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Resumen
La tuberculosis es una enfermedad crónica diagnosticada por baciloscopía. En 1992, Roller y col. identi�caron un 
marcador molecular característico de bacterias Gram positivas con alto contenido de guanina y citosina. El objetivó de 
este artículo fue ampli�car este marcador molecular en muestras de esputo para detectar la presencia de micobacterias. 
Se recolectaron 28 muestras de esputo, se les ampli�có el marcador molecular, se inocularon en los medios de cultivo 
Lowenstein-Jensen y Stonebrink y a las cepas aisladas se les ampli�có el gen rRNA 16S para su identi�cación. Seis 
muestras ampli�caron el marcador molecular. Cinco cepas tuvieron  una semejanza del 100% con el complejo 
tuberculosis y una cepa 99% con Mycobacterium conceptionense. Con la ampli�cación del marcador molecular, se logró 
detectar la presencia de micobacterias en muestras de esputo. 

Abstract
Tuberculosis is a chronic disease diagnosed by smear. In 1992, Roller et al. identi�ed a molecular marker characteristic of 
Gram-positive bacteria with high content of guanine and cytosine. The aim of this article was to amplify the molecular 
marker in sputum samples to detect mycobacteria. Were collected 28 sputum samples, were ampli�ed molecular marker, 
the samples were inoculated into the culture media and Stonebrink Lowenstein-Jensen and isolates were ampli�ed 16S 
rRNA gene for identi�cation. Six samples ampli�ed molecular marker. Five strains had 100% similarity with tuberculosis 
complex and one strain had 99% similarity with Mycobacterium conceptionense. With molecular marker ampli�cation was 
possible detect the presence of mycobacteria in sputum samples.
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Introducción

Los actinomicetos son bacterias Gram positivas, con alto 
contenido de guanina y citosina (HGC), presentan filamentos 
ramificados que pueden fragmentar en estructuras cocoidales o 
bacilares.1 Los géneros de este grupo de bacterias son muy 
diversos e incluyen algunos patógenos para el hombre, los más 
importantes son: Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus, 
Gordonia, Tsukamurella, Actinomadura y Mycobacterium.2 Los 
géneros antes mencionados incluyen especies responsables de 
enfermedades como Actinomicetoma,3 Actinomicosis y la 
Tuberculosis.4,5 La tuberculosis (TB) es una enfermedad de 
evolución crónica que persiste en la población humana, el 
agente causal de esta enfermedad es Mycobacterium 
tuberculosis, especie perteneciente a la Familia 
Mycobacteriaceae y al Orden de los Actinomycetales.4 
Actualmente, uno de los principales problemas para disminuir 
la incidencia de esta enfermad es el diagnóstico.6

El diagnóstico de la tuberculosis pulmonar se realiza en primera 
instancia por medio de la tinción de Ziehl-Neelsen para la 
búsqueda de bacilos ácido alcohol resistentes (BAAR), sin 
embargo este método es muy criticado debido a su baja 
sensibilidad.7 Con la incorporación de la biología molecular en 
el diagnóstico de la TB, se han buscado metodologías que 
permitan hacer más eficiente el diagnóstico de esta enfermedad 
ya que de este resultado depende el tratamiento adecuado para 
el paciente.6

Actualmente con el crecimiento de la investigación genética, se 
han desarrollado herramientas importantes, como los 
marcadores moleculares, para la identificación y clasificación 
de bacterias. Los marcadores moleculares se definen como 
fragmentos de una secuencia de DNA que están asociados a un 
genoma y estos son utilizados para identificar una secuencia de 
DNA en particular.8 Los marcadores moleculares relacionados a 
una característica específica son de particular interés porque 
permiten identificar individuos que contengan esa característica 
y diferenciarlos de los que no la posean, es decir que dan 
información sobre la diversidad genética.9

Sin embargo en la identificación de cepas bacterianas, el gen 
más utilizado es el rRNA 16S, debido a que está distribuido 
universalmente en las bacterias, es estable, conservado y tiene 
una longitud adecuada, con el análisis de la secuencia de este 
gen es posible conocer el género y la especie de las bacterias.10

En 1992, Roller y col. identificaron un “inserto específico” de 
100 pares de bases (pb) situado en el gen rRNA 23S 
característico de bacterias Gram positivas con HGC, el cual es 
considerado un marcador molecular este marcador ha sido 

localizado en 64 especies de actinomicetos tales como,  
Actinomyces suis, Corynebacterium callunae, Nocardia 
caccinii y Mycobacterium gordonae entre otras.11 De acuerdo a 
los resultados reportados por Roller y col., las especies que 
presentaron el marcador molecular amplificaron un fragmento 
de ±350 pb (actinobacterias) y las especies carentes de este 
marcador amplificaron ±250 pb (eubacterias).

En otros estudios, diferentes autores han utilizado la presencia 
del marcador molecular con diferentes propósitos. Maunuksela 
y col. 1999, aislaron cepas a partir de raíces de plantas, 
utilizaron el marcador molecular para seleccionar bacterias 
Gram positivas de HCG y por medio de la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) e iniciadores específicos para el género 
Frankia, así confirmaron que las bacterias seleccionadas 
pertenecían a este género.12 Matsumoto y col. 2006 
describieron una metodología que les permitió aislar bacterias 
del suelo y seleccionar solo bacterias Gram positivas con HGC 
por medio del marcador molecular de 100 pb.13 

El marcador molecular se ha utilizado para caracterizar nuevas 
especies bacterianas, que tienen altas probabilidades de 
pertenecer al grupo de los actinomicetos tal es el caso 
Oryzihumus leptocrescens bacteria Gram positiva con HGC en 
la cual está presente el marcador molecular de 100 pb a 
diferencia de Conexibacter woesei bacteria Gram positiva con 
HGC en la cual está ausente el marcador molecular.14,15 

Por otro lado el estudio realizado por Hinrikson y col. 2000 
demuestra que el marcador molecular puede ser utilizado con 
fines de diagnóstico, ya que analizaron su presencia en 
diferentes aislamientos de bacterias asociadas a la enfermedad 
de Whipple, para proponerlo como una alternativa de 
diagnóstico en conjunto con una PCR específica para 
Tropheryma whippelii, agente causal de dicha enfermedad.16 
Por su parte Ramírez y col. 2006 utilizaron el marcador 
molecular como un criterio de purificación en la preparación de 
DNA de actinomicetos.17

El objetivó de este artículo fue detectar el marcador molecular 
inserto en el gen rRNA 23S de bacterias Gram positivas con 
HGC, presentes en muestras de esputo de pacientes con cuadros 
clínicos asociados a TB, para detectar la presencia de 
micobacterias.

Material y método
Pacientes
En este estudio se incluyeron pacientes adscritos a 5 clínicas del 
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) del Estado de 
México, los cuales accedieron a participar firmando una carta 
de consentimiento informado.
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Criterios de inclusión
Pacientes adscritos al IMSS del Estado de México con un 
cuadro clínico asociado a TB y diagnosticados positivos a TB 
por BAAR, quienes al firmar la carta de consentimiento 
informado estuvieron de acuerdo en participar en el estudio 
aportando cuando menos una muestra de esputo antes de iniciar 
un tratamiento con antifímicos.

Criterios de no inclusión
Pacientes adscritos al IMSS del Estado de México con un 
cuadro clínico asociado a TB y diagnosticados negativos a TB 
por BAAR. Pacientes que no firmaron la carta de 
consentimiento informado. Pacientes que no aportaron muestra 
de esputo antes de iniciar su tratamiento. Pacientes que 
cumplieron con las características de los criterios de inclusión, 
excepto que hubieran iniciado un tratamiento con antifímicos. 

Obtención de muestras
Se recolectaron 28 muestras de esputo de pacientes con cuadros 
clínicos asociados a tuberculosis, los cuales incluían: fiebre, 
diaforesis, disnea, tos productiva hemoptoica por más de dos 
semanas y en algunos casos pérdida de peso. Todos los 
pacientes habían sido diagnosticados como positivos a TB por 
baciloscopia. Estando los pacientes en estado de ayuno, se 
recolectaron las muestras en frascos estériles de boca ancha de 
aproximadamente 5 mL,  rotulándolos con la información del 
paciente. 

Procesamiento de la muestra
Para observar la presencia de bacilos ácido alcohol resistentes 
(BAAR), a las muestras colectadas se les realizó la tinción de 
Ziehel-Neelsen antes y después de ser sometidas a un proceso 
de descontaminación.18 Con la finalidad hacer una licuefacción 
de los restos orgánicos y disminuir la carga bacteriana de las 
muestras se les realizó una descontaminación utilizando la 
técnica de N-acetil-L-cisteína-NaOH.19

Amplificación del marcador molecular presente en el gen 
rRNA 23S
A las muestras ya descontaminas se les realizó la extracción de 
DNA utilizando el Kit comercial Wizard Genomic DNA 
Purification (Promega A1120). Se amplificó el marcador 
molecular de 100 pb localizado en el gen rRNA 23S según la 
metodología descrita por Roller y col.,11 los iniciadores 
utilizados fueron: 

23S Insf, 5’-(AC)A(AGT)GCGTAG(AGCT)CGA(AT)GG-3’ y 
23S InsR 5’-GTG(AT)CGGTTT(AGCT)(GCT)GGTA-3’. 

La reacción se llevó a cabo utilizando la enzima Taq DNA 
polimerasa comercial (Promega M1661). Las condiciones en el 
ciclo térmico fueron: un ciclo de pre-desnaturalización durante 

5 minutos (94 ºC); desnaturalización, 30 segundos (94 ºC); 
acoplamiento, 45 segundos (46 ºC); elongación, 50 segundos 
(72 ºC); repetir 29 ciclos y un ciclo de post elongación de 5 
minutos a (72 ºC). Los  fragmentos amplificados se observaron 
en un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio 
(SIGMA 46065).

Aislamiento de micobacterias
Las 28 muestras descontaminadas fueron inoculadas en los 
medios selectivos para el aislamiento y cultivo de microbac- 
terias. 
Los medios utilizados fueron: Lowenstein-Jensen (BD BBL 
0196675) y Stonebrink (BD BBL 220504),19 los medios se 
incubaron a 37 ºC por 12 semanas y se revisaron 
periódicamente cada 7 días, debido a que algunas bacterias 
Gram positivas de HGC son de crecimiento lento. El aspecto y 
pigmentación se consideraron criterios de selección 
morfológica para las colonias aisladas. Para comprobar la 
presencia de BAAR, a las colonias observadas se les realizó la 
tinción de Ziehel-Neelsen. Las colonias observadas fueron 
purificadas en cajas Petri con medio Middlebrook 7H10 agar 
(DIFCO, USA) con enriquecimiento OADC (BD BBL 212351), 
el cual aporta los nutrientes necesarios para el desarrollo y 
conservación de micobacterias. La incubación se llevo a cabo a 
37 ºC. 

Amplificación del gen rRNA 16S
Para la obtención de biomasa las cepas fueron inoculadas en 
medio liquido Middlebrook 7H9 (DIFCO, USA). Se realizó la 
extracción de DNA a las cepas aisladas utilizando el Kit 
comercial Wizard Genomic DNA Purification (Promega 
A1120). Se amplificó el gen rRNA 16S a las cepas aisladas, los 
iniciadores utilizados fueron: 

8f: AGAGTTTGATCMTGGCTCAG y 
1492r: TACGGYTACCTTGTTACGACTT. 

La reacción se llevó a cabo utilizando la enzima Taq DNA 
polimerasa comercial (Promega M1661). Las condiciones en el 
ciclo térmico fueron: un ciclo de pre-desnaturalización, 5 
minutos (94 ºC); desnaturalización, 30 segundos (94 ºC); 
acoplamiento, 20 segundos (52 ºC); elongación 1:30 minutos 
(72 ºC). Los  fragmentos amplificados se observaron en un gel 
de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio (SIGMA 46065). 
Los productos de esta amplificación fueron purificados 
utilizando el kit® Amicon Ultra filter (Millipore UFC901008), 
se observaron en un gel de agarosa al 1% para verificar su 
presencia y calidad.

Identificación de especies de Mycobacterium sp
Los productos amplificados del gen rRNA 16S fueron enviados 
al servicio de secuenciación de Macrogen Sequenciation Service, 
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Maryland USA. 
Las secuencias obtenidas fueron analizadas y corregidas 
utilizando el programa BioEdit,20; se construyeron secuencias 
consenso a partir de los fragmentos forward y reverse, las cuales 
fueron comparadas con secuencias ya depositadas en el 
GenBank del Centro Nacional de Información Biotecnológica  
(NCBI) por medio el programa BLAST.21 

Resultados y discusión
Procesamiento de la muestra
Se observaron bacilos acido alcohol resistentes (BAAR) antes y 
después del proceso de descontaminación en 24 muestras de las 
28 colectadas. Se observó una disminución de BAAR en seis 
muestras después de ser sometidas al proceso de 
descontaminación (Tabla 1).

Tabla 1. Amplificación del marcador molecular presente en el gen rRNA 23S en muestras de esputo de pacientes con cuadros clínicos 
asociados a TB. Identificación de cepas aisladas por comparación de secuencias del gen rRNA 16S.  

BAAR (1) Tinción Ziehl-Neelsen directa a la muestra clínica, BAAR (2) Tinción Ziehl-Neelsen a partir de la muestra clínica descontaminada, C. 
tuberculosis Complejo tuberculosis (M. tuberculosis, M bovis, M. africanum, M. microti y M. canetti), - no se observaron BAAR en más de 100 
campos observados, + se observan entre 1 y 10 BAAR en 100 campos observados, ++ se observan de 10 a 99 BAAR en 100 campos observados, 
pb pares de bases.

Muestra 
de 

esputo
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

BAAR 
(1)

++
++
+
+
+
+
+

++
+
+
+

++
++
+
+
+
+
-
-
-
+

++
+

++
++
-

++
++

BAAR
  (2)

+
+
+
+
+
+
+

++
+
+
+
+
+
+
+
+
+
-
-
-
-

++
-
+
+
-
+
+

rRNA 23S 
amplificación 

(pb)
±250 
±250 
±250 

±250 y ± 350 
±250 y ± 350 
±250 y ± 350
±250 y ± 350
±250 y ± 350

±250
±250
±250
±250

±250 y ±350
±250
±250
±250
±250
±250
±250
±250
±250
±250
±250
±250
±250
±250
± 250
± 250

rRNA 16S
tamaño (pb)

1444
1400
1426
1444
1428

1418

Identificación

C. tuberculosis
C. tuberculosis
C. tuberculosis
C. tuberculosis
C. tuberculosis

Mycobacterium conceptionense

Semejanza 
BLAST (%)

100
100
100
100
100

99
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Amplificación del marcador molecular a la muestra
Se observó la amplificación de dos bandas (±250 y ±350 pb) en 
seis muestras y una banda de 250 pb en las 22 muestras 
restantes (Tabla 1 y Figura 1).

Figura 1. Ejemplo de la amplificación del marcador molecular 
presente en el gen rRNA 23S en muestras de esputo de pacientes 
con cuadros clínicos asociados a TB  y baciloscopía positiva. 

1-Muestra 4, 2- Muestra 5, 3-Muestra 6, 4-Muestra 7, C+ Control 
positivo, M Marcador molecular, 5-Muestra 8, 6-Muestra 12, 7- 
Muestra 13, 8-Muestra 14, pb pares de bases.

Aislamiento de micobacterias
Se observó crecimiento bacteriano en las seis muestras que 
amplificaron las dos bandas (±250 y ±350 pb), a las cuales se le 
amplificó el gen rRNA 16S. En las 22 muestras restantes que 
amplificaron  ±250 pb no se observó crecimiento bacteriano en 
los medios de cultivo después de 12 semanas de incubación.

Las seis cepas aisladas fueron positivas a la tinción de Ziehl 
Neelsen, en cinco cepas se observó un crecimiento después de 
14 días de incubación y en la restante se observó crecimiento a 
los 7 días de incubación. Las seis cepas tenían un aspecto seco, 
no presentaron pigmentación y fueron recuperadas a partir del 
medio Stonebrink, solo una cepa creció en ambos medios 
(Stonebrink y Lowenstein Jensen). Las seis cepas desarrollaron 
crecimiento en Middlebrook sólido y líquido.

Identificación de especies de Mycobacterium sp
Se obtuvieron secuencias consenso de aproximadamente 1400 
pb, las cuales al ser comparadas con las secuencias depositadas 
en el GenBank a través del programa Blast, se observó que 
cinco de ellas tuvieron una semejanza de 100% con los 
integrantes del complejo tuberculosis (M. tuberculosis, M bovis, 
M. africanum, M. microti y M. canetti); la secuencia restante 
tuvo un 99% de semejanza con M. conceptionense.

El marcador molecular descrito por Roller y col. 1992 se ha utilizado 
en diferentes investigaciones en el estudio de los actinomicetos.  

Nuestros resultados en la identificación de las seis cepas por 
medio del análisis de la secuencia de gen rRNA 16S indican que 
cinco tuvieron una semejanza del 100% con los integrantes del 
complejo tuberculosis y una cepa una semejanza del 99% con 
Mycobacterium conceptionense, por lo que la utilización del 
marcador molecular presente en el gen rRNA 23S nos permitió 
identificar las muestras en las que existía mayor probabilidad de 
contener micobacterias ya que en las 22 muestras que no lo 
amplificaron, no se observó crecimiento bacteriano, a pesar de 
que contenían bacilos ácido-alcohol resistentes.

La metodología descrita en este artículo se propone como un 
protocolo de análisis de muestras de esputo con posible 
presencia de micobacterias (Figura 2). Otras metodologías que 
han surgido con la biología molecular y que están siendo 
utilizadas en pruebas de diagnóstico de micobacterias, como los 
fragmentos de restricción de longitud polimórfica (RFLP) 
dirigidos a las secuencias de inserción (IS) IS6110, se llevan a 
cabo a partir de cepas aisladas.8 El protocolo que proponemos 
en este artículo inicia con la búsqueda de un marcador 
molecular desde la muestra de esputo; si el marcador molecular 
no está presente en la muestra, se puede detener el proceso de 
aislamiento e identificación orientado hacia la búsqueda de 
bacterias Gram positivas de HGC. El protocolo propuesto 
resulta ser más preciso cuando se complementa con una 
basiloscopía y un medio selectivo para el aislamiento de 
micobacterias, si a este nivel de desarrollo del protocolo los 
resultados son negativos tenemos argumentos para descartar la 
muestra de esputo de un proceso de búsqueda e identificación 
de micobacterias.

Figura 2. Protocolo para el aislamiento e identificación de cepas de 
Mycobacterium a partir de muestras clínicas de esputo.
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Conclusión
Con la amplificación del marcador molecular inserto en el gen 
rRNA 23S de bacterias Gram positivas con alto contenido de 
guanina y citosina, se logró detectar en muestras de esputo la 
presencia de micobacterias ya que se recuperaron seis cepas del 
género Mycobacterium, cinco con una semejanza del 100% con 
los integrantes del complejo tuberculosis y una cepa con una 
semejanza del 99% con Mycobacterium conceptionense. 
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