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RESUMEN

Antecedentes: La incidencia de tuberculosis (TB) en México aumenta debido, entre otras causas, a un
diagnostico inespecifico o retardado. Marcadores moleculares como los genes rpoB y 16S rRNA se han
utilizado en la identificacion del género Mycobacterium. La secuencia de insercién 6110 (I1S6110) ha
sido empleada como marcador genético en la genotipificacion del complejo Mycobacterium
tuberculosis (CMTB).

Objetivo: Realizar un estudio retrospectivo para evaluar a los genes rpoB, 16S rRNA y la 1S6110, en
la identificacion de aislados del género Mycobacterium y del CMTB.

Meétodos: Se analizaron 146 muestras clinicas. Empleando la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) se amplificaron fragmentos de los genes rpoB, 16S rRNA e IS6110. La especie M. bovis fue
identificada mediante un ensayo de PCR Multiplex.

Resultados: En 65 muestras clinicas se determind la presencia de micobacterias mediante
amplificacion de los genes 16S rRNA y rpoB. En 22/65 aislados se amplificaron unicamente los genes

rpoB y/o 16S rRNA. La presencia del CMTB se confirmo en 43/65 aislados mediante la amplificacion
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de la 1S6110. La comparacion de las secuencias obtenidas de los fragmentos amplificados de los genes
rpoB, 16S rRNAYy la 1S6110 con las reportadas en el GenBank, demostré una homologia de 98%-100%
con especies de micobacterias pertenecientes al CMTB.

Discusién: El uso de técnicas moleculares para el diagnéstico de enfermedades infecciosas permite
obtener resultados precisos y en tiempos cortos. En el caso de las infecciones por micobacterias, el
empleo de los marcadores genéticos rpoB, 16S rRNA y la 1IS6110 coadyuva al diagnostico diferencial
entre TB y micobacteriosis, lo que contribuye a orientar el tratamiento que se administre al paciente.

Palabras clave: Diagnostico, 1S6110, Mycobacterium, rpoB, 16S rRNA, tuberculosis.

ABSTRACT

Background: Tuberculosis (TB) incidence in Mexico is increasing due to an unspecific or delayed
diagnosis, among several other causes. Molecular markers such as rpoB and 16S rRNA genes have
been used to identify the Mycobacterium genus. Insertion sequence 6110 (1S6110) has been used as a
genetic marker in Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) genotyping.

Objective: To perform a retrospective study to evaluate rpoB and 16S rRNA genes and 1S6110
usefulness to identify the Mycobacterium genus and MTBC isolates.

Methods: A total of 146 clinical samples were analyzed. Amplification products from rpoB, 16S rRNA
and 1S6110 were obtained by Polymerase Chain Reaction (PCR). M. bovis was identified using a
Multiplex PCR assay.

Results: Mycobacteria were identified in 65 clinical samples as shown by rpoB and 16S rRNA genes
amplification. In 22 isolates (22/65) amplification products were obtained only for rpoB and/or 16S
rRNA genes. MTBC presence was confirmed in 43/65 isolates as 1S6110 amplification product was
obtained. Sequencing products of rpoB, 16S rRNA and 1S6110 showed 98%-100% homology with
MTBC species reported in the GenBank database.

Discussion: Inclusion of molecular techniques in infectious diseases diagnosis allows to get precise
results in short time. In mycobacterial infections, molecular makers such as rpoB, 16S rRNA and
I1S6110, largely contribute to make a specific diagnosis and differentiate between TB and

mycobacteriosis, leading to the best treatment administration to the patient.

Keywords: Diagnosis, 1S6110, Mycobacterium, rpoB, 16S rRNA, tuberculosis.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es un padecimiento
infeccioso y transmisible. De acuerdo a datos de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
afecta a una tercera parte de la poblacion
mundial, convirtiéndola en uno de los
principales problemas de salud [1]. El agente
causal de la TB es un bacilo Gram-positivo de
lento crecimiento perteneciente al género
Mycobacterium. Se ha identificado un grupo de
estos microorganismos como los responsables
de la enfermedad y se le ha designado
“complejo  Mycobacterium  tuberculosis”
(CMTB), el cual agrupa a M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum, M. microti, M. canetti, M.
caprae, M. pinnipedii, M. mungi y M. orygis. La
elevada homologia de los genomas de las
especies del CMTB permite el uso de ciertas
regiones como marcadores en la identificacion

de un probable caso de TB [2].

La identificacion molecular de bacterias se

realiza empleando genes altamente
conservados entre las especies. En el caso del
género Mycobacterium los genes 16S rRNA y
rpoB se han utilizado con éxito. Pocos genes se
encuentran tan conservados entre especies
pertenecientes al mismo género como el 16S
rRNA. Este gen tiene una secuencia de hasta
1550 pb que

conservadas

contiene tanto regiones

como  variables. En la

identificacion de bacterias en aislados clinicos,
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en general, son Utiles las primeras 500 pb para
realizar una adecuada identificacion [3] . En el
caso de las micobacterias, se han disefiado
oligonucledtidos que permiten amplificar,
eficientemente, fragmentos de entre 500-550 pb
correspondientes a segmentos no polimdrficos
del 16S rRNA [2]. El gen rpoB es unicopia de
723 pb que

conservadas y tres regiones variables. Kim et

contiene cuatro regiones
al., obtuvieron y compararon la secuencia
completa de este gen en 44 especies de
micobacterias, concluyendo que existe un
93.1%

patdégenas y que un fragmento de 306

de homologia entre especies no
pb,
localizado en una region muy conservada del
gen, presenta una secuencia idéntica en las
especies pertenecientes al CMTB [4]. Se ha
empleado el gen rpoB —junto con otros genes
como hsp65 y 16S rRNA- para detectar
especies de micobacterias, especialmente las
del CMTB [5], asi como en el diagnostico
diferencial de especies del complejo M. avium
[6,7] y otras especies de micobacterias no
tuberculosas (MNTB) [8].

La secuencia de insercién 6110 (1S6110), es un
fragmento de 1355 pb que se encuentra inserto
en un arreglo de 36 pb, denominado regiones
repetidas directas (DR) [9]. La secuencia
IS6110 sélo es detectable en genomas del
CMTB vy tiene la estabilidad necesaria para ser

utilizada como herramienta de diagnostico [10].
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Fue descrita en 1990 [11] como un elemento de
insercién micobacteriano que se ha utilizado
sistematicamente como marcador genético para
la genotipificacion de especies de CMTB dado
su nivel de conservacion entre ellas mediante el
polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) [12-14].

La diferenciacion entre especies del CMTB es
importante para fines de administracion de
pirazinamida, uno de los principales
antifimicos empleados en el tratamiento contra
TB. M. bovis presenta resistencia intrinseca a
este farmaco debido al cambio C por G en la
posicion 169 del gen pncA por lo que este
polimorfismo se ha empleado como marcador
molecular en la identificacién de esta especie

[15,18].

La incidencia de TB en Meéxico va en aumento
debido, entre otras causas, al retraso en la
administracion de un tratamiento adecuado
como consecuencia de un diagndstico
inespecifico o retardado. Por lo que el objetivo
de este trabajo fue realizar un estudio
retrospectivo para evaluar la utilidad de los
genes rpoB, 16S rRNA e 1S6110, como
marcadores genéticos en la identificacion de
aislados del género Mycobacterium, asi como

del complejo Mycobacterium tuberculosis.
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METODOLOGIA

Muestras clinicas y descontaminacion

Durante el periodo 2006 a 2008, se obtuvieron
aislados de 146 muestras clinicas provenientes
de 106 pacientes quienes fueron diagnosticados
clinicamente con TB en instituciones publicas
de salud del estado de Oaxaca. EI 95% (139) de
las muestras fueron expectoraciones y el 5% (7)
correspondieron a: jugo gastrico (3), liquido
ascitico (1), liquido pleural (1), heces (1) y
orina (1). En este estudio se incluyeron las
cepas de referencia M. tuberculosis H37Rv, M.
tuberculosis H37Ra, M. bovis AN5 y M. canetti
1728. Las muestras de expectoracion fueron
descontaminadas empleando el método
modificado de Petroff [16] previo a la

extraccion de ADN.

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN total se realiz6 de
acuerdo a las instrucciones del fabricante
utilizando el kit de extraccion Wizard Genomic
DNA Purification Kit (Promega. Madison, WI,
USA). ElI ADN se cuantificO mediante
espectrofotometria UV
Thermoscientific. Wlatham, MA, USA) y se

observo en gel de agarosa al 0.8%.

(Nanodrop  Lite,

Ensayos moleculares
Las pruebas de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) descritas a continuacion se

realizaron en un volumen final de 50uL, el cual
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contenia Buffer 1X, mezcla de dNTPs 10 mM,
MgCl; 25 mM, 1.25 U taq ADN polimerasa
(GoTag Flexi DNA Polymerase, Promega.
Madison, WI, USA) y 20 ng/uL de ADN
obtenido a partir de cada aislado clinico. Los
oligonuclettidos correspondientes para cada
reaccion se muestran en la Tabla 1. Los
productos de amplificacion se visualizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.5%.

Amplificacion de genes 16S rRNA 'y rpoB

La identificacion de aislados del género
Mycobacterium se realizd mediante la
amplificacion, por separado, de dos fragmentos
de 543 pb y 359 pb correspondiente a los genes
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16S rRNA y rpoB, respectivamente [2].

Amplificacion de la 1S6110

La amplificacion de un fragmento de 245 pb de
la secuencia de insercion 6110 (1S6110) fue
efectuada para determinar la presencia de
aislados  del

complejo  Mycobacterium

tuberculosis [17].

PCR multiplex

La diferenciacion entre M. bovis y otras
especies del CMTB se establecié mediante la
amplificacion de dos fragmentos del gen pncA
en un ensayo de PCR multiplex de acuerdo a lo
descrito previamente [18]. La secuencia de los
oligonucleotidos y las condiciones de reaccion
se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Oligonucledtidos y condiciones de amplificacion.

Primer Secuencia Producto Condiciones
6110 INS-1 CGTGAGGGCATCGAGGTGGC - 96‘;//320 569
INS-2 GCGTAGGCGTCGGTGACAAA Jemi
72°/3 min
94°/1 min
l6SrRna  LBSINAF ACGGTGGGTACTAGGTGTGGGTTTC 543 50°/1 min
16SINAR TCTGCGATTACTAGCGACTCCGACTTCA Sk
0B rpoBF TCAAGGAGAAGCGCTACGA 250 23% 2:2
P rpoBR GGATGTTGATCAGGGTCTGC L
72°/1min
IB21 TCGTCCGCTGATGCAAGTGC 500
JB22 CGTCCGCTGACCTCAAGAAAG 94°/1 min
pncA o .
67°/1 min
PNCcATB-12  ATGCGGGCGTTGATCATCGTC 185 72°/1 min
PNCAMT-2 CGGTGTGCCGGAGAAGCGG
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Secuenciacion

Los productos de amplificacion
correspondientes a los genes 16S rRNA, rpoB y
la 1S6110 se  purificaron
minicolumnas (Wizard SV Gel and PCR Clean-

up System, Promega. Madison, WI, USA) y

mediante

fueron enviados a secuenciacion a la empresa
(Rockville, USA).
oligonucleotidos empleados para este proceso
fueron: rpoBF, INS-1y 16SRNAF (Tabla 1).

Macrogen Los

Andlisis de similitud de secuencias

Una vez obtenidas las secuencias de cada uno
de los amplificados, se analizaron empleando la
herramienta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) del

Informacién

Centro Nacional de
(NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para determinar

Biotecnologica

su homologia con genomas de otros organismos

reportados previamente.

RESULTADOS

Se analizaron 146 aislados clinicos para la
identificacion de micobacterias. La
amplificacion de los genes 1S6110 y/o 16S
rRNA y/o rpoB en 44.5% (65) de las muestras
confirmé la existencia de aislados del género
Mycobacterium; en tanto que en el 55.5% (81)
restante, no se obtuvieron amplificados.

En 43 de

presencia del CMTB al obtenerse el producto

los 65 aislados se confirmé la

de amplificacion de 245 pb correspondiente a la
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1S6110,

micobacterias. En las 22 muestras restantes no

especifico de este grupo de
se observo la amplificacion de la 1S6110, aun
cuando si se obtuvo el amplicon para el gen 16S
rRNA y/o rpoB (Tabla 2).

Los 43 aislados que mostraron la 1S6110 por
PCR se clasificaron en tres grupos de acuerdo
al nimero de marcadores amplificados como se
describe a continuacion.

En 10 de los 43 aislados (Tabla 2) se obtuvieron
productos de PCR para los tres marcadores
analizados (16S rRNA, rpoB e 1S6110). De
estos 10 aislados, 7 mostraron crecimiento en
medio de cultivo Lowentein-Jensen especifico
para micobacterias tuberculosas, identificando
mediante morfologia colonial que tres de ellas
(24, 91 y 113) son semejantes a la cepa de
referencia H37Ra de M. tuberculosis; dos (32a
y 95), a M. canettii 17228; y, finalmente, los
aislados 36 y 92 presentaron combinaciones de
caracteristicas identificadas en ambas cepas de
referencia. Adicionalmente, para las muestras
24, 36, 91, 92, 95 y 113 se obtuvieron las
secuencias de los fragmentos amplificados de
los genes rpoB, 16S rRNA e 1S6110, las cuales
posteriormente se compararon con lo reportado
en el GenBank mediante la herramienta
BLAST,

secuencia nucleotidica de 98-100%

observandose una similitud de
con
especies de micobacterias pertenecientes al

CMTB (Tabla 3).
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Tabla 2. Amplificacion de marcadores moleculares. NR: No realizado

ID aislado Origen del aislado |86110PC1:6RS rpoB
M. tuberculosis H37Rv Cultivo oot
M. tuberculosis H37Ra Cultivo + + +
M. canetti 1728 Cultivo + + NR
24,32a, 36, 48, 89, 91, 92, 95, 113, 158 Expectoracion + o+ o+
61, 65,93 Expectoracién -
131a, 1664, 184 Expectoracién - +
15, 46, 49, 69, 97, 104, 130, 1333, 135a, 138a, 146b, 147b, 148a,

148b, 149b, 150b, 166, 169a, 177, 177a, 1784, 180, 181, 181a, 182, Expectoracién + - -
198a

109 Expectoracion - f
57,57a, 67a, 75, 82a, 103, 129a, 1553, 160a, 172a Expectoracion - + -
68b, 154b, 160, 161, 161a, 166b, 167, 171a, 183, 192a Expectoracion - - +
11 Jugo gastrico + - -
23 Heces - + +

La amplificacion de la 1S6110 en seis aislados
(61, 65, 93, 131a, 1664, y 184) coincidio con la
presencia de dos marcadores, el fragmento del
16S rRNA (61, 65, 93) y del rpoB (131a, 1664,
184). Al
fragmentos correspondientes a la 1S6110 (65,
93) y 16S rRNA (93) con lo reportado en el

GenBank (Tabla 3), se identificé una similitud

comparar la secuencia de los

de secuencia nucleotidica de 98% y 99%
correspondiente a M. tuberculosis, M. bovis y
(Tabla 3).

Adicionalmente, la morfologia de las colonias

M. microti, respectivamente

observadas en cultivo de la muestra 93,

coinciden con la cepa de referencia de M. bovis

18

ANS.

Finalmente, se identifico un grupo de 27
aislados (27/43) en las que sélo se obtuvo el
amplicon de 245pb correspondiente a la 1S6110
(Tabla 2). Ademas del resultado de esta prueba
molecular, el aislado 138a mostré colonias
semejantes a la cepa de referencia de M. bovis
ANS5 en
identificacion de este aislado como M. bovis se

cultivo Lowenstein-Jensen. La

confirm6 mediante el ensayo de PCR multiplex,
mismo que demostrd que el aislado 147b

también pertenece a M. bovis.
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Tabla 3. Similitud de secuencias nucleotidicas obtenidas de los aislados clinicos con las reportadas

en GenBank.

Aislado

Gen

Especie reportada
(BLAST)

Homologia (%)

24

1S6110

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis
Mycobacterium microti

100

36

1S6110

rpoB

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis
Mycobacterium microti

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis

99

99

65

1S6110

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis
Mycobacterium microti

98

91

1S6110

rpoB

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis
Mycobacterium microti

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis

99

99

92

1S6110

16S rRNA

rpoB

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis
Mycobacterium microti

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis

96

99

99

93

1S6110

16S rRNA

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis
Mycobacterium microti

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis

99

99

95

1S6110

16S rRNA

rpoB

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis
Mycobacterium microti

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis

98

99

99

113

1S6110

16S rRNA

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis
Mycobacterium microti

Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium bovis

96

98

19
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En siete pacientes se analizaron muestras de
57/57a,

amplicon

dias consecutivos. Los aislados

mostraron Unicamente el
correspondiente a 16S rRNA; en tanto, con los
aislados 161/161a se amplificé solamente el
gen rpoB. Al analizar los aislados 148a/148Db,
177/177ay 181/181a mostraron el fragmento de
245 pb correspondiente a la 1S6110, no asi los
productos de rpoB y 16S rRNA (Tabla 2). En
cuanto a los aislados 160/160a, se obtuvo de
cada uno distintos amplicones, ambos
resultados coinciden en mostrar la presencia de
micobacterias y la ausencia de aislados del
CMTB en el paciente. Finalmente, en los
aislados 166/166a/166b se presentd un patron
distinto para cada uno (Tabla 2); sin embargo,
dos de ellos muestran el amplificado para la
I1IS6110 que,

previamente, es suficiente para demostrar la

como se ha comentado
presencia de aislados del CMTB en las

muestras clinicas analizadas.

DISCUSION
La TB es una enfermedad reemergente que
presenta una creciente incidencia en México. El
diagnostico rapido y preciso del agente
infeccioso es de suma importancia en la
administracion del tratamiento adecuado a cada
No

presencia de aislados del CMTB a través de los

paciente. resulta facil determinar la
métodos convencionales de diagnostico como

latincion de Ziehl-Nielsen o el cultivo en medio
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Lowenstein Jensen (LJ), debido a la baja
sensibilidad del primero (0-40%) v, en el caso
del

crecimiento de estos microorganismos, sumado

cultivo, al prolongado tiempo de
a la poca disponibilidad de laboratorios con las
medidas de seguridad requeridas para su
manejo [19-21]. Desde hace més de una década
se ha recomendado el empleo de técnicas de
diagnostico  molecular basadas en la
amplificacion de marcadores genéticos, siendo
posible confirmar en menor tiempo con relacién
a otras técnicas si la infeccién es provocada por

alguna especie del CMTB [22-25].

Diversos estudios encaminados a la evaluacion

de  marcadores moleculares para la
identificacion del CMTB validan sus resultados
al compararlos con los obtenidos en medio de
cultivo Lowenstein-Jensen [26-28]. En este
trabajo se adoptd la misma estrategia,
observandose crecimiento Unicamente en 9
aislados. Este comportamiento puede deberse a
diversos factores entre ellos el manejo de la
muestra clinica, ya que las especies del CMTB
son viables por poco tiempo fuera del

organismo hospedero, por lo que la
probabilidad de crecimiento en cultivo depende
de la rapidez con la que se siembre la muestra,
el numero de bacilos presentes, pH favorable —
contrario a lo que ocurre en orina y jugo
gastrico, por ejemplo- y la exposicion a calor o

luz solar [29,30].
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En el presente estudio, se considera que otro
factor que afectd el crecimiento bacteriano en
medio de cultivo fue la exposicion a antifimicos
en 22 pacientes incluidos, quienes habian
finalizado su tratamiento entre 7 a 30 dias antes
de la obtencion de la muestra. En estos casos,
se observo la amplificacion del gen 16S rRNA,
pero sin crecimiento bacteriano en medio de
cultivo, resultado que concuerda con lo
observado por Rodriguez y colaboradores,
quienes obtuvieron muestras de expectoracion
semanas después de que el paciente inicio el
tratamiento, siendo positivas al ensayo
molecular pero negativas al cultivo [31]. En el
trabajo publicado por Hashimoto et al., reportan
el caso de un paciente a quien se diagnosticé TB
mediante cultivo y recibi6 tratamiento
antifimico durante tres meses. Transcurrido el
periodo se recolecté una nueva muestra, la cual
fue cultivada sin éxito y, sin embargo, se
amplifico la 1S6110 mediante PCR [32]. En un
estudio realizado en los paises bajos, la 1S6110
fue amplificada en 9 de 17 pacientes de cuyas
muestras clinicas no se obtuvo crecimiento
bacteriano en cultivo [33]. Por lo anterior, es
importante considerar la historia clinica del
paciente a fin de colectar la muestra, previo a la
administracion de cualquier tratamiento, ya que
los farmacos influyen en el analisis, asi como
resultado mismo del

en el diagnostico.

Considerando en este caso el éxito del
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tratamiento, motivo por el cual el cultivo resulto

negativo.

El empleo de marcadores moleculares en la
identificacion de especies de microorganismos
en aislados clinicos, favorece la certeza del
diagnostico. En el caso de las infecciones por
micobacterias, es muy importante distinguir
entre las provocadas por el CMTB vy las
causadas por micobacterias atipicas también
denominadas micobacterias no tuberculosas
(MNTB). La elevada homologia que presentan
genes como el 16S rRNA y rpoB entre las
del

permitido el empleo de fragmentos especificos

especies género  Mycobacterium, ha
para su identificacion precisa [2,34,35]. Ambos
marcadores han sido empleados para la
identificacion de micobacterias en humanos en
quienes pueden provocar TB [5] , lepra [36] o
[6,7,37].

disefiado ensayos para confirmar la presencia

micobacteriosis Incluso se han

de este género entre la diversidad de
microorganismos que pudieran estar presentes
en una muestra clinica [38]. Reportes del uso de
estos marcadores incluyen una diversidad de
muestras, entre ellas suelo [39] y peces [40],
confirmando la eficacia y precision de estos
del

Mycobacterium. Con base en lo anterior, en 38

genes en la identificacion género
aislados con la amplificacion del gen 16S rRNA
(13), rpoB (13) 0 ambos genes (12) se identificd

la presencia de micobacterias, 22 de las cuales
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corresponden a micobacterias atipicas 0o MNTB
con ausencia del amplificado correspondiente a
la 1S6110.

La 1S6110 es una region exclusiva de las
especies que forman el CMTB [9,11,41,42].
Desde su descripcion se ha utilizado tanto para
la identificacion de especies del CMTB como
para su genotipificacion mediante ensayos de
RFLP vy fingerprinting [13,43]. En el presente
trabajo se observo que 27 aislados amplificaron
este marcador genético, pero con ausencia de
amplificados para el gen 16S rRNA y/o rpoB,
esto posiblemente debido a la baja calidad del
material genético al momento de realizar la
amplificacion, mal manejo del ADN utilizado
y/o la posibilidad de la presencia de inhibidores
en la reaccidn. Reportes previos de estudios
realizados en México identificaron la presencia
del CMTB empleando Unicamente la 1S6110
[44,45] validando su utilidad y confirmando
que, por si mismo, la 1S6110 es un marcador

adecuado para el diagnostico de TB.

CONCLUSIONES
La inclusion de pruebas moleculares en el panel
de estudios de laboratorio realizados para el
diagndstico de enfermedades infecciosas,
permite obtener resultados precisos y en
tiempos cortos. En el caso de las infecciones
por micobacterias es

muy importante

determinar si éstas son causadas 0 no por
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especies del CMTB, lo que servira para orientar
en primera instancia, el tratamiento que se
administre al paciente.
Los marcadores moleculares 16S rRNA o rpoB
son  Utiles

para el diagndstico de

micobacteriosis mediante el analisis de
amplicones especificos de 543 y 359 pb
respectivamente. La 1S6110 es eficiente, por su
especificidad, en la determinacion de la
presencia de aislados pertenecientes al CMTB
en muestras clinicas. En el presente trabajo, con
el empleo de estos marcadores genéticos, se
identificaron 43 aislados del CMTB y 22
aislados de MNTB. Los cultivos realizados a
partir de las muestras clinicas, asi como las
obtenidas de los

secuencias fragmentos

amplificados, confirman los  resultados
obtenidos en este estudio validando la utilidad
de estos marcadores en la identificacion de
micobacterias tuberculosas y no tuberculosas.
Con base en la evidencia, estos marcadores
moleculares pueden ser empleados para obtener
un diagndstico confiable de TB en periodos
cortos, superando en estas caracteristicas a los
métodos convencionales de microscopia Yy

cultivo.
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