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Detección de la expresión génica in vivo 
de Mycobacterium tuberculosis durante 
la tuberculosis pulmonar activa

ALEJANDRA OTAZO M.*, INGRID GUTIÉRREZ S.**, VÍCTOR ACEVEDO F.***,  
CARLOS CALDERÓN A.**** y NANCY P. MAULÉN L.*****,******

Mycobacterium tuberculosis in vivo-expressed genes detection during active 
pulmonary tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis gene expression studies have involved “in vitro”, “ex vivo” and “in 
vivo” experiments (animal models), but without the expected success. We propose that key features of 
human tuberculosis could be discovered by studying the M. tuberculosis gene expression within the hu-
man host. Therefore, we isolated total M. tuberculosis mRNA from human clinical respiratory specimens 
of patients diagnosed with pulmonary tuberculosis; after this, we synthesized the dscDNA and tested 
it by qualitative RT-PCR assays. We detected the expression of IS6110 insertion sequence and of the 
“housekeeping” genes 16SrRNA and sigA in M. tuberculosis grown in vivo (pulmonary tuberculosis) 
as well as grown in vitro M. tuberculosis. mprA and mprB genes expression, which code the MprAB 
signal transduction system, were only detected in M. tuberculosis grown in vitro. Our results provide 
the first step towards a non invasive method for the study of the transcriptome of M. tuberculosis within 
its native host, to analyze “in vivo” regulation of the genetic determinants required for virulence and 
pathogenesis. 
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Resumen

El estudio de la expresión génica de Mycobacterium tuberculosis ha involucrado la experimenta-
ción “in vitro”, “ex vivo” e “in vivo” (modelos animales), pero aún sin el éxito esperado. Proponemos 
que revelar los factores clave de la tuberculosis humana requiere investigar la expresión génica de M. 
tuberculosis dentro del ser humano (“in vivo”). Para ello, aislamos el mRNA total de M. tuberculosis, 
desde muestras clínicas respiratorias de pacientes con diagnóstico de tuberculosis pulmonar; posterior-
mente, sintetizamos el dscDNA y lo analizamos mediante RT-PCR cualitativo. Detectamos la expresión 
de la secuencia de inserción IS6110 y de los genes “housekeeping” 16SrRNA y sigA en M. tuberculosis 
creciendo in vivo (tuberculosis pulmonar) así como cultivado in vitro. La expresión de los genes mprA 
y mprB, que codifican el sistema de transducción de señales MprAB, sólo se detectó en M. tuberculosis 
crecido in vitro. Con nuestros resultados damos el primer paso hacia la implementación de un método 
no invasivo para el estudio del transcriptoma de M. tuberculosis, dentro de su único hospedero natu-
ral, con el fin de analizar la regulación “in vivo” de los determinantes genéticos requeridos para su 
virulencia y patogénesis.

Palabras clave: Mycobacterium tuberculosis; expresión in vivo; mRNA; tuberculosis pulmonar.

Financiamiento: Este trabajo fue financiado mediante proyecto regular FONDECYT 1040978, de Chile.

*  Enfermera, Hospital Penitenciario “El Manzano”, Gendarmería de Chile, Concepción, Chile. 
**  Tecnólogo Médico. Jefe Laboratorio de Tuberculosis, Servicio de Salud Concepción, Concepción, Chile.
***  Médico, Jefe Programa de Control de la Tuberculosis, Secretaría Ministerial de Salud, Concepción, Chile. 
**** Estudiante carrera Bioquímica, Pontificia Universidad Católica de Valparaíso, Curauma, Chile. 
***** Bioquímico, Doctora en Ciencias, Facultad de Medicina y Biociencias, Universidad San Sebastián, Santiago,  
  Chile. 
****** Directora carrera Ingeniería en Biotecnología. Universidad Andrés Bello. Viña del Mar.

Rev Chil Enf Respir 2012; 28: 286-293

TRABAJO ORIGINAL



287

Introducción

La tuberculosis, causada por Mycobacterium 
tuberculosis, continúa siendo la primera causa 
de muerte debido a una infección por un agente 
microbiano1-3. Para el control, la prevención y la 
erradicación de la tuberculosis se necesita cono-
cer con urgencia la biología y la patogénesis de 
M. tuberculosis, así como las manifestaciones 
clínicas asociadas a cada etapa de la infección4-6.

Sin embargo, el estudio de la expresión génica 
de M. tuberculosis se ha limitado a sistemas de 
cultivo celular y modelos animales, dónde no se 
reproduce a cabalidad las características clave de 
la tuberculosis humana. A consecuencia de ello, 
existe mínima información en el contexto de la 
infección humana, es decir, durante el crecimien-
to in vivo del bacilo7,8. Para, descubrir aquellos 
genes que M. tuberculosis expresa cuando se 
replica dentro del ser humano7-9, nos propusi-
mos detectar el mRNA del bacilo en muestras 
clínicas respiratorias humanas obtenidas desde 
pacientes con tuberculosis pulmonar activa y de 
pacientes sin confirmación diagnóstica. Para ello, 
decidimos comenzar estudiando la expresión de 
la secuencia de inserción IS6110 y de los genes 
16SrRNA, sigA, mprA and mprB en muestras de 
esputo y lavado broncoalveolar. IS6110 es espe-
cífica de los miembros del complejo M. tuber-
culosis10,11; 16SrRNA y sigA cumplen funciones 
“housekeeping”7,11. El sistema de dos compo-
nentes MprAB, asociado a virulencia in vivo e 
in vitro, se induce al interior de los macrófagos 
humanos9,12,13 y es esencial para el crecimiento in 
vivo del bacilo en un modelo de infección latente.

Presentamos evidencia que demuestra la detec-
ción del mRNA de M. tuberculosis en muestras 
de esputo de pacientes con tuberculosis pulmo-
nar activa (expresión in vivo), siendo capaces 
de identificar la expresión de IS6110 y de los 
genes 16SrRNA y sigA. Los genes mprA y mprB 
sólo se detectaron en M. tuberculosis crecido in 
vitro. Con nuestros resultados damos el primer 
paso hacia la implementación de un método no 
invasivo para el estudio del transcriptoma de M. 
tuberculosis, dentro de su reservorio natural, el 
ser humano, con el fin de analizar la regulación 
in vivo de los determinantes genéticos requeridos 
para su virulencia y patogénesis.

Materiales y Métodos

Cepas y DNAs de Mycobacterium: Se trabajó 
con DNAs aislados de M. tuberculosis H37Rv 
(ATCC Nº 27294), M. tuberculosis var. bovis 
BCG Pasteur (ATCC Nº 27291), M. smegmatis 

(ATCC Nº 700084) y M. marinum (ATCC Nº 
15.069). La cepa M. tuberculosis H37Rv cultiva-
da in vitro fue adquirida en el Instituto de Salud 
Pública de Chile (ISP). Como DNA control se 
utilizó DNA genómico de Helicobacter pylori 
TN5 aislada por el Dr. Guillermo Figueroa de la 
Universidad de Chile, Santiago, Chile. 

Cultivo microbiológico y baciloscopia (BK)
El cultivo microbiológico de M. tuberculosis 

se realizó en medio Löwenstein-Jensen (L-J). 
Para el aislamiento de DNA y RNA de M. tu-
berculosis éste se cultivó sin agitación por 4 a 
6 semanas a 37°C. Los frotis de las muestras 
de esputo y lavado broncoalveolar (LBA) para 
microscopía óptica se sometieron a tinción Ziehl-
Neelsen (Baciloscopia-BK); ambas técnicas se 
llevaron a cabo en el Laboratorio de Tuberculosis 
del Servicio de Salud Concepción, siguiendo las 
recomendaciones de la Organización Panameri-
cana de la Salud (OPS)14. 

Selección de pacientes y muestras 
clínicas pulmonares

La selección de los pacientes se hizo consi-
derando la presencia de síntomas clínicos que 
hicieran sospechar el diagnóstico de tuberculosis 
pulmonar. Las muestras se obtuvieron antes de ini-
ciar la terapia antituberculosa, durante un período 
de dos años de recolección, y luego de la obten-
ción del consentimiento informado de pacientes 
VIH-negativos con diagnóstico de tuberculosis 
pulmonar por radiografía de tórax, baciloscopia 
(BK) positiva y/o cultivo positivo. También, se 
incluyó muestras de LBA de pacientes sin confir-
mación diagnóstica de tuberculosis pulmonar, es 
decir, BK y cultivo negativos. Se seleccionó un 
total de 24 pacientes hombres mayores de 18 años, 
residentes del Centro de Reclusión Penitenciaria 
“El Manzano”, de la VII Región del Bío-Bío, 
Chile; Se recolectó 24 muestras clínicas (una por 
paciente): Esputo (n = 21) y lavado broncoaleolar 
(LAB) (n = 3). De una porción pequeña de cada 
muestra se extrajo el DNA total y todo lo restante 
de la muestra fue inmediatamente conservado en 
RNA Later (Ambion), según las instrucciones del 
fabricante. Posteriormente, se construyó al azar 
tres “pools” de muestras de esputo positivas (BK 
y/o cultivo positivas), incluyendo distinto número 
de muestras en cada uno de ellos, para realizar 
la extracción de RNA total: Pool A (n = 9), pool 
B (n = 4) y pool C (n = 8). Por otra parte, todas 
las muestras de LBA negativas se utilizaron para 
construir el pool D (n = 3). El pool E corresponde 
a una colonia de M. tuberculosis cultivado in vitro. 
En todo momento las muestras se manipularon con 
nivel de bioseguridad 2. 
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Aislamiento de DNA desde cultivo 
microbiológico (in vitro) y muestras 
clínicas pulmonares (in vivo)

Se extrajo el DNA total de una colonia de M. 
tuberculosis, desde las muestras de esputo y de 
los LBA de los pacientes, utilizando un método 
forense15,16. Brevemente, el pellet se resuspendió 
en 100-300 µl de 20% Quelex-100™, se incubó 
30 min a 56 ºC y luego por 10 min a 95 ºC. El 
sobrenadante que contiene al DNA se almacenó 
a –20 ºC.

Determinación de la especificidad del PCR de 
tiempo real para IS6110 y límite de detección

La pareja de partidores I (Tabla 1), previamen-
te reportada, amplifica una región conservada de 
163-pb de IS611017. La mezcla de reacción utiliza 
4.5 mM Mg+2 y 10 pmol de cada partidor ; 2 µl de 
DNA se agregan sobre 18 μl de Master Mix DNA 
SybrGreenÔ, sometiéndose a amplificación según 
las siguientes condiciones, en un equipo LightCy-
clerÔ Thermocycler (Roche): desnaturación a 95 
ºC por 5 m, y 45 ciclos de 95 ºC por 5 s, 68-65 ºC 
por 5 s y 72 ºC por 7 s. Las reacciones de PCR 
se realizaron para cada muestra en duplicado en 
distintos días. Para demostrar la especificidad de 
la secuencia de inserción IS6110, se analizó 50 
ng de DNA de M. tuberculosis, M. bovis BCG, 
M. smegmatis, M. marinum y H. pylori TN5. H. 
pylori se usó como control, porque es una infec-
ción altamente prevalente del tubo digestivo, la 
cual en Sudamérica, afecta entre 70 a 90% de la 
población. Para establecer el rango de linealidad 
se construyó una curva de calibración en el rango 
[1 x 10-3 a 1 x 103 pg], utilizando como estándar 
el amplicón IS6110 (purificado y cuantificado). 
Para establecer la sensibilidad se realizó dilu-

ciones seriadas de M. tuberculosis H37Rv DNA 
(ATCC), en el rango [1 x 100 a 1 x 105 bacilos], 
las cuales se amplificaron bajo los parámetros 
citados. Tres concentraciones de DNA conocidas 
se amplificaron en tres días distintos.

Ensayos de PCR de tiempo real para 
la detección de IS6110 y los genes 
16SrRNA, sigA, mprA y mprB utilizando 
dscDNA sintetizado como templado

La amplificación de IS6110 se realizó en base 
a los parámetros previamente citados. La inhibi-
ción de la PCR se descartó utilizando DNA de 
M. tuberculosis como control interno de ampli-
ficación. La pareja de partidores M (Tabla 1), 
amplifica una región de 416-pb del gen 16SrRNA. 
La mezcla de reacción utiliza 3 mM Mg+2 y 10 
pmol de cada primer; 2 µl de DNA se agregan 
sobre 18 μl de Master Mix DNA SybrGreenÔ. 
Las condiciones de amplificación (LightCyclerÔ 
Thermocycler-Roche) son: desnaturación a 95 ºC 
por 5 m, y 45 ciclos de 95 ºC por 5 s, 63 - 60 ºC 
por 5 s y 72 ºC por 10 s. Para la amplificación de 
sigA se utiliza los partidores H (Tabla 1), 4 mM 
Mg+2 y 10 pmol de cada primer. Las condiciones 
de amplificación son: desnaturación a 95 ºC por 
5 m, y 45 ciclos de 95 ºC por 5 s, 63 - 60 ºC por 5 
s y 72 ºC por 7 s. Para amplificar los genes mprA 
y mprB, 4 mM Mg+2 y 10 pmol de la pareja de 
primers A y B, respectivamente (Tabla 1). Las 
condiciones de amplificación para ambos son las 
mismas: desnaturación a 95 ºC por 5 min, y 45 
ciclos de 95 ºC por 5 s, 59 ºC por 5 s y 72 ºC por 
7 s. En todos los casos la fluorescencia se detectó 
durante la fase de extensión, y el análisis de PCR 
de cada dscDNA, correspondiente a los pools A, 
B, C, D o E; se efectuó en dos reacciones sepa-

Tabla 1. Parejas de partidores utilizados para las reacciones de amplificación en PCR (reacción de polimerasa 
en cadena) de tiempo-real

Par Nº Secuencia blanco Secuencia partidor GenBank
ID

Amplicón
Tamaño (bp)

A mprA 5’-CATTGCTGGAGATGCCTGATCG-3’
5’-CTCGGTCTTGCGGCGTAG-3’

885038 100

B mprB 5’-ATCCGTGGCGAGTTGTTC-3’
5’-CTTCGGTGGGCTTGAGAC-3’

885062 100

C IS6110
5’-GGCTGTGGGTAGCAGACC-3’
5’-CGGGTCCAGATGGCTTGC-3’.

X52471 163

M 16SrRNA
5’-GCTTTAGCGTGGGATGAGCC-3’
5’-GCGACGCTCACAGTTAAGCCGTG-3’

X52917 416

H sigA 5’-GCCGATGACGACGAGGAG-3’
5’-GGCGGATGCGGTGAGTTC-3’

887477 100
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radas con el fin de determinar la reproducibilidad 
del ensayo.

Aislamiento de RNA total desde 
M. tuberculosis crecido in vitro 
(cultivado en medio L-J) e in vivo 
(muestras clínicas pulmonares)

Para aislar el mRNA total bacteriano se proce-
só, por una parte, una colonia de M. tuberculosis 
(pool E) y por la otra, los pools de muestras pul-
monares A, B, C y D, en forma independiente. 
Todos los pools fueron conservados en RNALater 
(Ambion) a -70°C. Brevemente, una colonia de 
M. tuberculosis y ~5 ml de cada pool de muestra 
se procesó con el kit RiboPure-Bacteria (Am-
bion), el cual combina la ruptura de la pared bac-
teriana, llevada a cabo con esferas de Zirconia, 
con la extracción fenólica del lisado, seguido de 
la purificación del RNA mediante filtro de fibra 
de vidrio. Post-elución se removió el DNA con-
taminante con el reactivo DNA-free (Ambión). 
La concentración de RNA total libre de DNA se 
determinó mediante A260nm. Los pools de RNA to-
tal se almacenaron a –70 ºC hasta su utilización. 

Síntesis de dscDNA utilizando RNA 
total bacteriano como templado

Se usó 800 ng de cada pool de RNA total 
bacteriano de alta pureza para sintetizar el corres-
pondiente dscDNA utilizando el kit MessageAmp 
II-Bacteria kit (Ambion). Para evaluar la calidad 
de cada extracción se analizó la expresión de 
IS6110, 16SrRNA y sigA utilizando a cada pool 
de dscDNA como templado para la reacción de 
amplificación por PCR de tiempo real. 

Implicancias éticas
El comité de ética de la Universidad Andrés 

Bello, sede Viña del Mar, y del Programa de Con-
trol de la Tuberculosis de la región del Bío-Bío, 
aprobaron todos los protocolos de investigación. 
De todos los pacientes incluídos en el estudio 
se obtuvo el consentimiento informado para el 
análisis de sus muestras clínicas.

Resultados

Detección específica del genoma de 
Mycobacterium tuberculosis en las 
muestras clínicas pulmonares de pacientes 
con tuberculosis pulmonar activa 

Se determinó que el rango de linealidad del 
ensayo de PCR de tiempo real para IS6110 es de 
[1 x 10-3 a 1 x 103 pg] y la sensibilidad de 50 fg/
ml de DNA genómico equivalentes a 10 bacilos 
(Figura 1-A). El DNA de M. tuberculosis H37Rv 

o de M. bovis BCG, pero no de M. smegmatis o 
M. marinum, resultó en la generación de un solo 
producto de amplificación de 163-pb. Asimismo, 
no se observó amplificación a partir del DNA 
de H. pylori (Figura 1-B, Figura 1-C). De las 24 
muestras clínicas incluidas en la presente inves-
tigación, en el 100% de las muestras de esputo 

Figura 1. Límite de detección y especificidad de la 
secuencia de inserción IS6110 del complejo Mycobac-
terium tuberculosis. (A) El gráfico muestra la utilización 
del producto de amplificación IS6110 (163-pb) como 
estándar de DNA para construir una curva de calibración 
en el rango [1 x 10-3 a 1 x 103 pg]. Capilar: (1) Control 
negativo; (2) a (8) Diluciones seriadas del producto de 
PCR (163-pb) cuantificado y equivalente a distintas can-
tidades de bacilo, rango [1 x 100 a 1 x 105 bacilos]. (B) El 
gráfico muestra la especificidad del ensayo utilizando 
como templado 50 ng de DNA genómico de M. bovis 
BCG (capilar 6); DNA M. smegmatis (capilar 7); DNA 
M. marinum (capilar 8); DNA M. tuberculosis H37Rv 
(capilar 9) y DNA H. pylori (capilar 10). Los productos 
de PCR presentaron valores de Tº fusión de [91 ± 1 °C]. 
(C) Correspondiente electroforesis en gel de agarosa al 
2% indicando el producto de PCR de 163-pb único y es-
pecífico generado con la pareja de partidores C. Carriles: 
1) Estándar MW, ladder de 100-pb; 2) Control negativo; 
El DNA se reemplazó por agua. 3) DNA M. tuberculosis 
H37Rv (ISP); 4) DNA DNA M. bovis BCG; 5) DNA M. 
tuberculosis H37Rv (ATCC); 6) DNA M. smegmatis; 
7) DNA M. marinum; 8) DNA H. pylori. 
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Figura 3. Productos de amplificación obtenidos me-
diante PCR de tiempo real utilizando los pools de 
dscDNA como templado y los partidores citados en 
la Tabla 1. (A) Gen 16SrRNA de M. tuberculosis como 
blanco de amplificación: Carriles: 1) Estándar MW, ladder 
100-pb; 2) DNA M. tuberculosis (control positivo); 3) ds-
cDNA pool A; 4) dscDNA pool D; 5) dscDNA pool C; 
6) dscDNA pool B; 7) dscDNA pool E. (B) Gen sigA de 
M. tuberculosis como blanco de amplificación: Carriles: 
1) Estándar MW, ladder 100-pb; 2) DNA M. tuberculosis 
(control positivo); 3) dscDNA pool A; 4) dscDNA pool 
D; 5) dscDNA pool C; 6) dscDNA pool B; 7) dscDNA 
pool E. (C) Gen mprA de M. tuberculosis como blanco 
de amplificación: Carriles: 1) Estándar MW, ladder 
100-pb; 2) DNA M. tuberculosis (control positivo); 3) 
dscDNA pool A; 4) dscDNA pool D; 5) dscDNA pool C; 
6) dscDNA pool B; 7) dscDNA pool E. (D) Gen mprB de 
M. tuberculosis como blanco de amplificación: Carriles: 
1) Estándar MW, ladder 100-pb; 2) DNA M. tuberculosis 
(control positivo); 3) dscDNA pool A; 4) dscDNA pool 
D; 5) dscDNA pool C; 6) dscDNA pool B; 7) dscDNA 
pool E. 

Figura 2. Análisis de calidad del RNA total extraído de 
cada pool de muestras utilizando IS6110 como blanco 
de amplificación. (A) Pools de RNA total como templa-
do: Carriles: 1) Estándar MW, ladder 100-pb; 2) DNA M. 
tuberculosis (control positivo); 3) RNAt pool A; 4) RNAt 
pool B; 5) RNAt pool D; 6) RNAt pool C; 7) RNAt pool 
E. (B) Pools de RNA total tratados con DNAasa como 
templado: Carriles: 1) Estándar MW, ladder 100-pb; 
2) DNA M. tuberculosis (control positivo); 3) RNAt pool 
A; 4) RNAt pool B; 5) RNAt pool D; 6) RNAt pool C; 
7) RNAt pool E. (C) Pools de dscDNA sintetizados como 
templado: Carriles: 1) DNA M. tuberculosis (control 
positivo); 2) Estándar MW, ladder 100-pb; 3) RNAt pool 
D; 4) RNAt pool E; 5) RNAt pool A; 6) RNAt pool B; 
7) RNAt pool C. 

(n = 21) BK y/o cultivo positivas se detectó la 
secuencia de inserción IS6110, específica del 
complejo M. tuberculosis. Dicho resultado confir-
ma la presencia del genoma de M. tuberculosis en 
cada pool de muestras pulmonares. Por otro lado, 
en concordancia con los reportes del Laboratorio 
de Tuberculosis del Hospital, el pool D, corres-
pondiente a muestras de LBA de pacientes sin 
confirmación diagnóstica (tuberculosis pulmonar 
activa), también resultaron negativas para la pre-
sencia de DNA correspondiente a la secuencia de 
inserción IS6110 (datos no mostrados). El pool 
(E), correspondiente a M. tuberculosis crecido in 
vitro, resultó positivó para IS6110. 

Detección de la expresión de la secuencia de 
inserción IS6110 y de los genes constitutivos 
sigA y 16SrRNA de M. tuberculosis en 
pacientes con tuberculosis pulmonar activa 
(in vivo) y en M. tuberculosis crecido in vitro

El RNA total extraído de cada pool fue someti-
do a control de calidad antes de comenzar con la 
síntesis de los pools de dscDNA respectivos, uti-
lizando IS6110 como blanco de amplificación (Fi-
gura 2-A), debido a que ésta es específica y única 
del complejo M. tuberculosis y generalmente se 
encuentra en varias copias en el genoma de aisla-
dos clínicos de M. tuberculosis. Luego, del trata-
miento de cada pool de dscDNA con DNAasa, se 
repitió la amplificación de IS6110, demostrándose 
la degradación completa del DNA contaminante 
(Figura 2-B). La amplificación de IS6110 resultó 
negativa para el pool D (control negativo) y po-
sitiva para los pools dscDNA A, B y C, corres-
pondientes a muestras pulmonares de pacientes 
con confirmación diagnóstica (BK y/o cultivo 
positivo). Asimismo, la amplificación de IS6110 
resultó positiva para el pool E, representativo del 
crecimiento in vitro de M. tuberculosis (Figura 
2-C). La amplificación del gen 16SrRNA, el cual 
corresponde a un gen “housekeeping”, que se 
expresa en alto número de copias, resultó positiva 
para los pools dscDNA A, B y E y negativa para 
los pools C y D (Figura 3-A). De igual manera, 
la expresión de sigA, también un gen constituti-
vo, sólo se detectó en los pools A, B y E (Figura 
3-B). Previamente, también se ha reportado la ex-
presión constitutiva de los genes 16SrRNA y sigA 
bajo una variedad de condiciones de crecimiento 
de M. tuberculosis9,12. Asimismo, corroboramos la 
expresión de los genes mprA y mprB en el pool 
E, el cual representa a la condición fisiológica de 
crecimiento in vitro de M. tuberculosis en medio 
de cultivo L-J. No obstante, no se detectó ampli-
ficación de mprA y mprB en los pools A, B y C, 
que reflejan la condición de crecimiento in vivo 

A. OTAZO M. et al.

Rev Chil Enf Respir 2012; 28: 286-293



291

de M. tuberculosis (tuberculosis activa) la cual es 
distinta al crecimiento in vivo en fase de latencia. 
Acorde a lo esperado, para el control negativo, 
tampoco hubo amplificación de mprA y mprB en 
el pool D (Figura 3; C-D). La Tabla 2 resume los 
resultados de amplificación obtenidos para cada 
pool de dscDNA.

Discusión

Hemos demostrado el aislamiento exitoso de 
mRNA de M. tuberculosis virulento en muestras 
clínicas pulmonares humanas. Consecuentemen-
te, hemos logrado implementar una aproximación 
experimental alternativa para estudiar la tubercu-
losis pulmonar activa así como la regulación dife-
rencial de los determinantes genéticos requeridos 
por M. tuberculosis para su virulencia y patogé-
nesis. Similares aproximaciones experimentales 
han sido publicadas recientemente que demues-
tran que M. tuberculosis presenta una expresión 
génica diferencial (in vivo versus in vitro), la cual 
media la adaptación del patógeno al ambiente 
hostil que encuentra dentro de su hospedero, el 
ser humano18-20. También, se ha reportado el estu-
dio del transcriptoma de M. tuberculosis en pools 
de cDNA preparados a partir de tejido pulmonar 
de ratón infectado21. 

La detección de la expresión de la secuencia 
de inserción IS6110, durante la tuberculosis 
pulmonar activa, concuerda con la asociación 
reiterada de ésta a cepas virulentas de M. tuber-
culosis. De igual manera, se ha reportado que las 
cepas que presentan un mayor número de copias 
de IS6110 muestran también mayor grado de 
virulencia22. Por lo mismo, durante años IS6110 
se ha utilizado preferentemente para el estudio 
de la epidemiología molecular de la tuberculosis, 
a través de la obtención de la “huella genética” 

de aislados clínicos de M. tuberculosis obtenidos 
desde zonas geográficas que presentan brotes 
epidémicos importantes23. IS6110 es capaz de 
generar variación genotípica, que se traduce en 
una variación fenotípica especie específica, hecho 
que ha sido relacionado con la evolución de este 
patógeno, y con la adquisición de una ventaja 
selectiva que potencia su virulencia22. 

Los genes 16SrRNA y sigA se expresan 
constitutivamente bajo una serie de condiciones 
fisiológicas8,9,24,25. Por ello, se esperaba detectar la 
presencia de ambos mRNAs, en cada uno de los 
pools de dscDNA que presentaron amplificación 
positiva para IS6110, es decir, aquellos pools 
donde la presencia del genoma M. tuberculosis 
había sido confirmada y donde además existía 
concordancia con los resultados de BK y/o cul-
tivo positivos. Sin embargo, en uno de los pools 
de muestras de esputo no se detectó la expresión 
de los genes sigA y 16SrRNA. Ello, posiblemente 
a causa de la calidad de la muestra de esputo 
propiamente tal, la cual es difícil de procesar en 
forma homogénea y en ocasiones se obtiene muy 
contaminada. Esto, podría bajar el rendimiento de 
extracción del RNA total y aumentar la degrada-
ción del mismo, lo que sumado al hecho de que 
se está trabajando en el límite de detección de la 
técnica, explicaría que no se haya obtenido am-
plificación de éstos mRNAs, pero sí de la IS6110, 
el cual sabemos se encuentra en varias copias en 
el genoma de M. tuberculosis virulentos. 

Por otro lado, debido a que la vida media del 
mRNA bacteriano es extremadamente corta, en 
comparación a la de su rRNA o DNA genómico, 
la detección del mRNA de IS6110, sigA y 16Sr-
RNA en los pools de muestras de esputo, indica 
la presencia de M. tuberculosis vivos en repli-
cación activa. Es decir, los genes IS6110, sigA 
y 16SrRNA se expresan dentro de los pacientes 
con tuberculosis pulmonar activa, y por tanto, los 

Tabla 2. Resultados de las amplificaciones realizadas por PCR de tiempo-real utilizando los pools de dscDNA 
como templado y las cinco parejas de partidores citados en la Tabla 1

Blanco de amplificación
Muestra a amplificar (n) Tipo crecimiento

M. tuberculosis
IS6110 16SrRNA sigA mprA mprB

dscDNApool A 9 In vivo (+) (+) (+) (-) (-)
dscDNApool B 4 In vivo (+) (+) (+) (-) (-)
dscDNApool C 8 In vivo (+) (-) (-) (-) (-)
dscDNApool D 3 In vivo (-) (-) (-) (-) (-)
dscDNApool E 1 In vitro (+) (+) (+) (+) (+)

(n): Número de muestras de esputo o LBA utilizadas para construir el pool A, B, C y D; En el caso de pool E corresponde 
a una colonia de M. tuberculosis.
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pools de dscDNA que mostraron amplificación 
positiva para éstos, corresponden a material vali-
dado para el estudio de la condición fisiológica de 
crecimiento in vivo de M. tuberculosis. 

La expresión de los genes mprA y mprB se 
detectó en M. tuberculosis crecido in vitro, lo 
cual concuerda con los hallazgos reportados 
previamente13. Por el contrario, no se detectó 
amplificación de mprA y mprB en los pools de 
muestras que representan la condición fisiológica 
de crecimiento in vivo de M. tuberculosis y a su 
vez tuberculosis activa y no latente. Es proba-
ble, que no hayamos detectado la expresión de 
ambos, al igual que de 16SrRNA y sigA, debido 
a la inestabilidad intrínseca de la molécula de 
mRNA, sumado al hecho de la baja cantidad del 
mRNA presente dentro de M. tuberculosis, ya 
que en este caso ambos genes son inducibles y 
de una copia9,13,26. No obstante, se esperaba que 
los genes mprA y mprB, que codifican el sistema 
de dos componentes MprAB, requerido para el 
establecimiento de la tuberculosis latente, tanto 
in vivo como in vitro, no se expresaran durante la 
infección activa9,13,26,27. Sin embargo, no se puede 
concluir definitivamente al respecto hasta que 
realicemos los experimentos de amplificación de 
los mRNAs presentes en los pools de muestra y 
se analicen mediante PCR de tiempo real cuanti-
tativo (qRT-PCR).

Consecuentemente, concluimos que los pools 
dscDNA A y B son los únicos con la calidad 
requerida para continuar con nuestra investiga-
ción. Posteriores experimentos son necesarios 
para optimizar nuestro método, ya que el estudio 
deberá continuar con el análisis de muestras in-
dividuales, con el fin de cuantificar la expresión 
relativa de los genes de interés, y en especial para 
definir el rol de MprAB durante la tuberculosis 
activa. Recientemente, se demostró que cuantifi-
car la cantidad de mRNA presente en muestras de 
esputo de pacientes con tratamiento antitubercu-
loso es una herramienta promisoria que permite 
monitorear el éxito del tratamiento28. 

Nuestros resultados nos proveen del primer 
paso hacia un método no invasivo para el estudio 
del transcriptoma de M. tuberculosis dentro de su 
único hospedero natural conocido, el ser humano. 
Ello, nos permitirá investigar la regulación in 
vivo de los determinantes genéticos requeridos 
para la virulencia y patogénesis de M. tubercu-
losis. De hecho, recientemente se ha demostrado 
la expresión diferencial de los mRNAs de M. 
tuberculosis en primates20, en el pulmón de ra-
tón versus el bacilo crecido in vitro, en el caso 
de genes asociados a la deprivación de hierro, a 
metabolismo alternativo del carbono e hipoxia 

celular8. Más aún, el mismo grupo de mRNAs, 
analizados en muestras de pulmón de pacientes 
sometidos a resección pulmonar por cirugía 
torácica, reveló que existen diferencias en la 
expresión de M. tuberculosis dentro de los seres 
humanos17,21. Es decir, se evidencian diferencias 
hospedero específicas entre el ambiente del teji-
do pulmonar humano versus el del ratón, lo cual 
sustenta la hipótesis de que la fisiología in vivo de 
M. tuberculosis variará de acuerdo a la especie de 
hospedero que infecte. Ello, indudablemente co-
rrobora la importancia de estudiar la interacción 
patógeno-hospedero dentro del ser humano.
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