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2. Abreviaturas

A: Adenina

Raar Bacilos acido-alcohol resistentes
BCG: Bacilo Calmette Guérin

BrE Bromuro de etidio

C: Citosing

C I Controf estandar

CO,: Bioxido de carbono.

DNA: Actdo desoxirribonucieico

ANTPs: Trifostatos de desoximibonucleotidos
EDTA: Acido etilen-diamin-tetra acético
G: Guanina.

HCE: Acido clorhidnica.

KCl: Clorura de potasio

MgCly: Claruro de niagnesia.

M.th: Mycohacterivn tiberculosis.

MPM: Marcador de peso molecular,

NaCl: Cloniro de sodio

NaOH: Hidroxido de sodio

Oligos: oligonuciedtidos

pb: pares de bases.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.
SDS: dodeail sulfato de sodio.

SIDA; Sindrome de inmuno-deliciencia adquinda,
§SC: Solucion de citrata y clorure de sodio.
T: Tinna.

Tay: Termaplulus aquaticus.

TCG: Tiocianate de guanidina.

E Tris-HCHy EDTA.

S Tris-HCL EDTA y N-faurilsarcosina,
‘Tris: Tri-(hidrosimetil)-aminonietano

U: Uracilo.

UV ultravioleta.

ZN: Ziehi-Neelsen, tincion

0.1 x: 0.1 veces concentrado.

2 x: 2 veees concentrado

20 x: 20 veces concentrado




3. Introduccion

Se estima que la mitad de ta poblacion en of mundo ha sido infectada por el bacilo
Mouberculosis (M th). que hay 30 millones de casos de tubeicubosis activa, que aparecen
10 millones de casos nuevos en un ano, y que Hegan a morir alrededar de tres milfones de
personas por este padecimiento La enfermedad predomina en Hos paises pobres, con
problemas de saneamiento ambiental y con alta desnutiieion (Torres, 1995)

En México, en 1922 (ano en que seomicia el programa de vacinacion) la tasa de
martatidad era de 80 par 10D 00O habitantes, en 1990 fie de 7 <4 por 100 000 babitantes v
ocupd ol lugar 15 dentra de tas primeras 20 causas de muerte en ese ano. Para 1993 ha
tasa habia disminuido hasta 5 S por 160 000 habitantes. pero se detectaron 20 000 casos
nuevos, de fos que el 93 % eran de tipo pulmonar Estas cifras, que reflejan sin duda los
avances que en materia de salud ha logrado el pats, muestran, sin enbargo, los rezagos
fue ain persisten en nuestia sociedad

Dentra de las posibles explicaciones de parque la wiberculosis tiende al incremento,
estin: el aumento en la poblacion mundial asi como la pobreza; la mayor esperanza de
vida, que incrementa el tiempo durante el cual una persona esta expuesta al viesgo de
enfermar; ¢l inicio de la epidemia del sindrome de inmuno-deficiencia adquirida (S1IDA),
ya que se considera que entre 20 v 30 % de los pacientes manifiestan alguna torma de
infeceion tuberculosa, en el transcurso del padecimiento; la mayor resistencia del bacilo «
los farmacos tradicionales y a sumal empleo. Con respecto a esto, la Secretaria de Salud
reporta el aislamiento de 02 % de cepas de Aeh resistentes o isoniazida en 1992, en
pacientes con enfermedad recurrente, mucho mayor al de 1959 que fue del 40 % (Torres,
1995).

Un diagnastico correeto de la enfermedad por micobacterias es importante, debido a
que ¢l tratantiento de la tuberculosis es diferente al de enfermedades causadas por otras
micobacterias, as cuales con frecuencia son resistentes a las drogas usadas en el caso de
Mth (Kotloft, 1993 Hofther, 1994)

L1 diagndstico de laboratorio de wiberculosis esta basado en ¢l método tradicional de
tincton de Ziehl-Neelsen (ZN) para bacilos dcido-aieohol resistentes (Baar), y en el cullivo
del organismo causal. M.sh. La tincion de ZN a pesar de ser rapida y barata, carece de
sensibilidad ya que la minima concentracian de bacilos que puede detectar es de 10,000
organismos/ml (Yeager, 1907). Adewmis, carece de especificidad y no puede ser usada
para distinguir entre los varios miembros de la familia AMveobacterioceae (De Wit, 1990)

LI método de cultivo es sensible ya que detecta de 10 a 100 organismos por muestra;
Hobby, 1973), pero debido a que requivre fa mubtiplicacion del bacilo que es un proceso
muy largo, las decisiones clinicas v teraperticas se hacen antes de que el resultado del
laboratorio sea dado. Las téenicas de cultivo requicren también de organismos viables, v
esto es un problema frecuente en pacientes parciadmente tratados  Ademas, los



procedmicitos estandar requieren de por To menos es tidestias cnltivadas pataasesona
resultados confiables. sobre todo cuando poces mictoorsamsmon et presentes en el
sitio de infeccion. lo cual prolonga avn mds ol tivmpo de dingnostico v retarda el nicio de
la terapia (Bass, 1990)

Las téenicas servlogicas pueden ser utiles en algunas situaciones chinieas, pero su
sensibilidad y especiticidad no ey satsfactoria (Damcl. TU87) Por otra parte. Ta
cromatagratia de gases ha mostrado ser util para la adentificacion de micobacterias
cultivadas, pero este meétodo no s sensible para ser usado en muestras clinicas (Larsson.
1986). Otra téenica empleada es la espectrometria de masa, que permite determinar acido
uberculoestedrico en muestras clinicas, pero que requiere de equipo muy costoso
(Larsson, 1987)

Se han descrito téenicas mis rapidas como ¢l sistema de detecaion BACTEC, ¢l cual
se basa en la medicion de hiaxido de carbono (COp) radiactivo liberado por el
metabalismo del palmitate adictonado al cultivo (Peterson, 1989), o ¢l sistema de
identificacion Gen-Probe, ol cual se basa en la hibridacion de fragmentos de acido
desoxirribonucleico (DNA) marcados con dsteres de acridinio especificos pare acido
ribonucleico ribosomal (Vlaspolder, 1995). A pesar de que dstas teenicas reducen el
tiempo de identificacion, requieren de par lo menos una semana de periodo de cultivo en
d caso del método de BACTEC, o no pueden elimimar inhibidores para ¢l proceso de
amplificacion como ocurre con el de Gen-Probe

La reaccidn en cadena de Ia polimerasa (PCR) es un método m vitro, que permite |z
amplificacion especifica de una secuencia blanco de dcidos nucleicos, a travds de ciclos
repetidos de desnaturalizacion térmica, alineacion y extension del vligonucléolido (oligo)
cebador por media de una DNA polimerasa termoestable (Saiki, 1988). Debido a las
limitaciones de fos métodos antes mencionados para el diagnostico de tuberculosis, vartos
grupos han desarrollado ensayos de PCR para fa deteccion directa ¢ identificacion de ALth
en muestras clinicas (Brisson-Noel, 1991 DeWit, 1990; Lisenach, 1991, Kolk, 1092)

La mayaria de las prucbas de PCR se basan en la ampliticacion de la secuencia
repetitiva ISO110, que ha sido encontrada exclusivamente en ef grupo de nticobacterias
del compleja de AZsh (Hlermans, 1990, Brisson-Noel, 1991, Otal. 1991 Clarridge, 1993;
Nolte, 1993. Forbes, 1993; Shawar, 1993, Kox, 1994). El elemento 1S6110 contiene
1,301 pares de bases (pb) de longitud y posee similitudes a las secuencias de insercion de
la familia IS3 (Timmermen, 1985). A pesar de que le mayoria de las cepas del complejo de
Ad.tb presentan multiples copias de 186110, estimandose un promedio de 10 0 20 copias,
s¢ han encontrado cepas que contienen muy pocas copias st se observa durante un
estudio realizado en la India, et donde se encontra un 31% de cepas con una soka copia y
una sola cepa que cwrecio del clemento 1S6110 (van Suolingen, 1993). Otro caso
raramente observado fue el reportado en zonas del Oriente v en Vietnam. en donde
también encontraron cepas de ALt con un sola copia de 1S6110 (van Soofingen, 1991;
Otal, 1991 Mazurek. 1991) Por 1o gue la experiencia general es, que las cepas de M.h



contienen nltiples  copias del elemento 150010 v al presentardo,  estan
epidemiofogicamente relactonadas (van Soolingen, 1993)

No obstante fa importancia del vso de PR para la deteccion de microorganismos
patogenos, la purificacion de deidas nucleicos de especimenes como oring, stero, o
cultivas bacterianos, continua sienda laborioso y may tardado. Fatre los procedimientos
clasicos yeportados s encuentran fos que involucran lisis mediada por detergente,
trafamicnto con Pprotemsa. extracciones colt solventes onminicos, v precipitacion con
etanol, tos cuales no garantizan la climimacion de inhihidores de L amplificacion v
gencralmente, alectan la seasibifidad del métoda de PCR Debido a esto. Boomy y cals
disefiaron un procedimiento de punficacion de acidos nucteicos de muestras como suero o
arina, emipleando  particalas de silice o diaomeas suspendidas en o agente
desnaturalizante tiocianato  de puamding (VCG) of cual demostrd ser sensible,
reproducible, rapido y sencillo (Boom, 1990)

En el presente estudio se empled o método de PCR y ana sonda marcada can
digoxigenina, para la deteecion rapida, sensible y especifica del complejo de Alth en
nuestras clinicas. Desarrolfamos ¢of procedimiento de purificacion de DNA con particulas
de silice, para favoreeer la sensibilidad del PCR y comprobamos que este metodo tiene
valor diagnostico para muestras can Baar positivo. comparables a fos del métado de
enltivo

[}



4. Objetivos
4.1 Objetive General

Estandarizar el metodo de obtencion de DA de micobactenas v determimy o] valo
diagnostico del método de reaccion en vadena de fa polimerasa (PCR), en base a un
estandar de oro (métado de cultiva); para la deteccion rapida, sensible y especitica de M.
iberenlosis en muestras clinicas

4.2 Objetivos Especificos

b - Determinar las caracteristicas del método de puriticacion de acidos nueleicos
(DNA), con particulas de silice o diatomeas

2 - Evaluar la eliminacion de inhibidares para PCR de muestras clinicas, mediante of
empleo de particulas de silice suspendidas en toeinato de eaaniding (TCG),

3 - Comparar ¢l método de purilicacion con silice eon otro tratamiento de obtencion
de dcido desosirribomicleico (DNA).

4 - Comparar el método de ampliticacion y deteccion con et método clisico de eultivo ;
enmedio sohido, para el diagnostico de A/ th en muestras clinicas



S Material y Métodos
5.1 Nluestras clinicas
5.1 Recolecciin de mnestras chinicay

Las muestras clinicas fucron abrenidas de pacientes provenientes del Laboratosio de
Salud Pahlica del Estado de Puebla, tas cuales en su mavoria fueron expectoraciones de
persimas que pertenccian a un programd epidemiologico, v de los Laboratorios Chinicos
de Puebla de pacientes que tueron referidos para busqueda de M por cultive (orinas,
expectoraciones, jugo gastrico, liquido seminal, hiquido plearal)

5.1 "Fratamiento de fas mestras chinieas
5121 Procedintiento de descontaminacion de las muesteas

La mayoria de fas muestras fucron descontaminadas segin ol método de Kubica y
colabora dores, que consistio en incubacion con NaOWeitsato de sodio/N-acetil-L-cisteina
por 30 min y centrifugacian, para elimiar el sobrenadante hasta dejar un volumen
aproxmado de 1wl en el cual se suspendio ef sedimento (1963) Este procedmiento de
desconaminacian no se aplicd en muestras de oring y liguido pleural, debido a gue se
considerd no estabin muy contaminadas y ¢! sedimento tue escaso

5.1.22 Tincion y cutivo de las muestras

Ef sedimento obtenido por previa descontmminacion se dividio en tres alicuatas En fa
primens se realizo tineion para Baar mediante o métoda de Ziehl-Neelsen, y la segunda
fue tratada por el método clisico de cultivo en medio solido Lowenstein-Jensen La
tercerase ocupo par PCR

5.2 Purificacion del DNA de muestras elinicas

Dely tercera aficuota se extrajo DNA para ol PCR, par o cuad se empled ¢l método
de Boom y colaboradores (1990), el cual se basa en la adsoreion de dcidos nucleicos a
particulas de silice en wedios de alta concentracion salina. Lste método tuvo pequeitas
modificaiciones en cuanto a la cantidad de amortiguador de lisis, silice y suspension de
dintameas,

La alicuot se centrifugo par 3 min a 12,500 rpm para olininar el sobrenadante y
atadir un volumen apraximada de 150 d de amortiguador de TES (Tris-HCE 10 mM,
EDTA 05 mM. ptl 7 5. N-laurilsarcasina al 0.3%), colocandose posteriarmente o 95°C
por 45 min (ver resultadus). Despues, se adiciond 120 pd de esta alicuota tratada a cada
fubu que contenia Ta suspension para puriticacion Este wbo se prepara con S00 il de



amortiguador de fisis tsolucion N de nociao de suaniding o de sodio 25 nnd pll
700 N-laurilsarcosing al 0 5% v Z-mercaptoetanol O TNy S0 ad de partendas de ailice
para puiestras con escas cantidad de DNACes deens ormas diersas hguidos carporales,
0 10 i de suspension de distomas, part muestras ncas en DN como expectoracions

A partic de este paso se reahizo el trataniento de ks muestras que secmpleaion
durante o estandarizacion del procedimiento de purificacion de DNAD para
comprobacion de las propiedades del silice o diatomens De Tamisma o se tratd um
serie e 10 sedimentos urinarios, que se ocuparon en fa comparacion de tos metodos para
pbtencion de DNA, libre de inhibidores para PCR

Después de 10 min de estar en conttacto con las particulas de silice o diatomeis, se
centrifugd T muestra por 1 nin a 12000 vpm Se eliming o] sobrenadante para luego lavar
con amortiguador de Bisis una vez, a continuacion 2 veces can etinol al 8% v por ultino,
una vez con cetona, empleando para cada uno 500 pl de la solucion respectiva Se
resuspendio el botan con 100 pl de TE (Trs-HCH 1O mM, EDTA 05 mMy para luego
icubar por 10 min a 60°C. agitando por 10 s ¢l tubo en vortex, antes v despuds de la
incubacion. Se centrifugd por 6 i a 12,500 rpm, se lomd el sobrenadante y s¢ valvio a
centrifugar de la misma forma la muestra, para poder elminar totalmente of silice e aqu
se tomaron 2 pl para el PCR teniendo mucho cuidado de tomar solo de la parte superior,
para evitar cualquier pusibilidad de levar en ly punta de la prpeta algua particula de
silice, que pudicra inhibir fa amplificacion (ver resultados)

5.2.1 Métada de extraccion fenol-cloroformo

Este tratamiento se emipled en muestras de orina (sedimentos), que  fueron
suspendidas en TES y previamente incubadas o 95°C par 45 min. A esla serie de 10
muestras, se les adiciond una concentracion estandar de DNA de ALsh. (200 capias/pl),
para después hacerles una primera extraccion con fenol/cloroformolaleohol isoamilico (pH
8.0), y una segunda extraccion cun clorofarmo/aleohol isoamilico. A continacton el DNA
fue precipitado con acetato de sodio pH 35 2/clanol y redisucho en 100 pb de TE (Brisson-
Nodly cols., 1989)

5.3 Amplificacion del DN

La amplificacion por PCR - se realizo empleando  los oligos,  INST (5-
CGTGAGGGUATCOAGGTGGE-37) ¢ INS2 (5-GCGTAGGCGTCOGTGACAAA-T)
correspondientes a los pares de bases 631 a 650 v 850 a 875, vespectivamente del
elemento deinsercion 186110 (MeAdam y cols | 1990). La composicion de la mezela para
PCR fue 10 mM Tris-HCT (pH 8 8), 50 mM KCL 15 mM MeCl, 0005 ma/nl de
gelanna, 0.2 mM de cada wio de fos dNTPs (CTP dATIL AGTE v dUTP). 04 pM de
cada uno de los oligos INST e INS2 y 11U de Taqg polimerasa por 50 pl de volumen de
reaccion (Kolk v cols.. 1990). Se agregd 2 ph del DNA extraido de la muestra al wibo de
reaceion v ose llevo a 40 ciclos térmicos de 15 s 4 95°C, 20 < 2 05°0 v 20 s o 72°C,
realizados en un termoeiclador Perkin Elmer 9000 Se incluvo en cada ampliticacion



control positivo que correspondio a 200 copias/pt de DNA de Mub - an control negativo
[ormado por fos reactivos sin DNAL v un control interno que ademas de contener d
mucestra s¢ e adicions 200 copias/pl de DNA de ALsh

5.4 Marcaje de una sonda de DNA de 188 ph

Un fragmento de 188 ph situado dentio del Tragmento de 245 ph de la secuencia de
insercion 186110 de ALh, fue marcado con digoxigenina- 1 -dUTE en una PCR, seg(n
Kolk y colaboradores  Pary esto se sintetizaron los oligos  adidados Pt3 (57
GAACGGCTOGATGACCAAACT) v P1o (5-ACGTAGGCGAACCCTGCCCA),
correspondientes a los pares de bases 00:L 1 083 y 832 a 851 de fa secuencia de insercion
1S6110. El PCR se desarrotio usando un volumen de reaccion de 100 pd, 150 M de
dUTP con 50 pM de digoxigening-dUTE en Jugar de 200 uM de dUTP, y 1 ng. de DNA
pura de AM.gh. Los ciclas incluyeran uno inicial de 1 min 4 95°C para desnaturadizacion, 20
$a065°C y 20 52 72°C; y los siguientes 39 ciclos Tueron de 15 52 95°C, 20 5 a4 65°C y 20
sa 12°C

5.5 Deteccion del DNA amplificado

LFandlisis de los productos amplificados se desarrollo por electroforésis en getes de
poliacrilamida al 4.5%, tenidos con bromuro de etidio (Brlit), que fueron fotografiados
usando un transiluminador UV, Posteriormente, se realizo la deteccion por “dot blot”
tomando 5 pl del producto amplificado que fue diluido con 295 ul de TE, para
desnaturalizarlo a 95°C por 10 min, De la misma manera se fratd el DNA humano,
empleado para determinar la cancentracion optima de sonda marcada {ver resultados).
Inmediataniente se enfiio y se coloco en una membrana de nylon, a la que previamente se
incubo por 2 min en una solucion 2 x SSC (20 x SSC es NaC'l 3 M, citrato de sodio 0.3 M
pH 7.0 en agua Mili-Q). La membrana se colucd en un aparato de “dot blot”, para
aplicarle un vacio de 40 cm de agua. La prehibridacion e hibridacion se desarrollaron en
una bolsa de plastico, a 68°C por | h (Boehringer). Se empled aproximadamente 6 ml de
solucion de hibridacion par cada 100 ¢’ de membrana, que contenia | ) de sonda
marcada por cada ml (ver resultados), recién desnaturalizada

Las membranas se lavaron 2 veces par 5 min con 2 x SSC- 0.1 % SDS a temperatura
ambiente, y 2 veees por 15 min con 0.1 x §SC- 0.1 % SDS a 68°C. Se continde ¢l
procese de deteccion de acnerdo al instructivo de manulactira (Baehringer), dejandolo
tefiir por aproximadamente 45 nin.

10



0. Resultados
6.1 Optimizacion de las condiciones de reaccion de PCR y de detecciin,
6.1.1 Condiciones de reaccion de PCR,

Para la amplificacion del tragmento 186110 de Ah nos basamos en las
condiciones previamente reportadas por Brisson-Nodl y cols . que emplearon 530 pl de
mezcla de reaccion que contenia: solucion amortiguadora 10 mN Tris-HCT ptd 8.3, 50
mM KCL 1.5 mM MgCl,, gelatina 10 mg/l, 0.2 mM de cada uno de los dNTPs, S0 pM
de oligas, 25 U de Tug polimerasa y 2 ul de DNA de Mah puro (1989) Lt
amplificacion dio como resultado la presencia de varias bandas inespecilicas, que
disminuyen la sensibilidad del método, debido a que ¢stas compiten con las bandas
especificas por la Jug polimerasa. Para climinar estas bandas, los parametros que
suelen influir principalmente son la temperatura de alineacion y la concentracion de
MgCly. Inicialmente se varid la temperatura de alineacion empleando DNA de AM.¢h.
puro y DNA de ALshen 0.1 mg/ml de DNA humano, abteniéndose un resultado
optimo a 65°C (fig. 6.1.1), ya que las bandas inespeciticas desaparecieron casi
totalmente, y aumento la intensidad de la banda especifica. Después se probo la
concentracion de MgCla (10, 15 y 20 mM), pero se decidio emplear la reportada de 15
mM puesto que se comprobo era Ta que mas tavorecia la sensibilidad y especiticidad
del método de PCR, ya que generaba una banda de mayor intensidad y nitidez, que se
perdia a concentraciones de 10 mM (resultados no mostrados).

245ph =)

Figura 6.1.1 Temperatura de alineacion optina para PCR. Analisis de la amplificacion de un
fragmento de 245 pb del elemento de insercion 186110, en un gel de poliacrilamida de 4.5 %,
tefiido con BrEL. Para el PCR se probaron 2 (emperaturas de alineacion: 62" y 65°C; empleandose
el programa de 40 ciclos térmicos de 15 s a 95°C, 20 5 a 65°C (6 62°C) y 20 s a 72°C. Carriles 1y
4: DNA humano; carriles 2 y 5: DNA humano + DNA MU, coariles 3 y 6: DNA M.th.: carrit 7 MPM
(compuesto de bandas de 100 pb); carriles 1-3: 65°C: carrifes 4-6: 62°C.



6.1.2 Concentractin optima de sanda marcada.

Inicialmente un fragmento de fa secuencia de insercion 186110 fue murcado (ver
material y métodos). Despuds se busco la concentracion de sonda que, por un lado,
permitiera detectar fos productos de amplificacion y por atro, previniera su hibiridacion a
sitios no especificos, disminuyendo la especificidad. Para esto se colocd por separado en
tres tiras de membrana de nylon: producto de amplificacion de ALrb., DNA humano (1
g) v buffer TE; previamente diluidos y tratados cumo se menciona en material y
métodos. A continuacion se hibndo cada tira con 0.05, 0.5 y 5 pl de sonda marcada (figs.
6.1.2A, B y C). Como resultado, se decidio emplear 1 pd de sondit marcada por cada 10
em?® de membrana, para pader detectar las producios de amplificacion y evitar que con un
exceso de sonda (10 i), se hibride a toda la tira de membrana e incluso al DNA humiano.
Es importante que cada vez que se sintetize la sonds marcada, se determine la
concentracion optima para ta deteccion del producto de amplificacian

A©
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Flgura 6.1.2 Concentracién éptima de sonda marcada. Se colocaron en tres tiras de membrana
de nylon: producto de amplificacion de M.th., DNA humano y huffer TE, previamente diluidos.
para realizades andlisis por hibridaclén en formato de “dot-blot" (ver material y métodos) y
determinar fa concentracidn éptima de sonda marcada, para fa deteccidn del producto de
amplificacién. A cada tira se adiciond buffer de hibridacién con una concentracion diferente de
sonda marcada: A: 5 ul; B: 0.5 ul; C: 0.05 1d. Canil 1: producto de amplificacion de M.th.; carril
2. DNA humano; canil 3: buffer TE.

6.2 Sensibilidad de PCR y de deteccidn

Para determinar la sensibilidad det PCR y de la deteccion, se procedio a la
amplificacion e hibridacion de [, 10 y 100 copias/ptl de DNA de AMsh. en 0.1 mg/mi de
DNA humano (fig. 6.2). El resultadp demostrd una banda y una manchy claramente
detectable y reproducible hasta 10 copias/ul; no asi para § copia/ul, en dande ¢f resultado
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puede deberse a fenomenos aleatorios. Un determinado volumen de poducto de
amplificacion perfectamente mezelado contiene (1 copias por unidad de vohimen (pt
designa el numero promedio de copias en cada volhumen). Si las copias se hallan
distribuidas al azar en ese volumen, en este caso x es una variable aleatoria cuya
distribucion es iguala: - P (X = x) :-"_pﬂ\,_p‘j"

x!

En este caso los valores de x pueden variar tedricamente desde cero a infinito. Pero si
asumimos que tenemos varias alicuotas con un valor de pde 10 copias/ul, la probabilidad
de tener un producto de amplificacion con cero copias/ul es P(X=0)= 0.0005, ¢s decir 1
en 2000. Sin embargo, si tenemos varias alicuotas con un valor de pu de 1 copia/pl, la
prababilidad de obtener un producto de amplificacion con cero copias/pl aumenta o se
vuelve significativo, P(X=0)= 0.368. Por esta razon nuestra sensibilidad fue reproducible
hasta 10 copias/pl.

Electroforesis

245 pb =)

100 10 10 10 1 1 1 0

Iibridacion

Figura 6.2. Sensibilidad del PCR y de la deteccidn. Analisis por electroforésis en gel de
poliaciilamida al 4.5 %, y deteccion por hibridacion en formato de "dot-blot” del producto de
amplificacion de 1, 10 y 100 copias de ONA de M.tb. en 1 ug de DNA humano. Carril 1: MPM
(pLJIC19/Hpall); carril 2: 100 copias; carriles 3-5: 10 coplas; carriles 6-8; 1 copia; carril 9: cero
copias.



6.3 Optimizacion del tratmmiento de fy muestra
6.3.1 Comprobacion de fas propiedades del silive y distomeas.
63401 Capacidad de fijacion de deidos nucleieos

Para comprobar la capacidad de fijacion de dcidos nucleicos a silice en presencia de
agentes como TCG (Boom v cols . 1990), se realizo una serie de diluciones de DNA de
Ab en TE (10% a 10! copias/d) que fueron tratadas con sifice (ver material y métados);
para luego amplilicarse  Posteriormente se compararon con la amplilicacion de las
mismas concentraciones, sin ¢l tratamiento En base al resultado obtenido, s¢ observo que
mediinte este método de purthicacion ¢l DNA de Alsb. se 1ijo a Jas particulas de silice, sin
que hubiera pérdida del DNA en cada uno de los favados realizados durante ¢
procedimiento (lig. 6.3 1 1), va que la mtensidad de las bandas después de la ampliticacion
¢s equivalente, tanto para fas diluciones tratadas como para tas no tratadas. Por otra parte,
al observar lu intensidad v oitidez de las bandas obtenidas, se decidia- emplear como
concentracion estandar y control positive para b amplificacion de las diferentes muestras
clinicas, 200 copias/pl de DNA de AL,

Figura 6.3.1.1 Capacidad de fijacidn de dcidos nucleicos a silice. Se analizé el producto de
amplificacion de una serie de diluciones de DNA de M.b, por elecroforésis en gel de
poliacrilamida, que previamente fueron purificadas con silice (ver material y métodos). Las
diluciones {ratadas fueron comparadas can las mismas, pero sin tratamiente. Carriles 1y 2: 10°
copias/ul; carriles 3 y 4. 10° copiasil; coniles 5y 6: 10° copias/l; carriles 7 y 8: 10° copiasiy;
carriles 9y 10; 10" copiash. Carriles 1.3, 5,7 y 9: diluciones tratadas con silice; carriles 2,4.6,8 y
10: diluciones no tratadas.

0.3.1.2 Puribicacion de DNA de M. de muestras escasas en céhilas

Para demostrar la capacidad de las particulas de silice de fijar DNA de ALsh. en
muestras clinicas con pacas célutas tales como suero, oring, liquido cefilorraquiden; se
tratd de encontear a partiv de que cantidad de DNA las pasticulas de silice estan saturadas



v se disminuye, por o tanto, b cantidad recuperada de DNA espeaifico En base a esto se
hicieron soluciones con concentractones credientes de DINA hamana (10 nepd @ 300
ng/idha las que se adiciono wna concentracion estandar de DNA de A2 Despoes, se
flevo a cabo fa purificacion con silice (ver material y metodos) v i ampliticacton de ¢stas
MHesiras

De acuerdo a la inteasidad de la bands en el gel, se obtva i resubado aun
detectable hasta 500 ng/ul de DNA humano en 20 capiasind de DONA de Mrb (lig.
6.3.1°2), con to cual se determing que fa capacidad de acion de DNA para particolas de
sifice es de 100 pg/ 30wl de silice

Figura 6.3,1.2 Purificacién de DNA de M.tb con silice. Se analizd el producto de amplificacion de
muestras gue contenian DNA de M.tb (C.E., 20 copias/pl), adicionado de cantidades crecienles
de DNA humano, por electroforésis en gel de paliacrilamida. Carril 1: MPM; carriles 2 y 3: 2
wg/pl de DNA humano + C.E;; carrifes 4 y 5: 10 pg/ul de DNA humano + CE.; carrifes 6y 7: 20
g/l de DNA humano + C.E. carrifes 8 y 9: 100 pg/nl de DNA humano + C E.

6.3 1.3 Purificacion de DNA de AL1h. de mucstras ricas en eéhulas

Para muestras con gran contenido de células tales como sangre periférica,
expectoracion, jugo pastrico, secrecion de ganglio. liquido seminal; fa purificacion se
realizd can tierra de diatomeas. De la mristia manera que con silice, se tratd de encontrar
cual era la concentracion de DNA que saturaba 4 la particula de diatomea, para poder
obtenerlo de mmestras clinicas. Para esto se prepard una serie de soluciones con
concentraciones crecientes de DNA humano (10 ng/ud a 500 ng/mlb),a las que se adiciond
una concentracion estindar de DNA de AMsh, para que luego fueran tratadas con
dintomeas (ver material y métodos) y posteriormente amplificadas

El resultado en el gel Tue una handa reproducible hasta 500 ng/ul de DNA humano en
20 copias/pl de DNA de ALtk (fig. 6.3.1 3). con lo caal, fa capacidad de Bjacion de DNA
de tas dintomeas [ue superior a (00 py/ 40 pl de diatomeas al 80 %



Figwa 6.3.1.3 Purficacidn de DNA de Mih. con diatomeas Se analizéd el products do
amplificacion de muestras que contenian DNA de Mith (C.E . 20 copias/pl). mas cantidades
crecientes de DNA humano. por electroforésis en gel de pohiacnlamida. Candl 12 MPM; carsites 2
y 3 2 pg/l de DNA humano + C.E.. canriles 4 y 5 10 ng/ut de ONA humano + C E | carriles 6 y
7:20 po/pl de DNA humano + C.E,; carriles 8 y 9100 pg/ul de DNA humano + C €

6.3.2 Eliminacién de inhibidores para PCR
0321 Particulas de sifice como patentes inhiliidores del PCR

En una serie de muestras en Jas que se estaba probando fa reproducibilidad del
meétada de purificaeion con silice, no hubo amplificaciin de alpuna de effas (fig 63 2 TA),
esto sughio que las paticulas de sitice son inhibidores del PCR. Para probar esto a las
muestras que o amplificaron se fes iza una sesunda centifugacion del wbo. pero par
mas  tiempo  que el oreportado por Kolk oy cols (1992) Se volvia a lanzar la
amplificacion y el resulhado Tue positiva (fig. 0.3 2 I1B), por lo que se mudilico el paso de

{A) (8)

Figura 6.3.2. 1A y B tnhibicion del PCR por particulas de silice Se analizd la ampliticacion de
varias muestras que conlenian DNA de M.ib. por electroforgsis en gel de poliactilamida,
despues de puriticacion con silice Carrites 1-6° 200 copiashd de DNA de M i, A; centatugacian
por 2 min - en el aitimo paso de la punificacion. B cenlrifugacion de 6 min para elminal
particulas de silice

Ha



climimacion de fas partculas. en el provedingiento de purificacion con sifive {ver
material v metodos)
o

G522 Extraceion fenal-cloroformo versus sithee on TG

Para demostian gque tatwiento Govorecia fa climinacion de inhibidares de PCR,
los cuales podian encontrarse en las muestras clitivas se bhizo g comparacion de los
metadas de obtencion de DNA L purilicacion cou sice v extraceion fenol-cloraforme
Pare 1o cuall se calocaron dos series de Hmuesuas de sedimentos arinarios v ose
adiciond a cadiy muestra una coneentracion estandar de DNA de A (206 copiasid)
Auna serie se fe hizo extraccion con temol-clorofommo y o fa owa puriticacion con
sthice fver material y metodos)

Ayt 2 3 4

81 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 6.3.2.2A y B Extraccion con fenol-cloroformo y purificacion con sfice. Se analizo la
amplificacion de dos series de muestras de oring con DNA de M.tb, por electroforésis en qgel de
poliacriamida, previamente tratadas con diferentes métodos de abteacion del DNA. (A} serie
tratada con fenol-cloroforme; Carril 12 MPM {pUC19/Hpall). carriles 2-10: 200 coplas DNA de
M.th. (B): serie trtada con silice: Carrifes 1-10. 200 copias DNA de M.th



EF resultado mostio que se requena de sucesivis extracelones con fenol-
cloroformo para poder obtener ¢l DNA de Afab libie de inhibidores, porque solo se
amplificaron 3 muestras tatadas con fenol (fig 0.3 2 24), mientras que las 10
muestras tratadas con silice, todas fueron ampliticadas ity 6.3 2 28)

6.3.3 Combinacion de tratamientos,

Conrespecto a la lists de la micobacteria y la obtencion de su DNAL se pretendi
probar si la purificacion con silice mostraba un resultado equivalente al proporcionado
por fa incubacion de Ly muestra o 95°C. Para esto, se hicicron dos series de diluciones
de una suspension de cepa pura de Mrb., y se colocd uny serie a calentamiento (49
min a 95°C) y a la ot se e hizo ratamiento con silice (ver material y métodos). £l
resultada fie una mayor intensidad de las bandas con el calentamiento, mientras que
con fa punificacion con silice ese resultado no fue favorable (fig. 6.3 3A). Debido a que
el empleo del ratamiento con silice era nuestro principal objetiva, porque favorece la
climinacion de inbibidores para PCR; se decidio acoplar los tratamientos, os decir,
calentamiento inicial y posterior puriticacion can sifice. E@ resultado final fucron unas
bandas de mayor intensidad que las de las muestras tratadas solo con silice (lig
0.3 3B). lin base a esto se decidio combinar los das métodos paa Tavoreeer la
sensibilidad de la determinacion por PCR

Calentamiento Silice

{ T 1

Figura 6.3.3A Comparacion de calentamienlo versus purificacion con silice. Se compard la
amplificacion de dos series de diluciones de DNA de Mib, por electroforésis en gel de
poliacrilamida. Una serie se colocd a calentamiento por 45 min a 95°C (carriles 1-5) y la otra se
tratd con silice (carriles 6-10). anles de realizar la amplificacion. Carriles 1 y 6: 10° copiasiul;
cartiles 2y 7: 10° copias/pl; carriles 3 y 8 10° copiasiul; carrifes 4 y 9: 10° copiasiul; carriles 5 y
10: 10" copiasiul.

6.4 Comparacion del método de PCR y del cultivo.

Seanalizaron 105 pacientes  cuyas  mueslras  fueron orinas 123 %,
expectoraciones 79 % y diversos liquidos corporales 8 7 % A las muoestras se les hizo
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ZN. cultvo POR v detecaion por nbodacion ens tormate: “dotblot™ para Mo

mostrindose fos cesultados de PORZN s caltve e bvabla o b T Los resubados de
PCR no fueron comparados de forma mmediags con los de ZN v cultivo sio hast 8
semanas despues de que Tabian sido sembradas Las mvestras en el medio de culiivo
tiempo estimado para ¢l crecimieno de T micobictenia

Calentariento + silice

Figura 6 3.38 Tratamiento con calentamienio + sliice en TCG. Se analizd la amplificacion de
muesteas de DNA de M.th, par electroforésis en gei de poliacrifamida, después de acoplar dos
métodos de obtencién de DNA. Previo a la amplificacion, [as muestias se colocaron a 95°C por 45
min para luego tralarlas con silice. Carril 1 10’ copias/ul; canil 2: 10° coplas/ul; carril 3: 10°
copias/ul; cartil 4: 10' coplas/ut, carril 5:10" copiastul; carril 6: 10" copiasil: caril 7: C.N

Tabla 6.4.1. Resullados de PCR, ZN y cultivo de muestras clinicas

Culvo
positivo o negalivo )
ZN positivo negativo posilivo negativo Tolales
PCR positivo 45 e 3 o4
negalivo 1 0 12 56
Totales 46 1 15 105
Tabla 6. 4.2. Resultados discrepanles de PCR y cullivo
NoReg.Pac. | 2N CULTIVO PCR _DATOS CLINICOS -
18 + o + RX de: torax (+) .
44 + + Antec. fams, deterioro Edosalud
45 Lt o Antec. lams . RX lorax (+)
55 + + - RX forax (+). tisis un aifo de evolucion

De fas muestras investigadas 101 Tueron concordantes en sus resultados para PCR
y cultivo, presentandose o posilivas v 33 negativas, mientas que 4 muestras dieron

I TS RO BERE
S BE 10 BBUGTEDS



resultados discrepantes. va que 3 presentaron positividad por ¢l metodo de PRy
cultivo negativo, v un paciente presento PCR nevatvo v culinvo positivo To cual nos
dio un resultado de 97.9 %4 de sensibilidad v 948 % de especilicidad De las muestras
positivas para cultivo y PCR_ 45 muestras fucton positivis v 1 fie negativit para 2N
Con respecto a las muestras negativas para cultivo vy PCR. 3 fueron negativas y 12
positivas para ZN. De estas alimas muestras, el reporte de o observado al
microscopio para todas fue bacilos muy escasos

De las 4 muaeshas con resultados diserepantes entre ¢l método de PCR y e
cultivo, como se observa en la tabla 6 4.2 se decidio hacer una revision de la historia
clinica de los pacientes, en la busqueda de datos adicionales que nos penmitieran la
confirmacion del padecimiento. Se encontrdr que uno habia iniciado el tratamiento
antifimico en el momento del muestreo, debido al resultado de waltiples granulomas
residuales ¢ imigenes sugestivas de cavidad tubereulosa en la radiogratia de torax. Los
otros dos pacientes correspondian a un programa epidemiologico de seguimiento por
antecedentes tamiliares de berculosis, y por ésta razon habian recibido el tratamiento
antifimico en base a sintomatologia clinica. Los resultados de ZN anteriores a este
cstudio reportaban de 2+ a 3+ de bacilos por campo; mientras que los
carrespondientes a este estudio era bacilos muy escasos. Del cuarto paciente se
madifico el resultado del PCR al realizar una posterior amplificacion de la muestra,
previa dilucion de ésta, lo cual nos arrojo un resultada positivo que correspondia al del
cultivo. En los otros tres pacientes fambién se repitio la amplificacion pero no hubo
modilicacion del resultado. En base a estos datos adicionales la sensibilidad fue
corregida al 100 %.

20



7. Discusion

El PCR se ha vucho un método il para el diagnostico de tberculosis, un
padecimiento con un alto indice de mortalidad Mediante nuestro estudio se estandarizo el
método de obtencion de DNA de micobacterias, para su ampliticacion y deteccton, con la
finalidad de poder hacer un diagndstico rapido y especifica de ALrh en muestras clinicas.
Se recanace que varios factores pueden influir en el proceso de amplificacion, tal cs cf
caso de la concentracion de MyCly parimetros de ciclizacion, y en forma no menos
importante el procedimiento de extraccion del DNA (Forbes, 1993). Asi que, una vez que
las condiciones del PCR fueron probadas v optimizadas (fig. 6.1.1), se desarrallo un
procedimiento usando particulas de silice o diatomeas y una solucidn altamente salina,
para fa lisis de la micobacteria y obtencion de su DNA a partir de una amplia variedad de
muestras clinicas. De este procedimiento se reconacio la propiedad de fijacian del DNA a
particulas de silice o diatomeas (fig. 0.53.1.1), en presencia de agentes desnateralizantes
como TCG (Vogelstein, 1979; Marco, 1982); asi también, su empleo como método de
purificacion de acidos nucleicos en muestras clinicas (Boom, 1990).

Este procedimiento de purificacton con particulas de silice demostro un alto indice de
fijacion al DNA (100 pg/30 pl de silice al 50 %), que bien podria exceder las cantidades
presentes en muestras escasas en células camo orina, y par lo tanto, ser favorable a la
sensibilidad del método de PCR (fig. 6.3 1.2). Para particulas de diatomeas este indice de
fijacion de DNA también fue alto (superior a 100 pg/40 pl de diatomeas al 50 %), que
también suele ser favorable para recuperacion del DNA en muestras ricas en células (fig.
6.3.1.3).

Por otra parte, la purificacion con silice permitié climinar fa necesidad de un gran
numero de estracciones con fenol-cloraformo, métode generalmente reportado para la
obtencion del DNA libre de inhibidores para el PCR en muestras clinicas (Brisson-Néel,
1989; Hance, 1989), pero que en ocasivnes puede Hlevar a la pérdida de un poco del
material gendtico (figs. 6.3.2.2A y B). £l problema de varias extracciones es muy comin
en muestras de otina, que contienen sustancias toxicas y metabolitos de desecho del
organistmo, los cuales son potentes inhibidores en el proceso de amplificacion del DNA.
Las extracciones sucesivas con fenol-cloroformo se realizaron hasta que la amplificacion
del control interno se levara a cabo, pero mediante pursificacion con silice csa
amplificacion fue inmediata al primer tratamiento. El empleo de un control interna fite
para asegurar que ningun inhibidor estaba presente en la muestra, y la posibilidad de un
falso negativo también fue climinada El contral interno contiene ademas del DNA
extraido de la muestra, 200 copias/jtl de DNA de AM.ih que deben ser amplificados al igual
que ¢l control positivo. Sin embargo. es necesario hacer notar que las particulas de silice
por si mismas son potentes inhibidores del PCR. como lo pudimos constatar durante
nuestro estudio, por lo que se debe asegurar que na se pipetearan cuando se realize la
amplificacian (figs. 6.3.2.1A y B).



Varios investigadores han repartado Ly inlbicion del PCR por sustancias interferentes
en fas muestras clinicas, lo cual alecto Ta sensibilidad de su estudio (Victor, 1992 Forbes,
1993, Shawar, 1993) En el caso de Victor y cols  usando puriticacion con sucrosa fueron
teoricamente capaces de eliminar esas sustancias, sin embargo. 11 de 109 muestriss
requirieron alin de una segunda amphificacion Forbes y cols. emplearon calentamiento y
por agitacion adicionando perlas de vidrio (con menos de 106 p de didmetro) extrajeron
el DNA, pero su sensibilidad fue del 87.2 % La sensibilidad mas alta (100 %) obtenida en
nuestro estudio, posiblemente se debiv al métoda de puriticacion del DNA con silice,

Ademis, este procedimiento de obtencion del DNA fue combinado con el método de
incubacion a 95°C por 45 min; esto es porque por un lado, encontramos un mejor
resultado en cuanto a la lisis de la micobacteria y obtencion de su DNA con el
calentamiento (ligs. 6.3.3A y B), hecho que ya abia sido reportado por Sritharan (1991)
y Kocagdz (1993), solo que ellos emplearon 30 y [0 min respectivamente. Por otro lado,
la incubacion a 95°C no garantiza que los inhibidores para PCR han sido climinados,
mientras que, coma ya se ha demostrado este método de purilicacion si los elimina (figs.
6.3.2.2A y B). Por esta razon se procedio a incubar la muestra, para después reakizar la
purificacion de acidos nucleicos can silice

La sensibilidad de fa amplificacion y de la deteccion fue de 10 copias/i! de DNA de
M.ab (fig. 6.2), Tavorecida por el empleo de [a secuencia de insercion 1S6110 contenida
multiples veces dentro del genoma de Mrh (Thicrry, [990). Para la deteccion, esta
sensibilidad dependié también de la cantidad de sonda marcada empleada, 1a cual fue
suficiente para confirmar la presencia del fragmento def elemento 156110, Por esta razon
es importante que cada vez que se realize la sintesis de sanda marcada, se determine la
cantidad a adicionar a las membranas (fig. 6.1.2). Ocasionatmente, se observaron bandas
diferentes al fragmento de 245 pb en el gel de poliacritamida; sin embargo, no hibnidaron
con el fragmento marcado con digoxigenina, indicando que no habia homologia.

Para la deteccion de M.sh, el métode de cultiva siempre ha sido considerado como
“estandar de oro”, ya que su especificidad se considera del 100 %. La sensibilidad sin
embargo, no es satislactoria, porque con [recuencia se reporta de menos det 90 % (Jonas,
1993; Noordhock, 1995). En nuestro estudio analizamos 105 muestras  clinicas
correspondientes a  expectovacion, ofina, jugo gistrico, y algunos otyos liquidos
corporales; de pacientes pertenecientes a un programa epidemiologico de deteccion de
tuberculosis, y otros que fueron remitidos para la bisqueda del bactlo, de lo cual
obtuvimos una especificidad de 94.8 % y una sensibilidad corregida de 100 % En este
estudio tres  pacientes mostraron discrepancias por un resultado de PCR positivo y de
cultivo negativo (tabla 6.4 2), en donde esto pudo deberse a que el PCR detecta
organismos no viables y/o poco viables. Esto lo pudimos constatar va que uno de los
pacientes habia iniciado tratamiento durante ¢l estudio v los otros dos eran pacientes ya
tratados con antifimicos. No es posible pensar  que este resultado se deba a una
contaminacion intra o pre-analitica (Noordhock vy cols., 1994), ya que durante nuestro
trabajo siempre manejamos un control negativo, desde la purificacion del DNA, a
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ampliticacion y la detecadn por “dot-blot”, ¢ cual se matso neganvo durante todo el
proceso

Por otra parte, en umi sola muestra se presenta el problema de un resultado de PCR
negativo y de cultiva positivo (tabla 0.4.2), pera posterior a uni segunda amplificacion los
resultados concordaron; para lo cul, se procedio o dileir la muoestra de DNA y 2
centrifugar por mis tiempo, para asegurar que ningun inhibidor estaba presente en la
muestra. Esto demostro Ty neeesidad de eliminar absoluitamente Tas particulas de silice o
algon inlibidor

Nuestro trabajo fie ideado debido al reporte de un estudio ciego de comparacion de
fos resubtados obtenidas para muestras estandi, preparadas por diversos {aboratorios y
con diferentes metodos de PCR, e} cual demostrdy discrepancia en los resultados y valores
de sensibilidad y especificidad bajos (Noordhock, 1994). Recientemente, Viaspolder y
cols. (1995) reportaron una sensibilidad de 98,4 % y una especiticidad de 98.9 %, que sin
duda son de excelente valor diagndstico Estos autores emplearon el método de
amplilicacion desarrolado  por Gen-Prohe, ¢l cual presentd falsos negativos  por
contaminacion con sangre para aspitado bronquial, inconveniente que también generd que
los resultados de muestras de exudados pleurales fieran inconsistentes. Es por eso que
este sistema no es recomendado para muestras diterentes a expectoraciones. Siendo otro
inconveniente, ¢l hecho de que los reactivos una vez reconstituidos tienen una vida media
de 2 semanas,

Otro reporte reciente es el de Schivm y cols. (1995), quienes hicieron una
comparacion de los métodos para diagnastico de M.rb - de Amplicor, PCR casero, cultivo
y ZN; considerando los datos clinicos de cada paciente como evidencia de tuberculosis.
En base a esto, las sensibilidades obtenidas para fos métodos fueron 704, 92.6, 889 y
52.4 %, respectivamente. La especificidad de los 4 meétodos fue de 98 %. La diserepancia
de la sensibilidad entre el métoda de PCR casero y el de Amplicor fue la carencia en este
dhimo de un buen procedimiento de extraccion del DNA, para climinar los inhibidores;
aungue un valor similar de sensibilidad fue reportado por el estudio hecho por D’ Amato
(1995). Con esto, observamos la importancia de tener un buen método de purificacion del
DNA, en el cual se pueda uno apoyar para favorecer un resultado mis sensible y confiable
para nuestra deteccion.

Ademds, el tiempo necesario para obtener un resultado por ¢ métado de cultivo no
tiene comparacion con el de PCR; ya que por cultivo un crecimiento det bacilo se obtiene
en 4 a 6 semanas, que serd tipificado para la contirmacion de M.sh en otras 6 semanas. Por
¢l método de PCR ¢l resultado se puede obtener en 48 h, que corresponde al tiempa en
que se realiza la amplificacion del DNA para despuds someter al producto obtenido a un
procedimicnte de hibridacian con sonda especilicn, que nos permitird confirmar la
presencia de AM.sh.

12
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8. Conclusiones

Elmétodo de punficacion empleando particulis de silice o diatomeas, en presencia de
TCG, manifesto como caracteristicas

a) La fijacion de dcidos nucleicos (DNA de Mh) sin pérdida apreciable de estos,
durante ol desarrollo del método

b) La capacidad de fijacion de acidos nucleicos, de las particulas de silice o
diatomeas, excedio las cantidades presentes en muestras escasas o picas en células,
tespectivamente

c) La ehiminacion de inhibidores para PCR de muestras clinicas, sin necesidad
de realizarla repetidas veces

d) L.a combinacion del método de incubicion a 95°C con el de purilicacion con
particulas de silice o diatomeas para la obtencidn de acidos mecleicos (DNA de

M.th).

En base a los resultados de valor diagnostico de nuestro estudio clinico se demostro

que el PCR es un método altamente sensible y especifico (100 y 948 %,

e respectivamente), ademas de ser rapido, para la identificacion de AM.sh. en muestras
clinicas.
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