximadamente  1,300 pb (Fig. 3)  

 

 

M   1   2    3   4    5    6    7      8     9   10   11  12  13   14   15  16  17 18   19 20 
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                                                    M          1     2 

                                                   
 
Figura. 3 PCR de ADN de aislado con iniciadores universales para bacterias. Gel de agarosa al 1% 
teñido con bromuro de etidio que muestra la amplificación de una región del gen 16S de RNAr de 
bacterias con iniciadores universales EUBAC 16S-R y EUBAC 16S-F. Carriles: M: 1 Kb Plus DNA Ladder 
1) aislado 3,  2) aislado 10 
 
 
 

7.2 Identificación de miembros del complejo  Mycobacterium tuberculosis 

Una vez comprobado de que el ADN era de buena calidad y que sí se generaban 

productos de amplificación con los iniciadores universales, en un termociclador normal y 

uno rápido, se probaron dos juegos de iniciadores específicos para el complejo 

Mycobacterium tuberculosis, SA1 y SA2 y HM1 y HM2, para saber cuáles se podían 

usar con ADN de aislado y cuáles con ADN de esputo. Se obtuvo un fragmento de 375 

pb con los iniciadores SA1 y SA2 y un fragmento de 245 pb con los iniciadores HM1 y 

HM2 con el ADN de aislado y solo se obtuvo amplificación con los iniciadores SA1 y 

SA2 con el ADN de esputo. Mostramos los productos del termociclador rápido (Fig. 4). 

Por lo tanto se decidió seguir trabajando solo con los iniciadores SA1 y  SA2.  

 
   M    1    2    3   4 

    
 

Figura. 4 PCR rápido de ADN de aislado y esputo con iniciadores específicos para el complejo 
Mycobacterium tuberculosis.  Gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio que muestra los 
productos de obtenidos con ADN de: 1) cepa con iniciadores SA1 y SA2, 2) aislado con HM1 y HM2, 3) 
esputo con SA1 y SA2, 4) y 2) esputo con HM1 y HM2. Carril M: 1 Kb Plus DNA Ladder 
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Una vez probado lo anterior se realizó un ensayo de amplificación con los 

iniciadores SA1 y SA2 en las cepas de referencia (Fig. 5), muestras de expectoración 

(Fig. 6) y en las 46 muestras de aislados (Fig 7). Todas las muestras dieron el producto 

de amplificación esperado   

 

                                                           M      bP    b    tb     b 

 

 

 

 

 

 

Figura. 5  PCR rápido de ADN de cepas de referencia con iniciadores SA1 y SA2. Gel de agarosa al 
1% que muestra los productos de amplificación obtenidos con el ADN de cepas de referencia con los 
iniciadores SA1 y SA2. bP: Mycobacterium bovis Pasteur, b: M. bovis, tb: M. tuberculosis.  CarrilM. M: 1 
Kb Plus DNA Ladder 
 

                                                          M    1     2    3     4     5     6     

 

 

 

 

 

 

Figura. 6  PCR rápido de ADN de expectoración con iniciadores SA1 y SA2. Gel de agarosa al 1% 
que muestra los productos de amplificación obtenidos con el ADN de expectoración con los iniciadores 
SA1 y SA2. Carriles: M: 1 Kb Plus DNA Ladder,  1-6, expectoración 1 – 6 
 

 

                          M  1  2  3  4   5   6    7    8    9  10 11  12 13 14 15 
 
 
 

 
 
 
 
 
Figura. 7  PCR rápido de ADN de aislados con iniciadores SA1 y SA2. Gel de agarosa al 1% que 
muestra los productos de amplificación obtenidos con el ADN de aislados bacterianos con los iniciadores 
SA1 y SA2. Carriles: M: 1 Kb Plus DNA Ladder,  1-15, aislados 1 – 15 
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Para saber si M. bovis estaba presente en las muestras de aislado, se hicieron 

amplificaciones con los iniciadores JB21 y JB22, específicos para esta especie, solo  la 

muestra 1 dio un fragmento del tamaño esperado (500 pb), lo que indica que se trata de 

M. Bovis (Fig. 8) 

 
                                                      M     1       2      3 

                                                    
 

Figura. 8. Amplificación PCR con el ADN de aislados bacterianos con iniciadores específicos para 
M. bovis. Gel de agarosa al 1% que muestra los productos de amplificación de ADN de aislados 
bacterianos con los iniciadores JB21 y JB22. Carriles: M: 1 Kb Plus DNA Ladder,  1-3, amplificaciones 
con ADN de aislados 1 a 3. 
 

El tiempo requerido para hacer la tipificación de un miembro del complejo M. 

tuberculosis, desde la toma de muestra (esputo), incluyendo la extracción del ADN y la 

amplificación PCR con iniciadores específicos fue de 6 horas.   

  

 

 7.3 Análisis de los polimorfismos de ADN amplificado al azar (RAPD) 

Para determinar si los aislados identificados como M. tuberculosis presentaban 

polimorfismos genéticos, se realizaron ensayos RAPD utilizando los iniciadores Ecorapd 

1252, Ecorapd 1254 y Ecorapd 1290. El ensayo con el primer 1252  produjo patrones 

de amplificación de 4 a 11 bandas con rangos de 480 a 3,460 pb (Fig. 9A). Con el 

iniciador 1254 se produjeron patrones de 3 a 7 bandas con rangos de 520 a 3,870 pb 

(Fig. 9B). Usando el iniciador 1290 de 2 a 7 bandas fueron generadas en todos los 

aislados, con tamaños de 535 a 4,300 pb (Fig. 9C). 
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Figura 9. Ensayo RAPD de los aislados bacterianos. Gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de 
etidio que muestra los patrones obtenidos utilizando los iniciadores A): Ecorapd 1252; B) Ecorapd 1254 y 
C) Ecorapd 1290. Carriles: M: 1 Kb Plus DNA Ladder; 1-46, aislados 1 al 46. 
 

Los tres iniciadores empleados generaron un total de 34 locus todos los cuales 

fueron polimórficos, P=100% (Tabla 4). La diversidad media total HT  fue de 0.234, y el 

valor individual de h presentó un rango de 0.04 a 0.47.  Los valores de diversidad 

genética corregida y sin corregir fueron de 0.98 y 0.96, respectivamente, con un índice 

de distribución (eveness) de 0.66 (Tabla 4). El índice corregido de Shannon-Wiener fue 

de 2.04.  Todas las combinaciones posibles de alelos/locus mostraron desequilibrio de 

M   1  2   3    4   5   6   7  8   9 10 11 12 13  14 15 16 17 18 19 20   21  22 23 24 25  26  27  28 29  30  31  32 33 34 35  36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 

A 

B 
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ligamiento estadísticamente significativo, como se esperaba para una población clonal  

(Tabla 4).  

 

Tabla 4. Parámetros de diversidad genética obtenidos mediante los datos RAPD.  
 

Parámetro Valor/rango 

Locus Polimórficos  (P) 100% 
Diversidad genética media  (HT) 0.234 
Rango de valores de diversidad genética (h) para locus individuales  0.04 (cinco loci)- 

0.47 (un locus) 
Número de combinaciones de alelos/locus con desequilibrio por 

ligamiento significativo   (LD, P  0.050) 

224 (100%) 

  
Diversidad Genética   (div) 0.98 
Diversidad Genética  no corregida   
 (diu) 

0.96 

Índice de distribución  
 Eveness (eve): 

0.66 

Índice de Shannon-Wiener  (shw): 1.50 
Indice de Shannon-Wiener Corregido  

 (shc) 

2.04 

 P, HT, h, y LD fueron determinados usando PopGene ver 1.2, los parámetros restantes se 
determinaron usando el programa Genotype/Genodive ver 2.0 

 

Se construyó una matriz dicotómica usando los pesos de las bandas obtenidas 

con los tres iniciadores en el ensayo RAPD y con esta matriz se generó un patrón de 

agrupamiento (Fig. 10). Al realizar el dendograma empleando el criterio UPGMA el 

aislado 20 se separa del resto de aislados, los cuales forman cuatro clusters bien 

definidos. Dos de estos clusters se encuentran formados únicamente por dos aislados, 

el Cluster III por los aislados 28 y 8, y el Cluster IV por los aislados 11 y 32. El Cluster I 

se encuentra formado por 22 aislados y el Cluster II por 19. El aislado MVG01 tipificado 

como M. bovis aparece en el Cluster II.  
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Figura 10.  Dendograma de M. tuberculosis spp 

 

En el análisis de coordenadas principales realizado se generaron seis 

coordenadas principales (datos no mostrados) en el que las dos primeras coordenadas 

graficadas en la figura 11 explican el 47.2% de la variación entre los aislados y las tres 

primeras coordenadas explican el 64.5% de esta. El patrón de agrupamiento generado 

mediante el análisis de coordenadas principales presenta notables similitudes con el 

patrón generado mediante el criterio UPGMA. En este análisis se pueden observar 

cuatro grandes grupos acomodados en los cuatro cuadrantes generados por los ejes 

(Fig. 11). El grupo del cuadrante Q1 es el más heterogéneo en relación al agrupamiento 

UPGMA. Este cuadrante esta constituido mayoritariamente por aislados que el criterio 

UPGMA agrupa en el Cluster I (Fig. 11) y tres aislados (16, 38 y 43) que se agrupan en 
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el Cluster II, además, aquí también se encuentra el aislado 32 del Cluster IV. En el 

cuadrante Q2 se encuentran principalmente aislados que mediante el criterio UPGMA 

se agrupan en el Cluster I, a excepción de los aislados 8 (Cluster III) y 20. El cuadrante 

Q3 también se encuentra conformado principalmente por aislados que el criterio 

UPGMA agrupa en el Cluster I, a excepción de los aislados 4 y 9, del Cluster II y el 

aislados 28 (Cluster III). Por último, el cuadrante Q4 muestra una correspondencia muy 

estrecha con el agrupamiento UPGMA, ya que a excepción del aislado 11 (Cluster IV) 

todos los aislados dentro de este se encuentran agrupados en el Cluster II mediante 

último criterio, incluido el aislado MVG01 tipificado como M. bovis. 
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Figura 11. Análisis de coordenadas principales. 
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8.  DISCUSIÓN 

 

El diagnóstico de tuberculosis a partir del cultivo de las especies de 

Mycobacterium presentes en esputo, es un proceso difícil y tardado. Diversos estudios 

para la detección de bacterias patógenas a partir de muestras clínicas han mostrado 

que los métodos genético moleculares son los más convenientes, sin embargo, la 

ruptura de células y la presencia de inhibidores son dos problemas que se presentan 

frecuentemente en el aislamiento de ADN (Vázquez-Marrufo y col., 2002) sobre todo en 

muestras clínicas complejas como el esputo. En este trabajo se diseñó un protocolo 

barato y rápido que optimiza el rendimiento y pureza del ADN aislado a partir de 

muestras clínicas y con calidad para hacer amplificaciones PCR, encaminadas a la 

detección de especies del complejo Mycobacterium tuberculosis. Se logró estandarizar 

el ensayo de tipificación con un termociclador rápido y se disminuyó el tiempo a 6 horas, 

desde la toma de muestra de esputo, incluyendo la extracción de ADN hasta la 

tipificación de la especie presente. 

Dentro del territorio mexicano el único agente causal identificado como el 

responsable de la tuberculosis humana ha sido M. tuberculosis (García-García et al., 

2000a, 2000b; Yang et al., 2001). De los 46 aislado analizados en el presente trabajo, el 

aislado MVG01 (2.1%) fue tipificado como M. bovis y el resto como M. tuberculosis. La 

tuberculosis provocada por M. bovis ha sido reportada en pacientes de origen mexicano 

que viven en Estados Unidos con porcentajes de 1 a 6.7% del total de casos estudiados 

(LoBue et al., 2003; CDCP 2005), siendo la población infantil especialmente 

susceptible. Estos casos han sido principalmente atribuidos al consumo de queso 

elaborado con leche contaminada (CDCP 2005) y M. tuberculosis ha sido aislada de 

quesos hechos en México (Harris 2007). Hasta donde sabemos, este es el primer 

aislado en el interior de México, lejos de la frontera con EU, en el que M. bovis  es 

reportada en un caso de tuberculosis humana. El hecho de que en un número limitado 

de muestras se haya podido encontrar a M. bovis, indica que la tuberculosis zoonótica 

debe ser evaluada con mayor profundidad en el área de estudio y el resto del país y 

alerta sobre la importancia de revisar la calidad de la leche con la que se elaboran 

distintos productos lácteos.  
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En el presente estudio se evaluó la diversidad genética de los aislados de M. 

tuberculosis mediante el ensayo RAPD-PCR. Se ha documentado que en bacterias el 

uso de dos iniciadores para amplificación RAPD es suficiente para diferenciar entre 

individuos de una población clonal y que el uso de una mayor  cantidad de iniciadores 

no incrementa de manera significativa el poder de diferenciación entre individuos 

(Hopkins and Hilton 2001). En el caso de Staphylococcus aureus, el uso de tres 

iniciadores en el ensayo RAPD permitió tasar sucesivamente la relación genética de 

aislados de diferentes hospederos (Reinoso et al. 2004). Así mismo, no obstante que en 

este trabajo se emplearon únicamente tres iniciadores RAPD, nuestros resultados son 

comparables con estudios en los que se han utilizado 8 (Korzekwa et al., 2006)  o 10 

iniciadores (Tazi et al., 2004). Los loci generados mediante el ensayo RAPD han 

mostrado ser altamente polimórficos en las poblaciones de M. tuberculosis ya que 

estudios previos han documentado un 100% de loci polimórficos generados mediante 

RAPD (Tazi et al., 2004; Korzekwa et al., 2006), este nivel de polimorfismo fue 

encontrado en el presente trabajo.  El valor de la diversidad genética corregida fue de 

0.98 que es mayor al reportado por Tazi et al., (2004), pero el valor no corregido de 

0.96 cae dentro del rango de valores para distintas subpoblaciones analizadas por 

dichos autores, los cuales variaron entre  0.89 y 0.97. El valor de HT de 0.23 obtenido 

en el presente estudio es menor al de 0.34 reportado para aislados provenientes de 

Polonia, en Europa (Korzekwa et al., 2006) y al del rango de 0.36-0.48 encontrado en 

subpoblaciones de Casablanca en Marruecos, África  (Tazi et al., 2004). Aunque el 

rango de valores de h para locus individuales encontrado en el presente trabajo (0.04-

0.47) es bastante semejante al reportado por Korzekwa et al., (2006) de 0.06-0.50. Es 

interesante que no obstante las variaciones en el número de individuos y poblaciones 

analizadas, así como las diferencias en el número de iniciadores empleados y en los 

métodos de análisis, nuestros resultados son, en lo general, similares a los reportados 

para otras poblaciones de M. tuberculosis que han sido analizadas mediante el ensayo 

RAPD. 

El índice de Shannon-Wiener (también conocido como índice de Shannon y en 

algunos trabajos citado como índice de Shannon-Weaver) ha sido utilizado en el 

análisis de diversas comunidades microbianas de bacterias asociadas a la cavidad oral 
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y el tracto digestivo de humanos (Martin 2002). Dentro de una población, este es un 

índice de diversidad genotípica que combina richness (número de genotipos de la 

población) y evenness (la distribución de la población entre los distintos genotipos) 

(Arnaud-Haound et al., 2007). El valor de este índice es grande cuando cada individuo 

muestreado tiene un genotipo único.  El índice de Shannon-Wiener es un parámetro 

que no ha sido determinado para otras poblaciones de M. tuberculosis, pero el valor de 

2.04 obtenido en el presente trabajo para el índice corregido para poblaciones 

pequeñas  es un valor similar al de 2.0 reportado para cepas de E. coli aisladas de 

heces de caballo y superior al de poblaciones provenientes de heces de vacas (0.67) y 

humanos (0.43) (Anderson et al., 2006). Aunque para E. coli de ambientes acuosos se 

ha reportado un índice de 5.39 (Byappanahalli et al., 2007). Para cepas de 

Staphylococcus aureus aisladas de humano y analizadas mediante RAPDs el valor 

reportado es de 0.56 y para cepas de heces de vaca de 0.36 (Reinoso et al., 2004).  

Los índices de distribución (evenness) indican la distribución de los genotipos 

dentro de la población (Grünwald et al., 2003).  Este parámetro tiene un valor de cero 

cuando la población tiene un solo genotipo y valor máximo de 1 cuando todos los 

genotipos encontrados se presentan con la misma frecuencia. El valor de eveness 

determinado para las cepas de M. tuberculosis aquí estudiadas indica que no todos los 

genotipos se presentan con la misma frecuencia, y que algunos genotipos son 

predominantes. 

El desequilibrio de ligamiento ha sido documentado en M. tuberculosis empleando 

RAPDS (Tazi et al., 2004) y MIRU-VNTR loci (Supply et al., 2003; Tazi et al., 2004), 

sugiriendo una evolución clonal de dicha especie. Nuestros resultados de desequilibrio 

de ligamiento son congruentes con dichos antecedentes. No obstante, recientemente se 

ha documentado que en el genoma de M. tuberculosis puede haber ―hot spots‖ en los 

cuales se realizan eventos de recombinación (Liu et al., 2006). 

Nuestro dendograma muestra una mejor separación y definición de clusters que el 

generado para aislados de M. tuberculosis de la India (Singh et al., 2006) y un patrón de 

agrupamiento semejante al generado para aislados de Polonia (Korzekwa et al., 2006). 

Como en este último caso, en nuestro dendograma existen aislados (MVG20) que no se 

agrupan en ningún cluster, mostrando una composición genética única. También se 
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presenta el caso de los clusters III y IV, los cuales se encuentran formados por dos 

aislados y se observa que la gran mayoría de estos se agrupan en pocos clusters (I y 

II).  

El análisis de coordenadas principales constituye otro método para evaluar las 

relaciones entre los aislados de M. tuberculosis. Esta herramienta del análisis 

multivariado ha sido empleada para evaluar de la diversidad genética en poblaciones 

bacterianas mediante el análisis de secuencias genéticas en Staphylococcus aureus 

(Jarraud et al., 2002), Escherichia coli (Chapman et al., 2006) y diversas especies del 

género Streptococcus (Täpp et al., 2003; Innings et al., 2005). En relación al análisis de 

coordenadas principales a datos derivados de un ensayo RAPD en poblaciones de 

bacterias patógenas de humano, este ha sido aplicado únicamente en el estudio de la 

diversidad en aislados de S. aureus (Reinoso et al., 2004). En el presente trabajo los 34 

loci RAPD generados fueron reducidos a seis coordenadas principales y la diversidad 

fue evaluada graficando las dos primeras coordenadas. La distribución de los aislados 

de estudio mostró en general, congruencia con el patrón de agrupamiento generado 

mediante el criterio UPGMA. Estos resultados, muestran que el análisis de coordenadas 

principales constituye una herramienta adecuada para la evaluación de la diversidad 

genética en M. tuberculosis, la cual puede utilizarse en conjunto con los criterios de 

agrupamiento UPGMA y Neighbour-joining, comúnmente empleados en el análisis de 

diversidad genética intra e interpoblacional.    

Se ha mencionado que una de las principales limitaciones del uso del ensayo 

RAPD son los problemas de reproducibilidad (Fritsch and Rieseberg 1996), ya que este 

puede ser afectado por la cantidad de cloruro de magnesio, la concentración de ADN y 

la relación iniciador: ADN, entre otros factores. En relación al uso del ensayo RAPD 

para el estudio de diversidad genética y la diferenciación entre aislados de M. 

tuberculosis las opiniones están divididas, hay autores que piensan que no representa 

ventajas útiles respecto a otros métodos de análisis, y hay otros que consideran que 

este tipo de análisis rivaliza con otras técnicas de análisis de diversidad genética (Tazi 

et al., 2002).  Además de las ventajas de costo efectividad, es una técnica sencilla, por 

su rapidez y la baja cantidad de ADN necesario, la técnica RAPD posee otras 

características que le permiten seguir siendo una técnica útil para el análisis de 
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poblaciones locales de M. tuberculosis.  Así, se ha documentado que los patrones de 

agrupamiento de aislados de M. tuberculosis generados mediante la técnica RAPD-

PCR son congruentes con el agrupamiento generado mediante RFLP de la secuencia 

de inserción IS110, spoligotyping, el análisis de PCR-IS6110 (Rodríguez et al., 2000) y 

el SNPs (Tazi et al., 2002). También, dicha técnica  permite la detección de más 

eventos de mutación que los datos MIRU-VNTR, ya que los patrones de amplificación 

generados son altamente polimórficos en M. tuberculosis, debido a que muestran la 

variabilidad sobre todo el genoma (Tazi et al., 2004). Además, en el análisis de 

diversidad genética de M. tuberculosis, el ensayo RAPD se ha combinado exitosamente 

con técnicas de análisis genómico con un gran poder discriminatorio como los 

microarreglos (Diaz et al., 2006).   

Aunque nuestros resultados indican que los aislados estudiados representan una 

población clonal en la cual se presenta una considerable variación genética,  estamos 

concientes que es indispensable realizar en el área de estudio un análisis sobre una 

población más amplia con un mayor número de aislados empleando otros marcadores 

moleculares como MIRU-VNTR y la espoligotipificación  con la finalidad de tener una 

mejor descripción de la dinámica de infección y la estructura de la población local de M. 

tuberculosis.   
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