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Resumen

La aspergilosis, enfermedad emergente en personas inmunosuprimidas, ha
tenido un gran impacto en receptores de trasplante de médula dsea y de organos
solidos. Existen técnicas rutinarias de diagnéstico que no han mostrado resultados
efectivos; actualmente, ia deteccidén del ADN de A. fumigatus ha surgido como
una herramienta para el auxilio del diagndstico. La obtencién del ADN flngico
puro y en cantidad suficiente para su estudio es imprescindible para utilizarse en
las diversas técnicas de biologia modecutar.

Por lo tanto, el objetivo del trabajo fue realizar la evaluacién experimental de
métodos de extraccion del ADN de A. fumigatus reportados en la literatura.

De una revisién bibliografica se eligieron 12 métodos de extraccion de ADN
fungico, los cuales se llevaron a cabo por triplicado; mediante espectrofotometria
se determind el rendimiento y fa pureza de cada uno de los extractos de ADN
fingico obtenidos, y se realizé un andlisis estadistico para encontrar diferencias
significativas entre los métodos evatuados.

Los extractos de ADN fueron almacenades a 4° C y a -20° C durante un mes
para observar el efecto de la temperatura en la conservacién de las muestras.
Finalmente, se realizaron corrimientos electroforéticos en gel de agarosa al 0.7%
de las muestras obtenidas para observar la integridad det ADN obtenido.

Los métodos basados en ltsis enzimatica, presentaron los mejdr&s valores de
rendimiento, un aito grado de pureza y una Facil realizacién en un periodo cortg;
tos métodos basados en la lisis por sonicacion, también mostraron buenocs
resultados en rendimiento y pureza; sin embargo, son de larga realizacion,
impidiendo la extraccibn de muestras simultineamente y dependen de la
disponibilidad del equipo; mientras que los metodos por lisis mecanica-quimica,
térmica-mecadnica-quimica y térmica-quimica, tuvieron rendimiento Yy pureza
bajos.

Los corrtmientos electroforéticos mostraron una integridad aceptable del ADN
obtenido por los diferentes métodos. La concentracién y estabilidad de las
muestras de ADN flingko son ligeramente afectadas después de un mes de
conservacion independientemente de la temperatura de atmacenamiento (4° C o
-20° ).

Se concluye que fos métodos 8 vy 14 basados en lisis enzimatica pueden ser
utilizados en la extraccidn del ADN de A. fumigatus ¥ servir de apoyo al
diagnéstico de ia aspergiiosis utilizando la técnica de la PCR.




1. Generalidades

Duda siempre de ti mismo,

hasta que los datos ro dejen lugar a dudas.

{Lusis Pasteur)

La importancia de las infecciones fangicas ha aumentado en los Gitimos afios;
los cambios demograficos v en la tecnologia, el uso diverso de ta tierra, los viajes
intercutturales, la interrupcion de ias medidas de salud publica, el incremento del
namero de hospederos susceptibles y la evolucidon de la resistencia fingica son
situaciones que propician e desarrollo de infecciones fungicas. La poblacion en
hospitales es mas susceptible a padecerias, debido a {as condiciones intrinsecas
del paciente, tales como la granulocitopenia, virus de inmunodeficiencia humana
(VIH), trasplante, trauma o quemaduras graves, debilidad o malnutricion severas;
asi como por la inmunosupresidn originada por la quimioterapia, el tratamiento

con corticosteroides o con otros inmunasupresores (Dixon, D., et al, 1996).

Entre las infecciones fingicas emergentes mas importantes se encuentra la
aspergilosis. Este término involucra una serie de entidades clinicas de tipo
oportunista que incluyen manifestaciones alrgicas, superficiales e invasivas,

causadas por algunas especies del género Aspergiftus (Bonifaz, A., 1954).

1.1 Caracteristicas de las principales especies de Aspergillus

La familia Aspergillaceae estd compuesta por mas de 180 especies {Abarca, L.,
2000); se trata de un género mitosporico que presenta estadc imperfecto, por lo
que se engloba en la subdivisidn Deuteromycotina; muy pocas especies, como el
A. nidulans presentan un estado de reproduccién sexual, estas se incluyen en la

subdivision Ascomycotina (Bonifaz, A., 1994).

El género Aspergillus fue reconocido en 1729 por el sacerdote Micheli, botanico
Rorentino, quien observd su parecide con el aspergilo, instrumento que le servia
para rociar (del latin “aspergiffum”™ que significar rociar o aspergir} y le describio
en Nova Plantarum Genera (Benifaz, A., 1994; Kwon-Chung, K., 1992; Rippon, J.
1990; Denning, D., et al, 2002}. Desde esta fecha, se han suscitado diversos

acontecimientos respecto a ia historia de este hongo (Tabla 1.1, pag. 2).




Tabla 1.1 Datos histdricos del género Aspergiffus (Denning, D., et al,

2002; Kwon-chung, K., 1992; Rippon, 1., 1990}

ANO ACONTECIMIENTO
1729 Micheli reconoce el género Aspergillus
1842 Primeros casos en una granja en Edimburgo
1859 Cramer observa a A. niger en infeccidn otica
1863 Fresenius reconoce la especie A. fumigatus
1887 Se reconoce la enfermedad alérgica
1890 Siebermann registra la presencia de A. flavus y A. niduians
en la otomicosis
1897 Rénon publica una revision de aspergiiosis y observa la
refacién entre los pacientes afectados y su trabajo en granjas
alimentando cerdos
1938 Deve define las bolas fiingicas {aspergiloma pulmonar)
1939 Henrici describe 2 endotoxinas de A. fumigatus, una
hemwolitica y otra pircgénica
1953 Rankin {Gloucester, Inglaterra) describe Ila aspergilosis
invasiva en un paciente que murié de anemia aplasica
1960 Se legaliza a tla anfotericina B como antifingico en el
tratamiento de la aspergilosis
1965 Raper y Fennell publican The genus Aspergifius, donde
aceptan 132 especies divididas en 18 grupes
1970 - Aumentan los casos de aspergilosis por alteracidn dei
1982 sistema inmune (trasplante y cdncer)
1980 ala [ Se eleva el nOomero de pacientes con sindrome de
fecha inmunodeficiencia adquirida (SIDA)} y aspergilosis, como
entidad cportunista
1999 Ingreso al mercade del itraconazol, segunda opcion
terapéutica

La mayoria de las especies de este género conciemnen al humano en varios
aspectos; A. nidulans ha sido uno de los organismos modelo que ha contribuido
enormemente a la comprension de la genética, al poseer un estado sexual que es
factible de analisis meidtico. El A. niger, uno de los pocos hongos con utilidad
industrial, se emplea para la produccién de &acido citrico ¥ en la expresion
heterdloga de enzimas, aunque también es patégeno ocasional del humano. A.
orizae es utilizade en el noreste de Asia, en la produccion de sake y otros
alimentos fermentados. Por otro lado, A. flavus es un notable patogeno tanto de
humanos como de plantas y es un productor de aftatoxinas, la principal
micotoxina en comestibles; otras especies se han considerado como productoras

de alérgenos y de micotoxinas, incluyendo a A. clavatus y A. versicolor

(Brookman, J. y Denning, D., 2000).




Las especies del género Aspergiflus se caracterizan por la produccién de hifas

especializadas, denominadas conidiéferos, sobre los que se encuentran las células
conididgenas que originaran a las conidias. El conididforo caracteristico de
Aspergiflus es una estructura unicelular que posee tres partes bien diferenciadas:
vesicula {extremo apical hinchado), estipe (seccién cilindrica situada debajo de la
vesicula) y célula pie {une el conidiéforo con el micelio}. Sobre ks vesicula se
disponen las células conididgenas, llamadas fialides. En muchas especies, entre la
vesicula y las fidlides se encuentran otras células denominadas métulas. Las
cabezas conidiales que sélo presentan fidlides se designan como uniseriadas,

mientras que aguelias que presentan fidlides y métulas, son biseriadas (Abarca,

L., 2000; Kwong-Chung, K.,

1992).

ta Tabla 1.2 muestra

las principales

caracteristicas morfologicas de las especies de Aspergiflus mas comunes.

Tabla 1.2 Caracteristicas de fa morfologia colonial ¥y microscépica de las

especies mds comunes de Aspergillus (Larone, D., 1987)

ESPECIE PATOGENICIDAD MORFOLOGIA MORFOLOGIA
COLONIAL MICROSCOPICA
A. niger Contaminante; Negro — marrdn; Cabe:za conidial biseriada;
causa reverse incoloro; vesicula esférica; conidias
enfermedad en granular a flocosa | globosas muy rugosas
ia debilidad
inmunoldgica
A. flavus Asociado con la Verde; reverso Cabezas uni y biseriadas;
produccién de blanco; lanosa a vesicula esférica y cubserta
aflatoxinas flocosa por métulas; conidias
(micotoxicosis) elipscidales, rugosas o lisas
A. terreus Raramente causa | Marrdn; reverso Cabezas biseriadas,
enfermedad blanco; vesiculas de forma variable
aterciopetada o con métulas sdlo en la
flocosa, con mitad; conidias lisas
surcos radiales
A. nidulans | Raramente causa | Verde oscuro; Cabeza biseriada; vesiculas
enfermedad reverso incoloro a | hemisféricas con métulas
naranja; solo en la parte superior;
aterciopelada, conidias esféricas y rugosas
ptana o con
SUTCos
1.1.1 Morfologia colonial y microscépica del Aspergillus fumigatus

Bl A. fumigatus es el agente etiolégico mas comun de la aspergitosis y uno de
los miembros principales del género; es la especie termofilica y cportunista mas

comun presente en el aire (Denning, D., et al, 2002). Este honge filamentoso



infecta varios sitios debido a la debilidad intrinseca en el sistema inmune o a
alteraciones piovocadas por el tratamiento inmunosuprescr; su elevada
esporulacién permite concentraciones de 1 - 100 conidias/m’ en el aire (Larone,
D., 1987; Latgé, )., 2003).

A. fumigatus crece en Agar Dextrosa Sabouraud (SDA), Agar Dextrosa Papa
(PDA), Agar Extracto de Malta (MEA)} y Czapek Dox, aunque es comiinmente
encontrada como contaminante en los medics de cultivo. Esta espede es
termofilica, ya que puede crecer a 55° C y mantenerse viable a 70° C, su
temperatura dptima de crecimiento oscila entre los 25° C y los 289 C (Bonifaz, A.,
1994; Abarca, L., 2000; Kwong-Chung, K., 1992).

Las colonias se desarrollan en 5 dias, alcanzando de 3 a 5 ¢cm. La textura de la
colonia es aterciopelada a flocosa, plana o con surcos radiales ¥ NG posee un
borde bien definido; presenta un color verde-azulado a verde-grisaceo, aungue
en ocasiones muestra un halo micefial blanco alrededor de fa colonia; al reverso
de ella, raras veces se ohserva un pigmento ocre (Bonifaz, A., 1994). Los
aislamientos dinicos pueden dar lugar a colonias mas flocosas y blangquecinas
porque tienen una menor esporulacidn. Se han descrito siete variedades en esta
especie, aunque no todas han sido aceptadas (Abarca, L., 2000).

La cabeza aspergilar de A. fumigatus mide de 20 a 50 pm y esta formada por
hifas reproductivas que presentan conidiéforos cortos no ramificados, no
septados, ligeramente pigmentados o incoloros v lisos. El conidiéforo se alarga en
la punta para formar una vesicula piriforme, de cuya mitad superior nacen fidlides
que miden de 80 a 100 ym de diametro cada una {Kwong-Chung, K. 1592).

La fidlide puede tener un nicieo 0 mas; cada uno de ellas se reduce en el apice
para formar un tubo productor de conidias. El nicieo se divide en la fidlide, pasa
al tubo conidial vy un septo se origina para separar la primera conidia. La
produccion repetida de conidias de cada fidlide resuita en una cadena de esporas
con la mas antigua en la punta y la mas joven en el botdn (cadena basipétala)
(Kwong-Chung, K. 1992). '

Las conidias producidas son verdes, lo que determina el coler de la cabeza
conidial, y son redondas (1 a 2 um), lisas o ligeramente rugosas, ademas de ser
muy hidrofdbicas y facilmente llevadas por el aire cuando maduran {Bonifaz, A.,
1994; Kwong-Chung, K. 15992).




La figura 1.1 muestra un esquema de las partes principales de la cabeza
aspergilar de A. fummigatus.

Figura 1.1 FEsquema de la cabeza
aspergilar de Aspergillus fumigatus
(Koneman, E., et al, 1999)

1.2 Aspectos clinicos de la aspergilosis

La aspergilosis es una enfermedad cosmopolita; en cualquier poblacidn, la
inhalacién excesiva de esporas u ofros componentes de A. fumigatus, pueden
producdr pneumonitis por hipersensibilidad. En un principio, se relacionaba con la
ocupacién; las personas que se dedicaban al manejo de granos, alimento y
reproduccion de aves, entre otras, inhalaban diferentes cantidades de esporas que
saprofitaban estos productos y desarrollaban atergta a pesar de tener un sistema
inmune funcional (Brookman, J. y Denning, D., 2600; Patterson, R., 15997).

tas diversas especies del géneroc Aspergillus son importantes hongos
contaminantes del medio ambiente; se aislan frecuentemente dei aire, tierra,
materia organica en descomposicion, paredes de refrigeradores y de
construccicnes, bolsas de didlisis rotas, lentes de contacto, medicamentos
abiertos, liquidos para aseo, ductes de aire, plantas y en especial, de alimentos
contaminados (Bonifaz, A., 1994; Rippon, J., 1990).

La aspergilosis, como infeccién oportunista, puede estar ligada a diversos

factores predisponentes; los pacientes con alto riesgo de padecerla son aquellos




con un elevado grado de desnutricidn, con diversos tipos de cancer (linfomas,
leucemias, carcinomas o mielomas), pacientes con SIDA o los receptores de
trasplante alogénico por la inmunosupresién a la que son sometidos {Brookman,
3. y Denning, D., 2000).

1.2.1 Manifestaciones clinicas

La principal via de ingreso al organismo es la respiratoria, pues el tamafio de
las conidias es lo suficientemente pequefio para akanzar los alvéolos pulmonares,
aunque también pueden ingresar por heridas expuestas, el tracto gastrointestinal
{TGI), los ojos y los oidos. Las entidades clinicas de a aspergtlosis han sido bien

definidas y se clasifican en:

i) foermas pulmonares: se clasifican de acuerdo al sitio afectado del tracto
respiratonio y a la colonizacion e invasién micelial; incluyen a la
aspergilosis  broncopulmonar alérgica {ABPA), aspergilomas vy
aspergilosis invasiva (Al);

it formas superficiales: comprenden a la aspergilosis cutdnea (AC), Stica y

oftalmica (Kwon-Chung, K., 1992; Bonifaz, A., 1994; Latgé, J., 1999).

Los sintomas que caracterizan a las formas pulmonares son tos constante,
expectoracién mucopurulenta, hemoptisis leve o grave, fiebre moderada, disnea,
astenia y adinamia {Bonifaz, A., 1994; Kwon-Chung, K., 1992},

La ABPA es la complicacidn alérgica mds severa y se define como la
consecuencia de la reaccidn cronica inflamatoria por la inhalacidén de las esporas
del medio ambiente (Bonifaz, A., 19%4; Wark, P. y Gibson, P., 2001). H
Aspergilius ocasiona la enfermedad por 1a liberacién de alérgenos, factores de
virulencia y proteasas. Los factores de virulencia liberados provocan

i} deterioro del aclaramiento mucociliar,

i) disminucion de la accién fungicida de las proteinas y el complemento en
el fluido de las vias aéreas,

iit) inhibicién de la fagocitosis vy de la capacidad de fagocitar de ios
macrofagos y neutrdfilos,

iv) degradacion de las proteinas de la matriz extracelular {(Wark, P. y
Gibson, P., 2001).




La ABPA sigue el mismo curso que el asma cidsica, con infilttrados pulmonares

transitorios ocasionados por el aumento de inmunoglobulinas (IgE e IgG) y
eosindfilos que se manifiestan como rinitis, aiveolitis y asma, presentindose
también rinorrea, edema de la mucosa nasal, estornudos constantes, lagrimeo y
pruritc nasal (Latgé, )., 1999; Wark, P., Gibsen, P., 2001; Bonifaz, A., 1591). Los
infiltrados proceden a bronquiectasis pulmonar ¥. en pacientes no tratados,
prosigue de fibrosis pulmonar a fallo respiratorio {Latgé, J., 1999). Ef intercambio
de gases puede ser normal, aunque se reduce con el transcurse de la enfermedad
y no hay un criteric temprano que indigue si el paciente perdera la funcién
pulmonar (Kwon-Chung, K., 1992).

Los aspergilomas, también referidos como bolas fingicas, se producen por la
aspiracion constante de esporas; en un inicio, el hongo invade espacios
pulmonares previamente causados por tuberculosis, sarcoidosis, abscesos,
histoplasmosis o carcinomas, hasta dar origen a masas de micelio compacto
embebidas en moce con estructuras esporulantes en la periferia (Latgé, 1., 1999},
El aspergiloma genera irritacién bronquial y obstruccién pero no invade tejidos;
algunos autores afirman que es ef resultado de Ia aspergitosis alérgica cronica. La
hemoptisis puede ser masiva y fatal; el paciente es asintomatico y el aspergitoma
se detecta por radiografias realizadas para evaluar otra enfermedad alérgica. Si
un aspergiloma se rompe espontidneamente, se puede formar otro en el mismo
sitio {Kwon-Chung, K., 1592; Bonifaz, A., 1594},

La AI, una forma clinica de reciente aumento en su frecuencia, ocurre
persistentemente en pacientes con neutropenia {enfermedad granulomatosa
crénica, lupus eritematoso sistémico, leucemia aguda, SIDA y quemaduras) y en
aquellos que reciben attas dosis de corticosteroides, como los receptores de
trasplante alogénico de médula ésea (TAMO) vy de érganos sdlidos (Denning, D.,
1998; Buckingham, S. y Hansell, D. 2003). La infeccién fingica nosocomial ha
estado asociada con la construccidn en el area inmediata al hospital ¥y con
sistemas de ventilacién contaminados (Paya, C. 1993).

La Al se inicia por la inhalacién de esporas, dando origen a lesiones
pulmonares crénicas; con el proceso avanzado, se genera tromboaosis,
bronconeumonia hemorragica y necrosis localizada, por lo que la infeccidn puede
avanzar a otros érganos, tates como bazo, TGI, sistema nervioso central {SNCY vy
corazén (Bonifaz, A., 1994; Denning, D., 1998).



la AC es muy poco frecuente y por lo tanto permanece pobremente
caracterizada; se puede clasificar como:

i) AC primaria: incluye la infeccion de los sitios de catéter intravenoso,
infecciones asociadas con adhesivos (cintas y preparaciones oclusivas),
con heridas de quemaduras, quirirgicas y traumaticas;

i} AC secundaria: implica infecciones causadas por extension directa de la

primaria y lesiones embdlicas (Van Burik, 1., et al 1998),

Los individuos mas susceptibles a desarrollar AC son los pacientes con VIH,
con quemaduras, los neonatos, los individuos con cincer y receptores de organos
solides y de TAMO. También pacientes saludables pueden desarrollar AC, por
exposicion a elevados niveles de esporas o heridas quirdrgicas, aunque las
infecciones son raras (Van Burik, 1., et al 1998).

Diferentes especies de Aspergillus pueden saprofitar el conducto auditivo
externo sin invasion, especialmente cuando est3 himedo. Los pacientes
presentan disminucién en la audicién, picazdn, dolor vy flujo en el canal auditivo; ia
otoscopia revela crecimiento verduzco o negro boiroso. £n los ojos, donde si hay
invasion del tejido se observa queratitis y endoftalmitis, que se generan después
de traumatismo o cirugia del globo ocular (Bonifaz, A., 1994).

1.2.2 Diagnéstico y Tratamiento

La ABPA es un sindrome dificit de diagnosticar; los criterios cldsicos para e}
diagnéstico definitivo son asma, eosinofilia periférica, reactividad inmediata en 1a
piel a extractos antigénicos de A. fumigatus, niveles elevados de IgE total, historia
de infiltrados pulmonares y bronquiectasis central. Estos criterios son raramente
encontrados en un paciente y no se observan al mismo tiempo, por o que no son
especificos (Latgé, 1., 1999; Wark, P. y Gibson, P., 2001). Para el tratamiento de
ABPA se han utilizado corticosteroides que suprimen la respuésta inflamatoria
provocada por el A. fumigatus, aunque se requieren periodos de tratamiento muy
prolongados con altas dosis (Greenberger, P., 2002; Malo, 1., 2003). la
inmuncterapia, que incluye antiproteinasas, antagonistas de interleucina {iL) 8,
inhibidores de las enzimas de los neutréfilos ¥ la IL-10, adn estd en estudio
(Wark, P. y Gibson, P.; 2001).




El diagnostico dei aspergiloma es usualmente presuntivo y se basa en
encuentros radioldgicos y de tomografia computarizada de alta resolucién {TCAR)
togrando demostrar estados tempranos de aspergiloma y puede utilizarse cuando
la radiografia no es concluyente. Las opciones de tratamiento para el aspergiloma
dependen de la sintomatologia, la severidad de la enfermedad pulmonar y la
condicién general del paciente. La reseccién quirtrgica provee el mejor resuitado,
perc pocos pacientes son candidatos convenientes a cirugia porque la mayoria
tienen la enfermedad avanzada. Otras estrategias son paliativas e involucran el
control de la hemotipsis (Buckingham, S. y Hansell, D. 2003).

El diagnostico de la Al se ha apoyado en diversas técnicas tales como:

i) la histologia, pero la biopsia no puede ser obtenida de pacientes
inmunccomprometidos (Williason, E. y Lenning, ). 1999},

i} la deteccién de anticuerpos por inmunodifusion, radioinmunoensayo,
inmunoensayo asociado a enzimas (ELISA) (Becker, M., et al, 2000,
Bretagne, S., et al, 1998}, hemaglutinacion pasiva e inmunotransferencia,
aunque no son confiables en el diagndstico temprano (Andriole, V. 1993},

ii) las pruebas de gabinete (rayos X y TCAR} (Denning, D. 2000).

Cuando se da tratamiento no es muy efectivo, reflejandose en una mortalidad
excedente al 65% (Denning, D. 2000; Williason, E. y Lenning, J. 1999). La
anfotericina B es el apoyo principal para el tratamiento de la Al, pero ocasiona
toxicidad en médula dsea y rifién; si se administra junto con ciclosporina, la
nefrotoxicidad aumenta y puede confundirse con rechazo. Et itraconazol oral
también es de gran utilidad ya que ha demwstrado actividad in vitro e in vivo
(Paya, C. 1993; Walsh, T. y Lee, J. 1993; Sionov, E., Segal, E., 2003).

La AC puede detectarse por biopsia del tejido dafiado, aunque en la mayor
parte de los casos el diagndstico se realiza en una fase tardia, cuando la reseccidn
es necesania. Un resultado efectivo en el tratamiento del paciente quemado con
aspergitosis involuaa agentes antimicdticos intravenosos y tdpicas, ¥ en algunos
casos, la amputacidn del miembro afectado; el itraconazol ha sido exitosamente
usado en el tratamiento de la AC. Fi tratamiento de la aspergilosis dtica consiste
en el lavado cuidadoso det canal auditive externo con peroxido de hidrogeno y el
use de un agente topico para reducir la inflamacion {Van Burik, 1. et al. 1998).




1.2.3 Prevencioén

Para una buena profilaxia, es necesario identificar primero los factores de
riesgo; aquellos pacientes con factores predisponentes especificos deben ser
mwonitoreados cuidadosamente. La prevencién en la diseminacién de esporas en el
ambiente hospitalario es una estrategia para reducir ia aspergilosis nosocomial. La
utilizacion de flujo laminar ha sido estudiada ¥y se encontrd que reduce la
incidencia de aspergilosis; los filtros high-efficiency particulate air (HEPA) reducen
adn mas la incdencia de Al. También se han utlizado pequenas dosis de
itraconazol via oral y anfotericina B intranasal, observandase una disminucién en
la frecuendia de Al en pacientes neutropénicos, receptores de trasplante y en
cursc de quimioterapia; sin embargo, el riesgo de padecer o sufrir una recaida de
aspergilosis sigue siendo altc (Paya, C. 1993; Walsh, T. v Lee, ], 1993).

1.2.4 FEl sistema inmune y Ia aspergilosis

La aspergilosis es una causa importante de morbilidad y mortalidad en los
pacientes inmunocomprometidos y la segunda causa de infecciones fingicas mas
comunes. la arquitectura celular completa es desconocida, perc el andlisis
quimico sugiere que contiene principalmente glucane, quitina y galactomanana,
siendo esta (ltima el principal componente antigénico det hongo (Latgé, J., 2001).

Cuando las conidias son lievadas por el aire, son inhaladas y transferidas a
través del tracto respiratorio a los alvéolos, donde, si no son rdpidamente
eliminadas por el aclaramiento mucodiliar, se enlazan a las células del epitelio
respiratorio. Si el pulmén es dafado por la terapia inmunosupresora, se facilita el
enlace de las conidias ¥ se reducen la eficacia antimicrobiana de los péptidos ¥
proteinas de la superficie epiteliai (Latgé, 1., 2003).

Mientras estdn unidas al epitelio, la eolonizacién o la invasidn dependen del
nivel de defensas del hospedero; A. fumigatus puede colonizar las vias aéreas y
las cavidades, mas tarde invadira el tejido pulmonar. €l ataque del hongo al tejido
implica el reconocimiento del igando galactomanana-proteina en la superficie de
la célula huésped, 0 a un componente de la membrana del epitelio o erdotelio, ta!
como el fibrindgeno, laminina o fibronectina (Roilides, E., et al, 1998).
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Durante la germinacién de la conidia ocurre la produccion de varias enzimas,
incluyendo las proteasas y fosfolipasas; la penetracion de las barreras alveolares y
la invasion al tejido pueden ser acompafadas por varios mecanismos

i) las proteasas digieren las uniones intercelulares,

i) las fosfolipasas hidrolizan la membrana celtular,

i) puede ocurrir una disrupcién mecanica de la célula por la ingestién de la
conidia, que permanece viable y germinando (Roilides, E., et al, 1998).

Dos lineas de defensa son responsabes de la inmunidad innata del hospedero
contra A. fumigatus, los macrofagos alveolares (MA) y los neutréfilos
polimorfonucleares (PMN). Los MA ingieren conidias inhaladas y las destruyen,
previniendo la germinacion y la invasién. Estos fagocitos, al no poseer la
capacidad de producir metabolitos dependientes de oxigeno, tienen actividad
fagocitica potente y mecanismos no oxidativos antifungicos. La muerte de la
conidia empieza de 6 - 8 h después de la fagocitosis, la velocidad de la muerte es
lenta, con solo un 10 % o menos en la reduccidn de la viabilidad de la conidia
(Latgé, J., 2001).

Los MA son capaces de reconocer y enlazar conidias en ausencia de opsoninas;
las enzimas como la elastasa y proteasa, predudidas por A. fumigatus juegan un
papel importante en el intento del hongo por sobrevivir a (a2 fagocitosis o para
cruzar las membranas y barreras anatémicas {Roilides, E., et al, 1998).

Los PMN, la segunda linea de defensa, y las células mononudeadas (CMN), son
Hlamados al sitio de infeccdn; las conidias que escapan a los MA son destruidas
por éstas células, previniendo el establecimiento de la enfermedad invasiva.
Cuando los PMN son defectuosos, las CMN sustituyen algunas de sus funciones, de
tal forma que et daiic a la funcién de los MA, combinado con defectos cualitativos
o cuantitativos (neutropenia) de los PMN, resulta en la invasidn de tejido y parece
ser la principal razén del desarrollo de la Al (Latgé, 1., 2003).

En el hospedero normal las citocinas (factor de necrosis tumoral a, el
interferon y y la IL-12) contribuyen a la respuesta natural contra las infecciones
de Aspergiflus; et dafio a su produccidn, ocasionado por !a inmunodepresiin,
puede favorecer al crecimiento y propagacion del hongo (Roilides, E., et al, 1998;
Latgé, 1., 2001).
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En e padente con alteraciones inmunofdgicas, los macrofagos poseen
mecanismos de fagoditosis defectuosos. Los corticosteroides inhiben las
actividades antifiingicas de las CMN, los PMN y los MA, evitando la interaccidn
entre los lisosomas y la membrana fagocitica, permitiendo que la conidia germine
dentro del MA y ko elimine (Latgé, J., 2001). La cklosporina A, un agente
inmuncsupresor ampliamente utilizado en los trasplantes, afecta la defensa

fagocitica contra A. fumigatus, al suprimir su actividad contra ta destruccion de
hifas; si se combina con corticosteroides induce una inmunosupresion importante
{Roilides, E., et al, 1998).

1.3 Biologia molecular del Aspergilius fumigatus

Las limitaciones de las técnicas de cultivo, histoldgicas y de gabinete han dado
origen a la biisqueda de técnicas de biologia molecular que auxilien al diagnéstico,
tipificacion del hongo y al andlisis relacionado con la patogenia de la aspergifosis
(Chen, S., et al, 2002},

Los estudios moleculares y genéticos del Aspergillus se han centrado en tres
especies; A. nidulans es la mejor estudiada, también se ha investigade al A. niger,
y al A. fumigatus, que no ha sido bien caracterizado; a partir de los modelos
utilizados para el A. niduians se han realizado algunas comparaciones entre estas
dos especies (Brookman, ] y Denning, D. 2000).

La secuenciacion del genoma del A. fumigatus comenzo en 2001, por un grupo
de cientificos que involucra al Institute Welicome Trust Sanger, The Institute for
Genomic Research, la Universidad de Salamanca, la Universidad Complutense, et
Centro de Investigaciones Bioldgicas de Madrid y el Instituto Pasteur (Denning, D.
et al 2002; Wortman, J., et al, 2004). El aislado clinico utilizado para la
secuenciacién y el andiisis del genoma del A. fumigatus fue el AF293, considerado
de un tamafo total de 14300 pares de bases (pb} y 9544 genes; solamente 4300
de ellos se han estimado como funcionales (Kim, H., et al, 2004; Nierman, W. et
al, 2004; Brookman, Jy Denning, D. 2000; www.aspergillus.man.ac.uk).

1.3.1 Técnicas de biologia molecular aplicadas al estudio de Aspergifius
fumigatus

Las técnicas que mayor impacto han tenido en el estudio del A. fumigatus son:

la reaccion en cadena de fa polimerasa (PCR, Polymerase Chain Reaction), los
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patrones de bandeo originados por la restriccion enzimatica {RFLP, Restriction

Fragments Length Polymorphism), 1a amplificacidon aleatoria de ADN polimodrfico
(RAPD, Random Amplification of Polymorphic DNA) y los microsatélites
(Brookman, ] y Denning, D. 2000; Williamson, E. y Lenning, J. 1999),

La PCR se basa en el uso de la ADN polimerasa para generar copias idénticas,
llamadas amplicones, a partir de un ADN blanco que es flanqueado por medio de
cligonudedtidos cebadores, tanto en la direccién 3‘ como en la 5°; el primer paso
consiste en la desnaturalizacion de la cadena de ADN nativo mediante la elevacion
de la temperatura {92° C - 95° C}; postericrmente, la temperatura disminuye
{50° C - 55° C} para que se unan los cebadores a 'as zonas complementarias del
ADN desnaturalizado. En el (ltimo paso del ciclo, la temperatura aumenta {70° C
- 72° C} para que la ADN polimerasa pueda elongar a los iniciadoresy genere una
cadena de ADN idéntica a la del ADN blanco. Este ciclo se puede repetir hasta un
maximo de 40 veces para obtener una buena cantidad de ampiicones (Perera, J.,
et al, 2002). Los iniciadores mas comiinmente utilizados en ia PCR del ADN de A.
fumigatus son aquellos que enlazan regiones altamente conservadas del gene 18
S del rDNA (Hebart, H., et al, 2000; Skladny, H., et al, 1999; Zhao, F., et al,
2001).

La muestra de mayor utilidad para detectar Al por PCR es ia sangre total,
debido a que la sensibilidad de la técnica en plasma es mas baja (Loeffler, 1., et
al, 2000). Otra muestra que también se ha utilizado en la PCR, es. el lavado
broncoalveotar (BAL, bronchoalveotar lavage), aunque en algunos pacientes es
inadecuada y dificil la toma de muestra de este espécimen (Chen, S., et ai, 2002;
Skladny, H., et al, 1999),

A partir de la PCR, se han desarrollado otras técnicas basadas en ella, tales
como {a PCR-anidada (nested-PCR) (Zhao, F., et al, 2001; Kawamura, S., et al,
1999; Skladny, H., et al, 1999), ia PCR eniazada a ELISA (PCR linked ELISA)
(Loeffler, 1., et al, 2000; Einsele, H., et ai, 1997} y la PCR en tiempo real (Real
Time PCR) (Costa, C., et al, 2002; Kabir, S., et al, 2003), las cuales se han
utilizado en menocr proporcién en la investigacidn de Aspergillus.

El RFLP es otro método utilizado en iz tipificacion de A. fumigatus; las enzimas
que han mostrado utilidad son 'a Sal I, Xho I v Xba I (Lin, D., et al, 1995; Rinyou,
E., et al, 1995). El analisis de RFLP consume mucho tiempo, requiere grandes
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cantidades de ADN y la ekectroforesis, transferencia e hibridacién lleva mas de 5
dias para un numero limitade de muestras (Bart-Delabesse, E., et al, 1998;
Varga, J. y Toth, B., et al, 2003).

El RAPD es el método comunmente utilizado para la tipificacion de cepas de A.
fumigatus, el desarrollo de huellas génicas de los aislados de las cepas y es de
gran utilidad en estudios epidemiolégicos {Rinyu, E., et al, 1995). Durante el
RAPD, un iniciador sencillo es usado para amplificar fragmentos de ADN a
temperatura baja de alineamiento y los preductos de amplificacién se analizan por
etectroforesis. Este método ofrece la ventaja de que se realiza rapidamente,
permitiendo el estudic de varios aislados en pocos dias y puede generar sondas
especie-especificas usadas en la tipificacidn de aistados del hongo. La desventaja
es que cada iniciador posee un poder discriminatoric diferente; ademds, el andlisis
llega a ser compiicado por el gran namero de bandas y geles. A la fecha, ei
iniciador R108 {GTATFGCCCT) brinda la mejor diferenciacion de cepas, aunque
otros iniciadores y sus combinaciones también han dado resultados satisfactorios
{Lin, D., et al, 1995; Varga, J. y Toth, B., et al, 2003).

La busqueda de microsatélites, repeticiones de pares de bases en tandem, es
otra técnica aplicada a la genotipificacidn del A. fumigatus. Estos marcadores
genéticos altamente polimdrficos son lo  suficientemente cortos para ser
analizados por PCR, combinada con electroforesis y evitando la necesidad de
hibridacién (Varga, J. y Toth, B., et al, 2003). Ef método es rapido y, en contraste
al RAPD, usa iniciadores UOnicos y secuencias especificas flanquean al
microsatélite. Cuatro citosina-adenina (CA) repetidos que muestran poder
discriminatorio para A. fumigatus han sido identificados a la fecha: (CA), {CA)zs,
(CA),C(CA) 23, (CA)s ¥ (CA). (Bart-Delabesse, E., et al, 1998).

1.3.2 La extraccién del ADN de Aspergillus fumigatus

Los metodos de deteccion de &cidos nucleicos han llegado a ser una
herramienta comun en la identificacién y diagnéstico microbiolégico. El primer
paso para su desarrollo es la extraccién exitosa de ADN a partir de la muestra
problema, ya que se eliminan sustancias presentes en ef material bicldgico que
son a menudo desconocidas y pueden interferir en el manejo del materiat genético
{Chen, S, et al, 2002).
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Los métodos para extraccidn de ADN fingico han sido probados en cultivo
puroc, sangre inoculada con esporas del hongo, muestras clinicas (sangre
completa, ptasma, suerc o BAL) y cultivos expuestos al ambiente (Velegraki, A.,
et al, 1999; Samarrai, T., Schmid, J., 2000).

De manera general, los hongos filamentosos ofrecen resistencia a los
procedimientos comunes de extraccién de ADN por la presencia de la pared de
quitina que es dificil de romper, las nucleasas, los polisaciridos, los pigmentos y
las proteinas, que, ademas de obstaculizar el proceso de extraccién, contaminan ¥
alteran el extracto de ADN (Miiller, F., et al, 1998).

Los métodes que se han utilizado en la extraccién del ADN del A. fumigatus
han sikdo tanto comerciales como caseros; los kits comerciales tienen la ventaja de
que son rapidos, aungue su costo es elevado (Loeffler, 1., et al, 1997). Los
métodos caseros son relativamente econdmicos, aunque en su mayona son de
realizacién dificil, farga y con riesgo de contaminacién, lo gque disminuye su
utilidad en el laboratorio dlinico, donde se requiere procesar numerosas muestras
(Cenis, 3., 1992; Graham, G., et al, 1994; Van Burik, 1., et al, 1998).

1.3.3.1 Kits comerciales para la extraccién de ADN

Diferentes kits de extraccion de ADN de células humanas han sido probados en
la extraccion del ADN fungico; Léeffler, 1. y colaboradores (1997} compararon los
kits: QIAmp Tissue (QIAGEN, Estados Unidos de Norteamérica, USA),
GeneReleaser (BioVentures, USA), DNA Puregene D 6000 (Gentra, USA),
Dynabeads DNA DIRECT (Dynal, Noruega) y DNAzol (Molecular Research Center,
USA), previo un tratamiento enzimdtico para la formacién de esferoplastos,
utilizando sangre inoculada con diferentes concentraciones de esporas de A.
fumigatus; los autores concluyen que el ADN extraido con el QLAmMp Tissue tiene
un rendimiento y pureza similar al método enzimatico utilizado. Sin embargo, las
diferencias del tiempo de realizacién son muy grandes, reportando que para los
kits va de 3 a 5 h, mientras que para el método casero es de mas de 8 h, aunque
el costo por muestra trabajada es mucho mas elevado si se utilizan los kits
{Loeffler, 1., et al, 1997).

Et QlAmp Tissue utiliza una columna cuya membrana adsorbe especificamente
al ADN mientras que los contaminantes pasan a través de ella. Los cationes

divalentes y las proteinas, inhibidores de procesos posteriores (como ia PCR), son
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completamente removidos en dos pasos de lavado y el ADN es efuido en agua o
en buffer. £l kit ha sido exitosamente usado en la extraccién de ADN gendmico,
mitocondrial y viral desde sangre y otros fluidos. Su utilizacion en hongos

filamentosos ha resultado buena (Loeffler, )., et al, 1997; www. giagen.com).

El GeneReleaser permite la rapida extraccion de ADN y &acido ribonucleico
{ARN); estd compuestc de materiales poliméricos que facilitan la liberacion de
ADN de células o cualquier otro material. Al igual que el anterior, segrega durante
la lisis a los inhibidores y a los agentes que interfieren con la amplificacion. El
GeneReleaser logra la lisis de la muestra directamente en el tubo de amplificacion
en el termociclador y el tiempo se puede disminuir si se utiliza un protocolo para
microondas. Las muestras de origen incluyen sangre, esputo y muestras de
biopsias. Loeffler demostro que posee la misma sensibilidad que el QlAmMmp vy el
métode casero, aunque el ADN fiingico extraido con este kit presenté impurezas

en el cormrimiento electroforético {Léeffler, 1., et al, 1997: www.bioventures.com).

El kit de purificacion de DNA Puregene D 6000 utiliza lisis enzimética para
digerir la pared celular; después de la predipitacion de las proteinas, se hidrata al
ADN. B tiempo de realizacién para muestras de sangre inoculadas con A.
fumigatus es de aproximadamente 5 h, con una sensibilidad mucho menor que la

reportada para el QIAmp {Léeffler, 1., et al, 1997; www.gentra.com}.

El Dynabeads DNA DIRECT es un kit disefiado para la separacién sencilla y
rapida de ADN gendmico de alta calidad. El proceso de separacion de ADN se
realiza después de la lisis celular y la adsorcién del ADN a la superficie de la
columna del Dynabeads. Posteriormente, se realiza la separacion magnética del
complejo DNA-Dynabeads y un lavado para remover cualquier residuo que pueda
ser contaminante potencial en la PCR. El complejo es resuspendido y el ADN
puede ser eluido de los Dynabeads seguido de una incubacién a 65° C. E} tiempo
de realizaciéon es de 4 h y su costo es 10 veces mayor que el del metedo
enzimatico utilizado (Loeffler, J., et al, 1997; www.dynalbictech.com).

E! DNAzol es un kit que permite la separacion de ADN gendmico a partir de
muestras hquidas o sdlidas de origen animal, humano o vegetal. El procedimiento
estd basade en un nuevo detergente de guanidina que hidroliza el acido
ribonudeico (RNA) y promueve la precipitacién selectiva del ADN del lisado

celular. Loeffier demostré que el ADN fungico extraido con este kit es
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relativamente impuro y que su tiempo de realizacidon es de 4 horas {Ldeffler, J., et

al, 1997; www.mrcgene.com).

1.3.3.2 Métodos caseros de extraccién del ADN de Aspergillus fumigatus

Los métodos caseros que resuitan exitosos en la extraccion del ADN de A.
fumigatus generalmente induyen una combinacién de las diferentes técnicas de
ruptura de la pared y membrana celulares, como la lisis enzimatica, quimica,
mecdnica o térmica (Bainbridge, B., et al, 1990). Los principales protocolos de
extraccidn utilizan sustancias con una toxicidad intrinseca muy fuerte, en el Anexo
9.4 (pag. 67) se muestra un glosario con los efectos de toxicidad de las sustancias

mas comunmente utilizadas en los procedimientos de extraccion de ADN.

Algunos de estos compuestos como e fenol y el doroformo son indispensables
porque provocan la ruptura de la pared al precipitar y solubilizar a las proteinas Y
otros componentes; por to tanto, el ADN se mantendrd en la fase acuosa de la
solucidon y podra ser purificado por precipitacion después de la separacion de las
fases. El método dasico de exiraccidén orgdnica con estos compuestos es muy
largo debido a que la preparacién previa del fenol para mantenerio equilibrado (a
ptt constante) y libre de impurezas, consume tiempo y no siempre se lleva a cabo
con éxito (Anexo 9.3.1, pag. 64). La elaboracién correcta del fenol es
imprescindible para lograr que la extraccién del ADN sea buena (Mdiler, F., et al,
1998; Sambrook, J. y Russell, D., 2001). '

La fisis enzimatica se ha probado en la extraccién del ADN de hongos
filamentosos; las enzimas mas utilizadas son las B-1,3-glucanasas, como la
zimolasa y la liticasa; estas enzimas hidrolizan los polimeros de glucosa en los
enlaces f-1,3-glucano para formar esferoplastos (céiulas con restos de pared
celutar} o protoplastos (células desprovistas totalmente de pared celular} que son
osmoticamente inestables. Una vez que se forman los esferoplastos, la liberacion
del ADN del nucleo se lleva a cabo por medio de algin agente quimicoe como el
dodecil suifato de sodio {SDS} y posteriormente se purifica poF precipitacion con
etanol {Scott, J. y Schekman, R., 1980; Kitamura, K., et al, 1974).

Algunos métodos enzimaticos aplicados a la extraccion del ADN de A,
fumigatus utilizan la zimodasa en |a ruptura de la pared, aunque esta enzima es de
mayor utilidad en levaduras que en hongos filamentosos (Loeffler, 1., et al, 1697).

Por su parte, la liticasa ha demostrado efectividad en Ila formacidn de protoplastos
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pues tiene una gran actividad contra Ia pared cetular, ademas de que se evitan las
impurezas encontradas en las preparaciones comertiales de zimolasa, tales como
la B-1,3-gluconasa, proteasa, mananasa, amilasa, xilanasa, fosfatasa y trazas de
DNAsa (Van Burik, 1., et al, 1598).

Un multicomponente enzimdtico, MNovozyme 234, obtenido a partir de
Trichoderma harzianum resultd de gran utilidad en la obtencion de protoplastos;
sin embargo, este producto ha sido descontinuado, por kb gque algunos autores
proponen sustituilc por el Glucanex, una mezda de B-glucanasas, que ha
demostrado una efectividad similar a la del Rovozyme 234 (Jung, K., et al, 2000).

Lz pulverizacion con nitrégeno liquide, un método de rompimiento inicial de la
pared, es un ejemplo de lisis mecanica que ha mostrado rendimientos elevados. FEf
micelio seco y congelado, obtenido a partir de un cultivo en medio liquido, se
pone en contacto con el nirégeno liquido y se pulveriza en un mortero o con
ayuda de un aparato homogenizador. Este método puede resultar peligroso para
la persona que lo realiza si no se realiza con extremo cuidado o bajo el resguardo
de una campana de fujo laminar. La lisis de la pared por este método puede
aplicarse a muestras clinicas, aunque su realizacian es muy larga, y provocaria un
retraso grande en la extraccion y en el diagndstico, donde es necesario tratar un
nimerc de muestras elevado (Miiller, F., et al, 1998; Bainbridge, B., et al, 1990).

La lisis mecanica de la pared celular también se puede lograr por la velocidad
de choque y el grado de colisién entre las célutas del hongo y alguna superficie de
contacto, como las perlas de vidrio o las propias paredes del tubo en el que se
encuentre el micelio. Sin embargo, se ha demostrado que la lisis mecanica no es
efectiva si se emplea sola, por o que se apoya en otras formas de lisis para
romper la pared y separar el ADN del lisado. Asi, se pueden aplicar largos
periodos de vortexing o sonicacdn para provocar la colisién y aumentar la
velocidad de chogue entre las particulas, en presencia de detergentes como el
SDS o el bromuro de hexadecil trimetil amonio (CTAB), de tai forma que se
asegure fa ruptura de la pared celular del hongo (Van Burik, 1., et al, 1998).

ta extraccion del ADN por medio de la ruptura térmica de la pared celular
consiste en sumergir el micelio suspendido en un buffer de lisis, en nitrogeno
liquido para facilitar el congelamiento; inmediatamente se coloca en bafio de agua

a punto de ebullicion para provocar el descongelamiento brusco. Este ciclo de
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congelactén-descongelacion se efectda en varias ocasiones para asegurar la lisis.
El cambio de temperatura tan violento provoca e! shock térmico de la membrana
celular, de tat manera que la pared celular queda debilitada y asi sera susceptible
a la ruptura quimica. Este procedimiento no requiere el uso de sustandas como el
fenol, pues el shock térmico provoca la desnaturalizacién de las proteinas y la
liberacion del ADN se logra con sustancias menos téxicas. Sin embargo, los ciclos
de congelacidn-descongelacion deben repetirse tantas veces como sea necesario
para asegurar la lisis, por lo que este procedimientc se puede prolongar
demasiado (Bainbridge, B., et al, 1990; Samarrai, T. y Schmid, J., 2000).

Aunque la lisis quimica es mas exitosa para la extraccion de ADN de bacterias,
levaduras y células humanas, se ha intentado utilizarla en hongos Alamentosos
con algunos fallos. Ef CTAB, es un detergente catiénico muy utilizado en ia
extraccién en plantas, que libera el ADN de las proteinas por solubilizacién de la
membrana celular. Et ADN y el CTAB forman un complejo, que se puede separar
por los lavados posteriores. Este detergente se ha utilizado en la extraccion de
ADN del Aspergiflus, mostrando cierto grado de éxito (Velegraki, A., et al, 1999).
Otra sustancia utilizada que ha mostrado resultados interesantes es el cloruro de
bencilo, el cual separa el ADN de los polisacaridos gracias a su reaccién con los
grupos hidroxilo residuales, con kb que el ADN obtenido es facilmente liberado con

una centrifugacion sencilla (Zhu, H., et al, 1993).
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2. Justificacion

La fravesia de las moif milles contenza con un puso
{Lap Tsé}
La aspergilosis es una enfermedad emergente en personas inmunosuprimidas
gue ha tenido un gran impacto en receptores de trasplante de médula dsea y
organos sélidos, asi comec en padentes con alteraciones hematolégicas. La
iniciacién de la terapia antifingica apropiada es esencial para reducir la morbilidad
y mortalidad en estos pacientes ademas de lograr que su esperanza y calidad de
vida aumente; el diagndstico temprano de la enfermedad es un factor timitante
para la aplicacién de la terapia. Debido a que las técnicas diagnésticas de rutina
no son efectivas en la aspergilosis, se ha estudiado la deteccén del ADN de A.
fumigatus como un apoyo prometedor para el diagnéstico.

Anteriormente se ha descrito que la obtencidn de un ADN fungico puro, libre
de contaminantes y en cantidad suficente para su estudio, es imprescindible para
utilizarlo en las diversas técnicas de biologia molecular y sea de provecho en el
diagnéstico. No obstante, la mayoria de los métodos para la obtencion dei ADN
son costosos, largos o de dificil realizacidn; ademas de que se debe considerar la

contaminacion con carbohidratos, nucleasas ¥ pigmentos.

Asimismo, es importante resaitar que para que un método se considere ideal,
tos costos de las sustancias a utilizar asi como sus respectivas toxicidades deben
de ser bajos, de tal forma que los desechos que se produzcan no sean altos para
que los costos no se incrementen, y que la toxicidad, tanto de los materales
utilizados como de los desechos producidos, no sea elevada.

Por lo tanto, es importante comparar los diferentes métodos de extraccién de
ADN fangico que se han utilizado para evaluar, bajo condiciones experimentales,
sus caracteristicas de rendimiento, pureza, reproducibilidad, grado de dificultad en
su realizacién asi como el tiempo para llevarlos a cabo. De esta forma, se podra
recomendar algun método que sera probado, en 7trabajos futuros, en la extraccion
del ADN del hongo a partir de muestras clinicas y se utilice como método de
futina en el manejo del ADN y el diagndstice de la aspergilosis.
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3. Objetivos

Amor ingenii neminem unquam divRem fecit
' {Petromio)

3.1 Objetivo general

Evaluar en forma experimental métodos de extraccion del ADN de Aspergiifus

fumigatus reportados hemerograficamente, comparandc el rendimiento, la

pureza y la complejidad de cada uno, eligiendo al mas recomendable para que

se pueda utilizar como método de rutina en ta obtencion del ADN necesaric en

el diagndstico molecular de la aspergilosis.

3.2 Objetivos particulares

3.21

3.2.2

3.2.3

3.2.4

3.2.5

3.2.6

Realizar una revision hemerogréfica para obtener los métodos utilizados
para la extraccion del ADN de Aspergillus spp.

Comparar fos métodos reportados con base a los criterios de tiempo de
realizacién, rendimiento, pureza y disponibilidad de material y equipo,

para elegir a aquellos que se llevaran a cabo experimentalmente.
Agrupar los métodos elegidos con base al tipo de lisis que utilizan.

Determinar mediante la realizacion experimental de los métodos, cual
presenta un mayor rendimiento y mejor pureza en la extraccon del ADN
de Aspergilius fumigatus.

Observar sobre gel de agarosa la integridad del ADN obtenido por los

diferentes meétodos de extracciéon.

Comparar el efectc de las temperaturas de almacenamiento del ADN a
4° C y a -20° C, para determinar cuadl es la mas adecuada para su

conservacion.
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4. Materiales y métodos

Fata vason inivenaenl

Virgitio)
4.1 Diagrama de flujo general

Las etapas realizadas para llevar a cabo el presente trabajo de tesis se
describen con detatle en los siguientes subcapitulos, fas cuates se resumen en el

diagrama de flujo que se presenta a continuacion:

Busqueda hemerografica de los
meétodos de extraccion del ADN
de Aspergiflus fumigatus

, Comparacion de las
Descartar métedos con condiciones de trabajo de

rendimiento y pureza tos métodos reportados
bajos; considerar ta

infraestructura y los
reactivos disponibles en
el faboratorio
v
Resiembra y cosecha > Realizacion experimental por
ded Aspergilius triplicado de cada uno de los
fumigatus métodos de extraccién de ADN

l

Determinacion por espectrofotometria
de la concentracion y la pureza de las
muestras (Azﬁo/Am)

Almacenamiento del
ADNad4d4°y -20°C
por un mes

\

Corrimiento electroforetico

para comprobar la
integridad del ADN obtenido |
J
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4.2 Resiembra y cosecha del A. fumigatus

La cepa de A. fumnigatus (donacion del Laboratorio de Micologia del Instituto de
Diagnéstico y Referencia Epidemioldgicos, InDRE} se resembrd en tubos de SDA
{Dibico, México; Anexo 9.1.1, pag. 64} por la técnica de sembrado por punto, este
agar se utiliza como medio de mantenimiento o de crecimiento del A. fumigatus.
Los tubos sembrados se colocaron en incubacion durante 72 h a 30° C para
permitir la esporuiacidn del hongo; después de este periodo, se conservaron a 4°
C hasta su uso. Una muestra de sembrado se examind al microscopio con la
tinckdn de azul de algoddn {Anexo 9.2; pdag. 64) para observar las clasicas

cabezas conidiales del hongo.

Los tubos sembrados se utilizaron para obtener una suspensién de esporas con
buffer salino de fosfatos (PBS, Anexo $.3.2; pag. 65), con la que se inoculd el
caldo dextrosa Sabouraud (SDB; Bioxon, México; Anexo 9.1.2; pag. 64)

utitizAndose S mililitros (mL) de fa suspension de esporas para 300 mL de caido.

El caldo inoculade se incubd a 30° C por 48 h a 120 revoluciones por minuto
(rpm) para permitir la esporulacion del hengo; el micelio se separd por filtracion
al vacio en papel Whatman nGmero 4 y se colocd en congelacidn por 72 h. Una
vez congelado, el hongo fue distribuido en tubos eppendorf con espatula estéril,
se pesé entre 50 y 55 miligramos (mg) de micelio en cada tubo; estos se

almacenaron a -20° C hasta su uso.

4.3 Descripcion de los métodos elegidos para la extraccibn de ADN
fingico

A partir de la blisqueda hemerografica se lograron encontrar 17 métodos para
la extraccién del ADN de diferentes hongos, los cuales se resumen en la tabla 4.1
(pag. 24). Los primercs métodos descartados fueron el 1 (Spencht, C., et al,
1982), 2 (Garber, R. y Yoder, 0., 1983) v 3 (Reader, U. y Broda, P., 1985) porque
su tiempo de realizacion superaba las SO h, ademas de que fos dos primeros
reportan un rendimiento muy bajo. El método 4 (Bainbridge, B., et al), y el 15
(Miiller, F. et al}, no fueron realizados debido a que se carecia de las enzimas
quitinasa, f-glucuronidasa y det complejo enzimatico Novozyme, que al término

del presente trabajo sigue descontinuado.
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Los métodos elegidos se ordenaron de acuerdo al rendimiento reportade para
ser realizados por triplicado. Algunos de ellos fueron modificados para adecuarocs

a las condiciones del laboratorio.

Tabla 4.1 Métodos reportados para la extraccidén det ADN de Aspergifius
fumigatus en orden cronoligico

METODO REFERENCIA % DE RENDIMIENTO PUREZA
{Azs0/Aze0}
1= Spencht, C., et al, 1982 0.000425 - 0.00045 1.9-2.0
2% Garber, R, Yoder, O., 1983 0.000416 - 0.60125 NR*
3* Reader, U., Broda, P., 1685 NR* 1.9-2.0
4%* Bainbridge, B., et al, 1990 0.05 - 60 NR*
5 Cenis, )., 1992 NR* NR*
6 Zhu, H., et al, 1993 0.009 - 0.011 NR*
7 Graham, G., et al, 1954 NR* 1.85-1.92
8 Loeffler, 1., et al, 1997 NR* NR*
9 Van Burik, 1., et al, 1998 0.072 - 0.074 1.6 -1.7
10 Van Burik, 1., et al, 1998 0.026 - 0.0453 0.77 - 1.554
11 Van Burik, J., et al, 1998 0.01 - 0.014 1.392 - 1.462
12 Van Burik, ], et al, 1998 0.011 - 0.012 1.446 - 1.478
13 Van Burik, 1., et al, 1998 0.013 - 0.039 1.667 - 1.722
14 Van Burik, J., et al, 1998 0.010 - 0.020 1.564 - 1.643
15%* | Miller, F., et al, 1998 NR* NR*
i6 Velegraki, A, et al, 1999 NR* NR*
17 Samarrai, T., Schmid, )., 0.034 - 0.087 NR*
2000

+ NR No Reportado

* Método descartado por su tiempo de realizacidn largo

** Métedo descartado por no contar con las enzimas reportadas

4.3.1 Método S modificado (Cenis, 1., 1992); lisis por sonicacién

El micelio se sonicd 40 minutos en cikclos de 3 minutos y un minuto de
descanso, en presencia de 1 mL de buffer de extraccién (BE) (200 milimolar {mM)
Tris pH 8.5, 250 mM cloruro de sodio {NaCl), 25 mM etilendiamino tetraacetato
sodico (EDTA), 0.5 % SDS). Se adicionaron 600 microlitras {ulL) de acetato de
sodio (AcNa) 3 M pH 5.0 (Anexo 5.3.9; pag. 67) y se colocé 10 minutos a -20° C,
para después centrifugarse en microcentrifuga (Biofuge pxo, Kendro Sorvall,

Alemania) por 15 minutos a 1584 X g (gravedades, unidad de centrifugacion que
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relaciona las rpm con el radio del rotor de la centrifuga) vy el sobrenadante se
transfirio a un tubo nuevo. El ADN se precipitd con un volumen de isopropanol y
se lavd con etanct al 70 % (Anexo 9.3.11; pag. 67) y se disolvid en 200 L de
buffer Tris-EDTA (TE, Anexo 9.3.3; pag. 65). El volumen del sobrenadante se
dividio en dos tubos nuevos para ser almacenados a 4° C o a -20° C durante un
mes. Este ditimo paso se llevd a cabo para todas las muestras de ADN obtenidas
por cada método.

4.3.2 Método 6 (Zhu, H., et al, 1993); lisis quimica

El micelio se resuspendi6 en 250 ul de BE (100 mM Tris-HCl pH 9.0, 40 mM
EDTA), 50 ul SDS 10 % (Anexo 9.3.10; pag. 67) y 150 pL clorurc de bencile, y se
agitd en vortex (Velp Scientifica, Italia) hasta que la mezcla se tornd lechosa. La
preparacion se incubd durante 30 minutos a 30° C y cada 5 minutos se retiré de
la incubacién pars agitarla en vortex. Al término del periodo de incubacion, se
agregaron 150 ulL AcNa 3 M pH 5.0 y la solucidon se coloco en hielo durante 15
minutos; se homogenizd y centrifugd en microcentrifuga {Biofuge primo R, Kendro
Sorvall, Alemania) a 4° C por 15 minutos a 6000 X g. El sobrenadante se colecté
Y el ADN se precipité con isopropanol utilizandose 100 ul TE para resuspenderio.

4.3.3 Hé'to?lo 7 modificado (Graham, G., et al, 1994); lisis térmica-
quimica

El micelic se sometid a 20 cices de congelacién en nitrogeno liquide (1
minuto) ~ agitacién en vértex (1 minuto) - reposo en agua a 80° C {1 minuto); se
adicionaron 200 pL de BE {2% CTAB, 100 mM Tris-HCI, 1.4 molar (M) NaCl, 20mM
EDTA); vy se mezcld por inversion suave, se incubd por 20 minutos a 55° C ¥
centrifug6 durante 5 minutos a 7826 X g. Bl scbrenadante se colectd ¥ se adiciond
un volumen de cloroformo {Chl) : alcohol isoamilico (AIA) (24:1, Anexo 9.3.6;
pag. 66), se invirti6 por 2 minutos y centrifugd un minuto a 7826 X g. La fase
acuosa se colecté y se adiciond 1/10 volimenes de acetato de amonio {AcNH,} 7.5
M {Anexo 9.3.7; pdg. 66), 2 volimenes de etancl absoluto frio ¥ se mezcld por
inversion suave para precipitar el ADN. Se centrifugd un minuto a 315 X g y el
sobrenadante se retird. £l ADN se lavd con etanol al 70 % y se disolvié en 200 ul
de buffer TE.
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4.3.4 Método 8 modificado {Ldeffler, J., et al, 1997); lisis enzimatica

El micelio se suspendio en 500 pk de BE (50 mM Tris pH 7.5, 10 mM EDTA, 28
mM p-mercaptoetanol) mas 500 unidades (U} de liticasa, se sometié a incubacién
durante 45 minutos a 37° C y se centrifugé por 15 minutos a 7826 X g;
posteriormente se traté con 500 pl de 1 M Tris - 10 mM EDTA y 500 pl de SDS al
10 % durante 45 minutos a 65° para lisar los plastos. La solucién se incubd con
acetato de potasio (AcK) 3 M (Anexo 9.3.8; pag. 67) a -20° C por 40 minutos. El
ADN se precipité con isopropanol frio y se purificd con etanol al 70 %, se seco al
aire y finalmente se resuspendit en 100 ut. de buffer TE.

4.3.5 Método 9 (Van Burik, )., et al, 1998); lisis mecanica-quimica

Se suspendieron 50 mg de micelio en 667 ulL de BE (2 % Triton X-100, 1 %
SDS, 100 mM NaCt, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI pH 8.0, v se le adictonaron 500
mg de peras de vidrio (1.1 - 1.5 mm de didmetro) lavadas en icido, 667 uL fenol
(Phe):Chl:ALA en una proporcidn de 24:24:1 (Anexo 9.3.1; pag. 64) y se sometio
a agitacidén en vortex por 30 minutos. La fase acuosa fue transferida a un
eppendorf nuevo y se repitio el proceso de extraccidon dos veces con un volumen
igual de Phe:Chl:AIA y una vez con Chl:AlA (24:1). El ADN se precipitd con AcNH,
3 M (Anexo 9.3.7; pag. 66} seguido por dos volumenes de etanol al 100%. La
pastilla de ADN se resuspendi® en 100 pL de buffer TE y 1 pl de ribonucleasa
{RNAsa) a 500 mixcrogramos (pg)/mL (94 U/mg). La preparacién se incubs por t
hora a 37° C y se centrifugd a 11270 X g por 12 minutos. £l sobrenadante se
dividid como se indica en el método 5.

4.3.6 Hé'to_do 10 n"bm_iiﬁcado (Van Burik, J., et a}, 1998); lisis térmica-
quimica-mecanica
€l micelio se sometio a los ciclos de congelacién-descongelacién descritos en ef
método 7; se adicionaron 500 mg de perias de vidrio lavadas en dcido y se aqgito
en vortex por 30 minutos. El precipitado se suspendit en 833 uL-de BE {200 mM
Tris pH 8.5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5 % SDS) y se colocéd en una
plataforma giratoria (Red Rotor, Hoefer, USA) por 30 minutos. Los 3acidos
nudieicos se extrajeron dos veces con 833 nl Phe:ChL:AIA, una vez con 833 ul
Chi:AIA y se precipité con 0.7 volimenes de isopropanol. EI RNA ¥ los restos
celulares se removieron como se describe en el método 9.
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4.3.7 Método 11 (Van Burik, J., et al, 1998); lisis por sonicacién

El micelic se suspendid en 1 mL de BE (1 % CTAB, 1.4 M NaCl, 100 mM Tris
pH 8.0, 20 mM EDTA); se sonicd por 40 minutos {en ciclos de 3 minutos de
sonicacidn y 1 minuto de descanso) a 55° C y 47 kHz en presencia de 500 mg de
perlas de vidrio; seguido a esto, se centrifugd por 10 minutos a 7826 X g v el
sobrenadante se transfirid a un nuevo tubo. La pastilla de ADN se lavd con etanol
al 70 % y se resuspendio en buffer TE y 500 pg/mL RNAsa tal como se describe

en el método 9.

4.3.8 Método 12 (Van Burik, 1., et al, 1998); lisis por sonicacién

Este métado es idéntico al método 11, con excepcidn que no se adicionaron las

perias de vidrio durante la sonicacidn.

4.3.9 Método 13 modificado (Van Burik, J., et al, 1998); lisis térmica-
quimica

El micelio se sometid a fos ciclos de congelacién-descongelacién descritos en el

metodo 7. El precipitado se suspendié en 1 mt de BE (1% CTAB, 1.4 M NaCl, 100

mM Tris pH 8.0, 20 mM EDTA) y el tubo se incubd en hielo por 1 hora. E! ADN se

extrajo de acuerdo a lo descrito en el método 9.

4.3.10 Método 14 (Van Burik, 1., et al, 1998): lisis enzimatica

El micelio se resuspendio en 833 pL de BE (SO0 mM Tris pH 7.6, 1 mM EDTA, 20
% 2-mercaptoetancl}, a los cuales se les adicionaron 300 U de liticasa y la
preparacidn se incubé 3 horas a 37° C. El nicleo se lisd con 100 uL SDS 10 %
durante 20 minutos a 65° C; se adicionaron 200 pL de AcK 3 M e incubd en hielo
por 25 minutos y se centrifugd a 4° C durante 30 minutos a 13000 X g. La pastilla
de ADN se lavd con etancl al 70 % y se resuspendio en buffer TE y 500 pg/mL de

RNasa tal como se describe en el método 9.

4.3.11 Hé'tot:lo 16 modificado (Velegraki, A., et al, 1999); lisis mecanica-
quimica

Ef micelio se suspendio en 500 uL de BE (2% CTAB, 700 mM NaCl, SO mM Tris-

HCI pH 8.0, 10 mM EDTA v 2% 2-mercaptoetanol) y se colocaron S a 6 perlas de

vidrio de 1.1 a 1.6 milimetros de didmetro y se agitd en vortex 3 minutos. Las

suspensiones se incubaron 30 minutos a 65° C con agitacion; posteriormente se

transfirieron a un tubo nuevo y se ie adicionaron 500 uL Chl:AlA homogenizando
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por inversian. Para separar las fases se centrifugd durante 15 minutos a 7826 X g

a temperatura ambiente, la fase acuosa se transfirid a un tubo limpio y se
adiciond un volumen igual de isopropanol. La pastilla se resuspendid en buffer de
lavado (76 % etanol, AcK 10 mM) incubandose por 15 minutos a temperatura
ambiente. La solucion se traté con RNAsa en 10 mM Tris-HCI-EDTA pH 7.6 a3 37° C
por 10 minutos. El buffer de lavado se removié por centrifugacion y la pastilla se
lavd con etanol al 70% y mas tarde se resuspendid en 200 pL de buffer TE.

4.3.12 Método 17 modificade (Samarrai, T. y Schmid, J., 2000); lisis
térmica-quimica

El micelio se sometié a los ciclos de congelacién-descongelacidn descritos en el
método 7 y posteriormente se resuspendio con 5 cidos de pipeteo suave en 833
ul de BE (40 mM Tris-acetato, 20 mM AcNa, 1 mM EDTA, 1% SDS pH 7.8), hasta
que la viscosidad de la suspensién se redujo. Se adicionaron 2 pL de RNAsa (10
mg/mL) y la mezcla se incubd 5 minutos a 37° C; después se adicionaron 275 pul
de NaCl 5 M (Anexo 9.3.12; pag. 67) y se mezcld por inversidén SO veces. La
preparacién se centrifugd durante 20 minutos a 4° C y 13000 X g. EI
sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y se adicionaron 667 ul de Chl y 667
uL de Phe. La solucién se mezclé aproximadamente 50 veces hasta que se tomo
lechosa y se centrifugd por 20 minutos. La fase acuosa se extrajo con un volumen
igual de Chl. €1 ADN se precipité con 2 volimenes de etanol frio al 95 % {Anexo
9.3.11; pag. 67), se resuspendié en 833 L de buffer de lisis y se mezclé por
pipetec. A I3 preparacidn se le adicionaron 275 pL de NaCl 5 M y se invirtio varias
veces. La suspension se extrajo con Chl como se describit antes. E| ADN se lavé 3
veces can etanol frio al 70 %, se secd y se disolvid en 50 pL de buffer TE.

4.4 Determinacion de 1a pureza y concentracién del ADN de A, fumigatus

La determinacion de la concentracidn de ADN de las muestras obtenidas se
realizé en un espectrofotometro {UV 1101, WPA, Inglaterra) a 260 nandometros
(nm). La lectura que se obtiene multiplica por 30.05 para expresar la
concentracién de ADN en pg/ul. Ef factor se obtiene de la siguiente forma:

601 * 50 pg/mL = 30.05 pg/ul
1000

donde 601 es la dilucidn reatizada a la muestra para feer en el espectrofotémetro,

50 ug/mL es la concentracién de ADN de doble cadena que equivale a una
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densidad optica de 1, y 1000 es el factor de conversion para expresar la
concentracidon en pg/pl.

Posteriomente se leydo a2 280 nm para determinar la relacién Azea/Azen que
determina fa pureza de la muestra; para obtenera, se divide la lectura de
absorbanda que se obtuve a 260 nm entre fa lectura cbtenida a 280 nm. Mientras
mds cercana se encuenire esta relacién a 1.8, la muestra es mas pura. Si esta por
debajo de 1.6 indica contaminacién por proteinas, ¥ si supera el 2.0 indica

contaminacion con RNA.

4.5 Cosrimiento electroforético de las muestras de ADN

Después de que se obtuvieron las muestras y que se determinaron sus
concentraciones y su pureza, se analizaron por medio de un corrimiento
electroforético utitizando geles de agarosa al 0.7 %, tefiidos con bromuro de etidio
(Anexo 9.3.5; pag. 66), para conocer la integridad del ADN. La fluorescencia de
las bandas fue evaluada visualmente; el corrimiento electroforético se realizé en
buffer de Tris-HCl-borato-EDTA {BTE, ver Anexc 9.3.4; pag. 66).

4.6 Comparacion de la temperatura de almacenamiento de la muesiras
de ADN

Para analizar el efecto de la temperatura de almacenamiento en la
conservacion e integridad de las muestras de ADN, el volumen obtenidc de la
solucién de ADN de cada método se dividid en dos tubos y se colocaron en
refrigeracion (4° C) y congelacién (-20° C) durante un mes de almacenamiento.
Posterior a este periodo, se determind nuevamente la concentracién de ADN de
cada muestra, tanto de las refrigeradas como de las congeladas, y se realizd un
segundo corrimiento electroforético con el que se comprobd la estabilidad ¥y la
integridad de las muestras.

4.7 Analisis estadistico de los resultados obtenidos

Los resuitados del rendimiento y pureza promedic fueron sometidos a un
andlisis de varianza, en el programa “Statistica For Windows 95/98/2000/NT
{version:5.5, Series 0900-A-N4)", para conocer las diferencias significativas entre
los resultados de rendimiento y pureza, y establecer si los métodos son diferentes

entre si.
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5. Resuitados

La fuer=a no provienie de ta capuchidad fisica,
siro de L rodunbad indomable
(Malwiing Gandhi)

5.1 Métodos de extraccién de ADN de hongos filamentosos aplicados a A.
fumigatus.

La investigacién bibliografica de los métodos de extraccion de ADN de hongos
filamentosos brindd un total de 17 métodos basados en diferentes tipos de lisis de
la pared celular de los hongos; inicialmente estos métodos se ordenaron
cronoidgicamente y se les asignd un numero de acuerdo a este criterio que

conservaron a lo largo del trabajo, tal como se resumié en la Tabla 4.1 (pag 24).

Los métodos fueron analizados cuidadosamente para elegir aquellss que se
realizaron en el laboratorio; unc de los criterios para seleccionarios fue que los
dempos de realizacibn no fueran tan prolongados, por lo que los métodos 1
(Spencht, C., et al, 1982), 2 {Garber, R. ¥ Yoder, O., 1983} y 3 (Reader, U. y
Broda, P., 1985) se descartaron porque su tiempo de realizacion superaba las 50
h en el primer paso de la extraccion, ademas de que los dos primeros reportan un
rendimiento bajo. Los reactivos y equipos a utilizar también fueron una limitante
considerada para la seleccibn o para realizar alguna modificacion a ciertos
métodos. Por lo tanto, los métodos 4 (Bainbridge, B., et al, 1990), y el 15 (Mdilter,
F. et al, 1998) fueron descartados al carecer de las enzimas que utilizaban.

Los métodos elegidos fueron ordenados finalmente de acuerdo al rendimiento

reportado por los autores y este fue el criterio que se siguit para analizarios.

Es importante mencionar que el método 5 (Cenis, J., 1992) también fue
aplicado a la extraccidn de ADN de plantas; otros métodos tales como el 8
(Loeffler, 1. et al, 1997) y el 16 (Velegraki, A. et al, 1999) fueron realizados sobre
sangre completa inoculada con una concentracion conocida de esporas, por lo que
incluian un paso previo de lisis de eritrocitos y leucodtos, el cual se elimind debido
a que en el presente trabajo se inicié la extraccién de ADN a partir de un cultivo

puro de A. fumigatus.

Otros métodos que también tuvieron modificaciones fueron los que utilizaban

la puiverizacion como ferma de lisis; a los métodos 7,10, 13, 16 ¥ 17 se les
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aplicaron ciclos de congelacion-descongelacion en lugar del paso de pulverizacion,
de esta forma se evito la dispersion y un contacto mayor con et hongo.

Otra modificacién fue la que se aplico al método B, que utiliza fa enzima
zimolasa; al no contar con ésta se utilizd la liticasa, que también es una B-
glucanasa y, por ko tanto, tiene una actividad similar a la que Loeffler vy
colaboradores (1997) utilizaron.

Una dltima meodificacién se aplicd al método 5, Cenis y colaboradores (1992)
recomiendan el uso de un homogenizador de tejidos para macerar y lisar al
hongo; dado que los volimenes de reaccion utilizados fueron sumamente
pequefios y para tratar de evitar la dispersion del hongo en el ambiente de
trabajo, esta forma de lisis se sustituyd por la sonicacion en presencia de perlas
de vidrio.

El tipo de lisis en que se basaba cada método permitid clasificartos utilizando

este criterio, tal como se describe en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1 Clasificacion de los métodos de extraccion
de ADN de A. furmigatus de acuerda al tipo de lisis

TIPO DE LISIS METODO
Térmica-guimica 7,13, 17
Sonicacién S, 11,12
Quimica 6
Enzimatica 8, 14
Mecdnica-quimica 9, 16
Térmica-guimica-mecanica 10

Ctro ceriterio que también permiti¢ clasificarlos fue el grado de dificultad en su

realizacion, que se detalla en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2 Casificacién de los métodos de
extracciéon de ADN de A. fumigatus de acuerdo al
grado de dificultad

GRADO DE DIFICULTAD METODO
Sencilio 6,8,6, 14
Medic 7,10, 13, 186,
Complicado 5, 11,12, 17
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5.2 Determinacién espectrofotométrica de la concentracién de ADN

Para realizar la cuantificacién de la cantidad de ADN presente en las muestras
obtenidas por los diferentes métodos de extraccién mencionados anteriormente,
se realizaron lecturas de absorbancia por duplicado de cada extracto a una
tongitid de onda de 260 nm y de 280 nm. La lectura a 260 nm permitié realizar el
célculo de la concentracitn de dcido nucleico en las muestra s; una densidad optica
(DO) de 1 corresponde aproximadamente a 50.0 ng/mL (0.05 pg/ul) de ADN de
doble cadena.

La relacién entre las lecturas a 260 nm ¥ 280 nm {DO,5/D03sy) proporciona un
estimado de la pureza del acido nucleico obtenido. Las preparaciones de ADN
deben tener valores DO,5/D05s de 1.8; si existe contaminacdn con proteinas o

fenol, este valor es significativamente menor, y la cuantificacién de la cantidad de
acido nucleico no es predisa.

Comeo un ejemplo de jo anterior, en la Tabla 5.3 se citan las lecturas de DO a
260 nm y 280 nm por duplicado de cada preparacion obtenida por el método 14;
a partir de estos datos se logré obtener el valor de la relacion DO 360/ D080
promedio para cada repeticién del método, asi como de la concentracion en ug de
ADN/uL de solucidn de la muestra obtenida.

Tabla 5.3 Vvalores de DO a 260 nm y 280 nm, relacién de DO, /DO;s ¥
concentracion de ADN en ng/ul de las muestras obtenidas por triplicado utilizando

el método 14
REALIZACION | DOseo v | DOss0 e | DOgeal ADN DOz6af ADN
DO2s {ng/ul) DOza0 {ug/ul)
(Promedio} | {(Promedio)
la 0.040 0.025 1.6 1.2020 1.8 1.3222
0.048 0.024 2.0 1.4424
2a 0.035 0.021 1.6667 1.9518 1.8095 1.1420
0.041 0.021 1.952 1.2321 -
3a 0.040 0.025 1.6 1.2020 1.6540 1.217%
0.041 0.024 1.708 1.2321

5.3 Analisis de los rendimientos promedio obtenidos en cada método

Los resultados de las concentraciones de ADN, los volumenes fnales de cada
muestra y el peso original de la muestra fingica trabajada, se utilizaron para

obtener el rendimiento en ug de ADN/g de muestra inicial de hongo.
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En fa Tabla 5.4 se muestra el rendimiento de {as tres repeticiones realizadas

estadistico.

Tabla 5.4 Rendimiento promedio (g de ADN/g de muestra de hongo) con DEM*
y CV** de cada triplicado de los métodos de extraccién de ADN de A. fumigatus.

encuentran muy alejados entre si,

METODO TRIPUCADO | g ADN/g PROMEDIO + Cv=*
MUESTRA DEM*
9. Van Burik, J. et al, 9(1) 478.23 | 861.2966 + 64.53
1998 5(2) 1647.19 | 680.67
9{3) 458.47
17. Samarrai, T., Schmid, 17(1) 1351.61 | 1345.0033 + 12.51
1., 2000 17(2) 1547.64 | 206.02
17(3) 1135.76
10. Van Burik, ). et ai, 10{1) 1555.01 | 1167.20 + 32.37
1998 10(2) 1088.77 | 438.88
10(3) 677.82
13. Van Burik, 1. et al, 13{1) 1030.48 | 1303.08 + 14.90
1998 13(2) 1410.47 | 237.85
13(3) 1468.30
14. Van Burik, J. et al, 14(1) 4843.23 | 4548.33 + 6.03
1998 14(2) 4182.97 | 335.72
14(3} 4618.79
6. Zhu, H. et al, 1993 6(1) 1379.64 | 7294.28 + 69.99
6(2) 6665.84 | 6252.59
6(3) 13837.36
7. Graham, G. et al, 1994 7(1) 987.75 [ 1104.9333 + 8.41
7(2) 1215.09 | 113.83
7(3) 1111.96
12. Van Burik, ). et al, 12(1) 12116.38 | 11357.01 + 17.11
1998 12(2) 13264.22 | 2379.57
12(3) 8690.44
11. Van Burik, 1. et al, 11(1) 8589.87 | 9513.6933 + 6.88
1598 11(2) 9924 .86 | 801.66
11(3} 10026.35
S. Cenis, J., 1992 5(1) 15081.31 | 16506.4333 + | 6.57
5(2) 17711.19 | 1328.72
5(3} 16726.80
16. Velegraki, A. et al, 16{1) 7323.70 [ 6325.89 + 14.45
1999 16{2) 5114.99 | 1119.67
16(3) 6538.98
8. Loeffter, J. et al, 1997 8(1) 11421.38 | 10152.3233 + | 8.9¢
8(2) 9648.55 | 1106.79
8(3) 9387.04

* DEM: desviacion estandar muestral; **CV: coeficiente de variacion

para cada método, asi como el valor promedio, con su respectiva desviacion
estandar muestral (DEM) y coeficiente de variacién (CV). Estos valores indican
gue los rendimientos de las muestras obtenidas por los métodos 6 y 12 se

por lec que fueron excluidos del andlisis
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En la Tabla 5.5 se muestra ta comparacién de los valores de rendimiento
promedio experimentales con Jos datos reportados por los autores; se puede
observar que todos los valores experimentales superan 2 los datos reportados.

Tabla 5.5 Comparacion def rendimiento promedio experimental de cada método
con los valores reportados por Jos autores

METODO RENDIMIENTO % % RENDIMIENTO
PROMEDIO RERDIMIENTO REPORTADO
{ug ADN/g de
muestia)
9. Van Burik, J. et al, 1998 861.2966 0.0750 0.072 - 0.074
17. Samarrai, T., Schmid, J., 1345.0033 0.1338 0.034 - 0.087
fg.oean Burik, J. et al, 1998 1107.20 G.1085 0.026 - 0.0453
13. Van Burik, J. et al, 1998 1303.08 0.1304 0.013 - 0.039
14. Van Burik, 1. et al, 1998 4548.33 0.4547 0.010 - 0.020
6. Zhu, H. et al, 1993 729428 0.7292 0.009 - 0.011
7. Graham, G. et al, 1994 1104.9333 0.1105 NR*
12. Van Burik, J. et al, 1998 11357.01 1.1363 0.011 - 0.012
11. Van Burik, J. et al, 1998 9513.6933 0.9519 0.01 - 0.014
5. Cenis, J., 1992 16506.4333 1.6497 NR*
16. Velegraki, A. et al, 1999 6325.89 0.6198 NR*
8. Loeffler, J. et al, 1997 10152.3233 0.9816 NR*
*NR: no reportado

Los métodos de extraccién de ADN que se sometieron al andlisis estadistico
son presentados en la Grdfica 5.1 (pag. 35), donde se gbserva el rendimiento
promedio de cada método en pg de ADN/g de muestra inicial de hongo, asi como
el error estandar de cada uno. En este grafico se puede observar gue los métodos
que presentan un alto rendimiento son e! 5, 8 vy 11 (de 16506.43 a 9513.69 ug de
ADN/g de muestra), mientras que los de menor rendimiento son 2,9,10, 13y 17
{de 1345.00 a 861.29 ug de ADN/g de muestra), quedando con rendimiento
medio los métodos 14 y 16 (4548.33 y 6325.89 pg de ADN/g de muestra,
respectivamente).
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Gréifica 5.1 Rendimiento promedio de cada método de extracdén de ADN de Aspergillus
fumigatus

20000 : : R : . Métodos de extraccién de ADN
8 18000 18506,4333 | ' P
g T ' 09 (mecénica-quimica *)
F
16000 |
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< 4000 7 /@5 (sonkaclén)
g 1345,0033  1303,0833 ?ﬁ%’ |
] N s i -
2000 | g1 2008 1107.2 A 100,032 & 16 (mecénica-quimica)
24 '
0 ' I:] %‘j = 8 (enzimatica)

Método da extracclén da ADN

*Tipo de lisis
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Para determinar las diferencias significativas entre los valores de rendimiento
promedio de los métodos de extraccion de ADN, se realizd un andlisis de varianza
de un solo factor cuyos resultados se observan en la Tabla 5.6; este analisis
mostro diferencias significativas (P < 0.05), por lo que posteriormente se realizé

una Prueba de Tukey.

Tabla 5.6 Analisis de varianza de un factor {P < 0.05) para los rendimientos
promedio de cada método de extraccidn de ADN de A. fumigatus

ORIGEM DE SUMA DE GRADOS { CUADRADOS F p=*
LAS CUADRADOS DE MEDIOS
VARIACIOMNES LIBERTA
D
Entre grupos | 764982211. S 84998023.52 | 147.37 2.7289x10'®
7 66
Dentro de fos | 11534804.7 20 576740.2378
grupcs 6
Total 776517016. 29
4
*E! valor de probabilidad (P) indica que existen diferendas significativas entre los
valores de rendimiento promedio

En la Tabla 5.7 {pdg 37) se observa la comparacidon por pares de los métodos
utilizados. Los numeros que aparecen en negritas indican que no hay diferencia
significativa entre e} rendimiento del par de métodos comparados.
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Tabla 5.7 Comparacion del rendimiento promadic de cada método de exiraccion da ADN de A. fumigatus por medio de la Prusba de Tukey (p < 0.05)

METODO 5 7 8 9 10 1 13 14 18 17
Exr REECION (18506.4333)" | (1104.833) | (10152.32) | (B61.2067) | (1107.2066) | (9513.8933) | (1303.08) | (4548.33) | (8325.89) | (1345.003)
5 0.00017864 | 0.00017864 | 0.00017884 | 0.00017884 | 0.00017864 | 0.00017864 | 0.00017864 | 0.00017864 | 0.00017864
7 0.00017864 0.00017864 | 099999338 1.0000 [ 0.00017864 | 0.90099893 | 0.00077861 | 0.00016591 | 0.995004160
8 0.00017864 | 0.00017864 000017884 | 0.00017864 | 0.98641865 | 0,00017884 | 0.00017864 | 0.00032407 | 0.00017864
9 0.00017864 | 0.989093** | 0.00017864 0.00009285 | 0.00017884 | 0.99900305 | 0.00042218 | 0.00017875 | 0.99816807
10 0.00017864 1.0000 | 0.00017864 | 0.50900285 0.00017864 | 0.99999899 | 000078404 | 0.000185691 | 0.99009464
R 0.00017864 | 0.00017864 | 0.98641835 | 0.00017864 | 0.00017864 0.00017864 | 0.00018674 | 0.00171953 | 0.00017864
13 0.00017864 | 0.99999803 | 0.00017864 | 0.99600305 | 0.69999808 | 0.00017864 0.00142729 | 0.00018638 1.0000
14 0.00017864 | 0.00077891 | 0.00017884 | 0.00042218 | 0.00078404 | 0.00018674 | 0.00142729 0.17990023 | 0.00163221
16 0.00017864 | 0.00018691 | 0.00032407 | 0.00017875 | 0.00016501 | 0.00171853 | 0.00018838 | 0.17990023 0.00018€62
17 0.00017864 | 0.00099416 | 0.00017864 | 0.60818807 | 0.09900464 | 0.000717664 1.0000 | 0.00163221 | 0.00018662

* El nimaro indicado entre paréntesis es el valor de rendimiento promedio de cada melodo de 8xiracon
** LOs nOmeros en negritas indican que no hay difersncias significatlvas entre Ios métodos de axtraceion comparadoy




La Tabla 5.8 muestra un resumen de la comparacidn por pares de los métodos

utilizados, donde se puede observar que los métodos se agrupan censiderando
que no existid diferencia significativa entre ellos en: grupo A (métodos 7, 9, 10,
13 y 17), grupo B (métodos 14 y 16}; grupo C (meétodos 8 y 11} y grupo D
{método 5}; fos grupos estan en forma ascendente con respecto a los vatores de
rendimiento obtenidos por cada método.

Tabla 5.8 Comparacion del rendimiento
promedio de cada método de extraccién de
ADN de A. fumigatus

METODO DE RENDIMIENTO
EXTRACCION* PROMEDIC (ug de ADN/g
de muestra)
9 861.2967
7° 1104933
10° 1107.2966
13° 1303.08
17? 1345.003
14° 4548.33
16° 6325.89
11° 9513.6933
8° 10152.32
5° 16506.4333
*Los métodos que no presentan diferencias
significativas tienen el mismo superindice

5.4 Anailisis de la pureza de ADN de cada método de extraccién

Con ayuda de la lectura a 280 nm se pudo calcular la relacidn Aje/Azes que
define el grado de pureza de cada muestra de ADN extraido. En la Tabla 5.9 {pag.
39) se puede observar e! resultado de esta retacidn para cada meétodo por
triplicado, el promedic de ellos, su desviaciéon estdndar muestral (DEM) y su
coeficiente de variacion (CV).

Con el método 6 se obtuvieron resultados con un CV muy alto, por lo que se
decidio exdluirlo de! andlisis estadistico. Es importante tener presente que este
método también fue descartado del andlisis estadistico considerando los valores

de rendimiento.
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Tabda 5.9 Pureza promedio (Aza/f,e) de los triplicados de cada método con DEM* ¥
CV** para los métodos de extraccidn de ADN de A. fumigatus

METODO TRIPLICADO Azo/Azs | PROMEDIO + DEM* | Cv**
9. Van Burik, J. et 9(1} 1.2770 1.3900 £+ 0.1115 | 6.55
al, 1998 9(2) 1.5000

9(3) 1.3930
17. Samarrai, T., 17(1) 0.7915 0.8097 £ 0.1267 | 12.78
Schmid, J., 2000 17(2) 0.9445

17(3) 0.6930
10. Van Burik, 1. 10(1} 1.0000 1.1481 + 0.1697 | 12.07
et al, 1998 10(2) 1.1111

103} 1.3333
13. Van Burik, J. 13(1) 1.1250 1.0417 £+ 0.0722 | 5.66
et al, 1998 13(2) 1.0000

13(3) 1.0000
14. Van Burik, J. 14(1) 1.8000 1.7712 + 0.1057 | 4.87
et al, 1998 14(2) 1.8595

14(3) 1.6540
6. Zhu, H. et al, &(1) 1.0455 1.5235 + 0.4163 | 22.31
1993 6(2) 1.7185

6(3) 1.8065
7. Graham, G. et 7(1) 1.0355 1.0990 = 0.0566 | 4.20
al, 1994 7(2) 1.1175

7(3) 1.1440
12. Van Burik, J. 12{1) 1.9030 1.9455 + 0.0444 | 1.86
et aj, 1998 12(2) 1.9915

12(3) 1.9420
11. Van Burik, J. 11(1) 1.9795 1.9903 £ 0.0684 | 2.80
et al, 1998 11(2) 2.0635

11{3) 1.9280
5. Cenis, 1., 1692 5(1) 1.9360 1.9446 + 0.0223 | 0.94

5(2) 1.9700

5(3) 1.9280 .
16. Velegraki, A. 1601} 1.6375 1.6693 + 0.0929 | 4.54
et al, 1999 16(2) 1.5965

16{3) 1.7740
8. Loeffler, 1. et 8(1) 1.9460 1.8273 £ 0.1033 | 4.61
at, 1997 8(2) 1.7575

8(3) 1.7785

* DEM: desviacidn estandar muestral; **CV: coeficiente de variacon
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En la Tabla 5.10 se muestra la comparacion de los vaiores de pureza promedio

obtenidos en el presente trabajo con los datos reportados por los autores; se

puede observar que los métodos 7, 9 y 13 resultaron con un pureza menor a la

reportada; en el caso de los métodos 11, 12, y 14 la pureza experimental resultod

mayor; solo el método 10 se encontrd en el rango de pureza que reportaron los
autores. Los autores de los métodos 5, 6, B, 16 y 17 no reportaron pureza.

Tabla 5.10 Comparacion de la pureza promedio (Axe/Aasg) de cada
meétodo con los valores reportados por los autores

METODO PUREZA PUREZA

PROMEDIO REPORTADA
{Azs0/Azen) (Azeo/A2s)

9. Van Burik, 1. et al, 1998 1.3900 1.6-1.7

17. Samarrai, T., Schmid, J., 2000 0.80%7 NR*

10. Van Burik, J. et al, 1998 1.1481 0.77 - 1.554

13. Van Burik, J. et al, 1998 1.0417 1.667 - 1.722

14. Van Burik, ). et al, 1998 1.7712 1.564 - 1.643

6. Zhu, H. et al, 1993 1.5235 NR*

7. Graham, G. et al, 1994 1.0990 1.85 - 1.92

12. Van Burik, J. et al, 1998 1.5455 1.446 - 1.478

11. Van Burik, }). et al, 1998 1.5903 1.392 - 1.462

S. Cenis, J., 1992 1.9446 NR*

16. Velegraki, A. et al, 1999 1.6693 NR*

8. Ldeffler, ). et al, 1997 1.8273 MNR*

*NR: no reportada

En la Grafica 5.2 (pag. 41)se representan los métodos que fueron sometidos al

anadlisis de varianza; en ella se observa que l!os métodos con una pureza
apropiada de acuerdo a la literatura (1.7 - 1.9} son el 5, 8, 11, 12 y 14; los que
presentan una pureza media (1.3 - 1.6) son et 9 y 16 mientras que los métodos
con pureza baja (0.8 - 1.2)son el 7, 10, 13 y 17.
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Gréfica 5.2 Pureza promedio de cada método de extracclén de ADN de Aspergillus

Pureza (A260/A280)
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El analisis de varianza de un solo factor de los valores de pureza promedio

mostré que existian diferencias significativas entre ellos tal como se observa en la

Tabla 5.11.

Tabla 5.11 Andlisis de varianza de un solo factor (p < 0.05) para ta pureza
promedio de cada método de extraccidn de ADN de A, fumigatus

ORIGEN DE SUMA DE GRADOS PROMEDIC F P
LAS CUADRADOS DE DE LOS
VARIACIONES LIBERTAD | CUADRADQS
Entre los 5.482851403 10 0.54828514 { 58.361842 { 1.73293x10°
métodos 13
Dentro de bos | 0.206680813 22 0.009394582
métodos
Total 5.689532216 32
*El valor de probabilidad indica gue existen diferencias significativas entre los valores
de pureza promedio

Posteriormente, se realizo una Prueba de Tukey cuyos resultados se muestran

en la Tabia 5.12 {pdg. 43); tos nimeros en negritas indican que existe diferencia

significativa entre el par de métodos comparados.
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Tabla 6.12 Comparacion de la pureza promedio de cada método de extraccion de ADN de A. fumigatus mediante la pruaba de Tukey (p < 0.05)

Métodos 5 7 8 9 10 11 12 13 14 16 17
de (1.9447") | (1.0990) (1.8273) (1.3900) (1.1481) | (1.9903) (1.9455) (1.0417) | (1.7712) | (1.6683) | (0.80967)
axtraccién

0.000201 | 0.810773 | 0.000213 | 0.000201 | 0.999938 1.000 0.000201 | 0.531858 | 0.061069 | 0.000201
0.000201 0.000201 | 0.040370 | 0999881 | 0.000201 | 0.000201 | 0.999538 | 0.000201 | 0.000208 | 0.042211
0.81077 | 0.000201 0.000756 | 0.000201 | 0.814070 | 0.907198 | 0.000201 | 0.899613 | 0.853100 | 0.000201
0.000213 | 0.040370 | 0.000756 0.14015 | 0.00020 | 0.000213 | 0.008221 | 0.003258 | 0.085009 | 0.000206
0.000201 | 0.999881 | 0000201 | 0.14018 0000201 | 0.000201 | 0.949461 | 0.000202 | 0.00023 | 0.010886
0.998938 | 0.000201 | 0.8614070 | 0.00020 | 0.000201 0.999948 | 0000201 | 0.232895 | 0.017749 | 0.000201

1.000 0.000201 | 0.807198 | 0.000213 | 0.000201 | 0.999948 0.000201 | 0.525389 | 0.056750 | 0.000201
0000201 | 0.999538 | 0.000201 | 0.008221 | 0.849481 | 0.000201 | 0.000201 0000201 | 0.000202 | 0.17597
0.531858 | 0000201 | 0.999€13 | 0.003258 | 0.000202 | 0.232895 | 0.525389 | 0.000201 0.961749 | 0.000201
0.081089 | 0.000208 | 0.853100 | 0.035009 | 0.00023 | 0.017749 | 0.059750 | 0.000202 | 0.961749 0.000201
0.000201 | 0.042211 | 0.000201 | 0.000206 | 0.010866 | 0.000201 | 0.000201 | 0.178870 | 0.000201 | 0.000201

* E! nimero indicado entre pardnlesis s la pureza promadio de cada malodo de extracclon
** Los nimeros en negritas indican que no hay diferencias significativas antre los métodos de extraccidn comparados




métodos, donde se observa que es posible agrupar a tos métodos, considerando el
grado de pureza y sus diferencias significativas, en métodos con pureza baja (17
y 13}, media (7, 9, 10, 16) y alta (5, 8, 11, 12, 14); este Gltimo grupo
corresponde al de pureza adecuada segln lo observado en la Grdfica 5.2.

En la Tabla 5.13 se muestra el resumen de la comparacion por pares de los

Tabda 5.13 Comparacion de la pureza
promedio de cada método de extraccidon de
ADN de A. fumigatus

METODO DE PUREZA
EXTRACCION* (Asso/Azso)

17° 0.80967

13 1.0417

7¢ 1.0950

10°¢ 1.1481

g<d 1.3900

169* 1.6693

14 1.7712

g 1.8273

5o 1.9447

12%f 1.9455

11%f 1.9903
*Los métodos que no presentan diferencias
significativas entre ellos tienen superindices

Kguales.




5.5 Correlacion del rendimiento con la pureza del ADN de cada método

La correlacién entre la pureza y el rendimiento de los métodos de extraccidn
de ADN de hongo se muestra en la Gréfica 5.3, observandose que la correlacion
es adecuada (R? = 0.7128).

Grifica 53 Correlacién del rendimientio con la pureza de cada método de
extraccién de ADN de Aspergifus fimtigatus
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Para determinar si hay relacion entre estas variables y que la pendiente sea
diferente de cero, se realizé una Prueba de T. Ei resultado de este analisis se

muestra en la Tabla 5.14, donde se observa que la P para la pendiente es menor

a 0.05, lo que indica que la pendiente es significativa y por lo tanto si existe
refacién entre el rendimiento y la pureza obtenidos.

5.14 Analisis de varianza de la correlacion del rendimsente con la pureza

{P < 0.05)
COEFICIENTES ERRGCR ESTADISTICO t P
TiFICO
ORDENADA 1.1148580 0.1037982 10.7406205 0.0000008227
AL ORIGEN
PENDIENTE 0.0006695 0.0001344 | 4.98135673 0.00055231
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5.6 Evaluacion de las muestras de ADN por electroforesis en gel de
agarosa

Los primeros corrimientos electroforéticos se realizaron en geles de agarosa al
1 % y no se lograron observar las bandas de ADN, por lo que la concentracion de
la agarosa se fue disminuyendo, encontrandose que a una concentracion de 0.7 %
se consiguid observar el ADN extraido de A. fumigatus. En todos los corrimientos
electroforéticos se colocaron diferentes concentraciones {(desde 2 hasta 8 pg de
ADN/uLY de cada muestra obtenida; en todas las eiectroforesis efectuadas se

incluyé un ADN mitocondrial humano, de concentracién conocida, como testigo.

En el Panel A de la Figura 5.1 (pdg. 47) se muestra Ia imagen del corrimiento
electroforético de las muestras de ADN recién obtenidas por el método 6: en el
carril 1 se observa el ADN testigo, en los carriles 2 al S se observan las
concentraciones 2, 4, 6 y 8 ug de ADN/uL, respectivamente, correspondientes a la
muestra 2 obtenida por método 6; los carriles 6 al 8 corresponden a las
concentraciones 2, 4 y 6 ug de ADN/ul de la muestra 3 obtenida por el método 6.
De esta misma forma se confirmé ia integridad del ADN obtenido en todas las
muestras de los métodos analizados (resultados no mostrados).

Ademads, se puede observar en la Figura 5.1, que las intensidades de ias
bandas de ADN fueron en aumento con respecto a la concentracidn colocada,
tanto en las muestras de reciente obtencidn (Panel A), asi como en las muestras

conservadas a 4° y -20° C durante un mes (Panel B, se describe posteriormente).

Es importante destacar que las bandas obtenidas indican que el ADN extraido
esta integro, debido a que solo se observa una banda en cada carril. Este
comportamiento electroforético fue ef mismo para todas las muestras de ADN de
A. fumigatus obtenidas por los diferentes métodos y conservadas a 4° C y -20° C
(resultados no mastrados).
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Figura 5.1 Corrimlentos electroforéticos de las muestras de ADN de A. fumigatus extraldas por el
método 6 (panel A) y por el método 8 (panel B)
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5.7 Efecto de la temperatura en la conservacion de las muestras de ADN
de A. fumigatus

En una segunda fase de la experimentacion se determind la estabilidad de las

muestras de ADN obtenidas por los métodos 5, 6, 8, 11, 12 y 16 cuando se

conservan a 4° C y a -20° C durante un mes.

En la Figura 5.1, Panel B (pag. 46) se ejemplifica el corrimiento electroforético
de las muestras obtenidas por el método 8 después de un mes de conservacion;
el carril 1 corresponde al ADN testigo; en los siguientes carriles (2v3,13y6,9y
10} se colocaron tas muestras conservadas a 4° C, a concentraciones de 3 ¥ 6 ng
de ADN/ut respectivamente; seguidas de las muestras conservadas a -20° C {en
los carrites 4 y 5, 7 ¥ 8, 11 y 12) a las mismas concentraciones, para cada una de

las tres muestras obtenidas por este método.

En la Tabla 5.15 se muestran las concentraciones promedio de ias muestras,
en pg de ADN/uL de solucidn, de cada método incluido en este analisis,
considerandose la concentracién inicial del ADN recién obtenido, la concentracidn
después de un mes de conservacion a 4° C y la concentracién después de un mes

de conservacion a -20° C.

Tabla 5.15 Comparacion de las concentraciones inicial y después de un mes de
almacenamiento a2 4° C y -20° C de cada método de extraccion de ADN de

A. fumigatus
METOBO CONCENTRACION CONSERVADO A CONSERVADO A
INICIAL 40 C -20°C
{ug de ADN/ul) (pg de ADN/uL) (g de ADN/ul)
5 5.8698 5.7596 5.6093
6 1.9032 1.4726 1.3723
8 5.2488 4.9683 4.7679
11 5.0384 4.7980 4.8381
12 3.7249 3.7019 3.6794
16 3.2705 2.9248 3.1252

Para determinar el efecto de la temperatura de conservacion en la
concentracion de ADN, se utilizé la misma muestra que se dividié en dos. Por lo
tanto, se empleé un analisis de varianza para un experimento con un factor con
disefio con observaciones repetidas (concentracién inicial, a 4° C ya-20°C)y

otro factor con disefio completamente aleatorio {método de extraccion).
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Los resuttados del analisis de varianza se encuentran en la Tabla 5.16; se

comprobé que los valores utilizados cumplieen con la normalidad ¥y

homogeneidad de varianza {resultados no mostrados).

Tabda 5.16 Andlisis de varianza para deleminar el efecto del método de extraccidn y el efecic de la
femperatura de conservacion de las muestras ADN de A Avmigalus, considerando como variables al

métndo v a la temperatura (P < 0.05)
GL* DEL | CUADRADO | GL* DEL | CUADRADC | VALOR P
EFECTO | MEDIODEL | ERROR | MEDIO DEL DEF
EFECTO ERROR
EFECTO DEL 5 2079417 12 14465968 | 1437454 | 0.0001033"
METODO
EFECTODE LA 2 0411986 24 00273209 | 1507953 | 0.000057°
TEMPERATURA
EFECTO DE LA 10 0.039659 24 00273209 | 1451612 | o0.21800™
INTERACCION
DE LAS
YARIABLES
* GL Grados de Wbertad
“Indica que hay dierencias significafivas entre |as diferentes conceniraciones por efecto del método del
que prowienen las muestras y por la temperatura a la que son amacenadas las muestras.
“El nimein en negrikas indica gue [a inkeraccién de Las varables no es significaliva,

Por medio de este andlisis se determind que hay diferencias significativas entre
las concentraciones de las muestras por efecto del método del que provienen y

por ta temperatura a la que son almacenadas.

Este mismo analisis indica que la interaccién de las variables consideradas no
es significativa, por lo que el método de extraccion y la temperatura de
conservacion afectan de manera independiente a la concentracidon de las muestras
de ADN obtenidas.
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En la Tabla 5.17 se observa la comparacidon de los promedios de las

concentraciones obtenidas en las diferentes condiciones de almacenamiento. La
comparacion de la concentradion inicial contra las concentraciones a 4° C y a -20°
C, respectivamente indica que hay diferencias significativas entre ellas, o que
demuestra que después de un mes de conservaciin, la concentracién original de
la muestra disminuye significativamente con respecto a la concentracidon de las
muestrasa 4®° Cya -20° C.

Tabla 5.17 Comparacion y diferencias premedio de as concentraciones
inicial y después de un mes de almacenamiento a 4° Cy a -20° C de las
muestras ADN de A. fumigatus (p < 0.05}

COMPARACION DE LAS | MEDIA DE LAS ERROR P
CONCENTRACIONES DIFERENCIAS ESTANDAR
Inicial 4° C 0.23840556 0.0586419 0.00026832*
Inicial -20C 0.28056111 0.0586419 0.000032647*
4° C -20 C 0.04215556 0.058641% 0.47713661*%

*Indica que hay diferencia significativa cuando se compara la concentracién
inicial con las concentraciones a 4° C y -20° C, respectivamente.

**El niimero en negritas indica que no hay diferencia significativa entre las
temperaturas de conservacion.

La media de las diferencias (Tabla 5.17) indica la disminucién promedioc entre
la concentracin inicial con respecto a las concentraciones después de un mes de
almacenamiento a 4° C y a -20° C. Como se menciond anteriormente, esta

disminucion en las concentraciones es significativa.

La comparacion de las concentraciones promedio de las muestras conservadas
a 4° C y -20° C no presenta diferencias significativas, por lo que se puede decir
que las temperaturas de conservacion utilizadas en el presente trabajc no

influyeron en ia estabilidad del ADN en un pericdo de un mes.
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Fas est of ab hoste docert
{Epangelio dr San Mateo)

Los métodos de extraccion de ADN son el primer paso para el uso de las
técnicas de biologia molecular, tanto en el diagnéstico como en la investigacion.
Entre tas propiedades que hacen que un método de extraccidn sea aceptable
estan un rendimiento y pureza elevados, tiempo de realizaciéon corto, reducir el

empleo de equipo sofisticado y usar reactivos con baja toxicidad.

Durante el presente trabajo se evaluaron en el laboratorio 12 métodos
diferentes para la extraccion de ADN de A. fumigatus, un hongo filamentoso cuya
pared de quitina muestra una elevada resistencia a {a ruptura, con la finalidad de
encontrar el mejor método para utifizarlo de manera rutinaria en el desarrollo de
técnicas de bickogia molecular en el laboratorio.

Algo gque ilama la atencidn en los resultados de este trabajo, es que los
rendimientos promedio obtenidos superan al rendimiento reportado por los
autores de los diferentes métodos. Por ejemplo, los métodos 6, 11 y 14
presentaron un rendimiento de 0.7292, 0.9519 y 0.4547 %, mientras que el
rendimiento reportado por los autores son 0.009, 0.01 y 0.02 %, respectivamente
(Tabla 5.5).

Una explicacién a lo anterior puede ser que las condiciones experimentales
utilizadas por los autores de cada método no son detalladas a fondo y que las
circunstancias en las que se desarrollaron los métodos reportados en el presente
trabajo hayan diferido un poco, lo que se puede explicar la discrepancia en los

rendimientos obtenidos.

Asimismo, las maodificaciones que se realizaron en los métodos: 5 {lisis en
homogenizador de tejidos modificada a lisis por sonicacion), 7, 10, 13 y 17
{cambio de pulverizacion del micelio por ciclos de congelacién-descongelacién) y 8
{cambio de zimolasa por el uso de liticasa), pueden ser otras razones que
posiblemente contribuyeron a mejorar la eficiencia de los métodos aumentando

los rendimientos obtenidos.

51




Ademas las muestras pueden contaminarse facilmente por esporas presentes
en el ambiente de trabajo, sea de origen externo al laboratoric o de muestras
procesadas con anterioridad; esta es una de las principales causas de encontrar
un falso incrementc en el rendimiento de la extraccion (Maller, F., et al 1998;
Velegraki, A., et al 1999).

Considerando io anterior, es importante considerar que el manejo adecuado de
las muestras durante la extraccidn puede reftejarse en la obtencion de
rendimientos aceptables. Por lo que se recomienda que las muestras sean
extraidas en campana de flujo faminar, con el fin de evitar contaminacién externa
y de disminuir el riesgo de trabajar con el hongo. Ademas, si el ADN extraido va a
ser utilizado en procesos posteriores, como PCR, RAPD, entre otros, es necesario
que cada paso se realice en habitaciones fisicamente separadas, para disminuir el

grade de contaminacion.

El grado de pureza es un parametro importante en la evaluacion de los
meétodos de extraccion de ADN, debido a que sustancias presentes en los
extractos, tales como las proteinas, las nudeasas o los carbohidratos, pueden
alterar los resultados de pasos posteriores, principalmente en el desarrollo de
técnicas de biologia molecular, como la PCR y el RAPD (Miiller, F., et al 1998;
Chen, S., et al, 2002). La determinacion de la pureza es importante para evaluar
la efectividad de los métodos de extraccidén de ADN, asi como si las condiciones de
trabajo fueron adecuadas.

Por lo tanto, otra caracteristica importante que se analizd en el presente
trabajo fue el grado de pureza; comparando la pureza obtenida con la reportada '
en la literatura para ADN de doble cadena (Axo/Ame = 1.8) (Tabla 5.10) se
mostrd que los métodos 7, 9 ¥ 13 dieron una pureza menor a la reportada por los
autores {(Graham, G., et al, 19%94; Van Burik, ]., et al, 1598); en el caso de los
métodos 11, 12, y 14, la pureza experimental superd a la pureza reportada (Van
Burik, J., et al, 1998}); sélo el método 10 se encontré en el rango de pureza
reportado (Van Burik, 1., et al, 1998). Los autores de los métodos 5, 6, 8, 16 y 17
no reportaron este parametro (Cenis, J., 1992; Zhu, H., et al, 1993; Loeffler, J.,
et al, 1997; Velegraki, A., et al, 1999; Samarrai, T. y Schmid, J., 2000).

E! método 6 se basa en la lisis quimica por !a accion del cloruro de bencilo, que

destruye la pared celular det hongo por su reaccién con los grupos OH de los
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polisacaridos (Zhu, H_, et al, 1993). Ei andlisis estadistico de los rendimientos de

este método demostré que no es reproducible (Tabla 5.4), por lo que fue
descartado para utilizarto en la extraccion del ADN de A. fumigatus y no fue
considerado en las pruebas estadisticas realizadas posteriormente.

E! método 12, basado en la lisis por sonicacion, también fue descartado por
presentar resultados que no son reproducibles; sin embargo, el método 11,
similar al 12 que también utiliza la lisis por sonicacién pero con el uso de perias

de vidrio, mostré resultados favorables, tal como se discutird mas adelante.

Los métodos que utilizan lisis térmica-quimica, mecanica-quimica y térmica-
guimica-mecanica {métodos 7, 9, 10, 13 y 17} tienen un rendimiento simitar entre
ellos (Tabla 5.7 y 5.8), esto implica que cualquiera de estos métodos puede ser
utilizado para obtener rendimientos de 90C a 1300 pg de ADN/g de muestra.

La técnica original de Jos métodos 7, 10, 13 y 17 indica un paso inicial de
pulverizacion det micelio con nitrégeno liquido; este paso puede resultar peligroso
para la persona que lo realiza si no se lleva a cabo con extremo cuidado o bajo el
resguardo de una campana de flujo laminar, ademas de que se promueve la
dispersion de esporas del honge en el ambiente de trabajo. Este paso se sustituyo
stilizando lisis térmica {cickes de congelacidn-descongelacion) lo que
probabtemente influyé incrementando los rendimientos de estos métodos con los
reportados en la literatura.

La pureza es baja para los métodos 13 y 17 y resultd media para los métodos
7, 9 y 10, por Io que se puede decir que el método 9 es uno de los mejores de
este grupo, al considerar que su rendimiento promedic es bueno y es uno de los
que presentan una realizacién mas facil, aunque ef grado de pureza del extracto
obtenido no es el adecuado. No abstante, el método 9 utiliza sustancias toxicas
como el feno! y cloroformo; por lo tanto estc podria consider_arse como una
desventaja.

Los meétodos 8 y 11 muestran que la forma de lisis utilizada por ellos da un
rendimiento promedio muy parecido (Tablas 5.7 y 5.8), por lo que la lisis
enzimatica con tratamiento posterior con SDS al 10%, asi como la sonicacion en
presencia de perlas de vidric y el detergente CTAB (utilizado en la extraccidn de
ADN vegetal), brinda rendimientos similares.
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tos dos métodos anteriores corresponden a los que presentaron un grado de
pureza adecuado; el de mas facil y corta realizacion es ef 8, debido a que sélo es
necesario colocar al horgo en presencia de la liticasa en un medio adecuado para
que la enzima actde y Hevar a cabo la lisis del hongo; mientras que el método 11
requiere un largo paso de sonicacion para lograrla, ademds de que con éste

ultimo solo se puede procesar una muestra a la vez.

Es necesario recordar que el método 12, muy parecido al 11, fue descartado
porgue no presentd resuttados reproducibles en su rendimiento; Van Burik y
colaboradores (1998} demostraron que el método 11 brindaba mejores resultados
de rendimiento al incluir durante la sonicacién perlas de vidrio, sin embargo, la
falta de reproducibilidad del método 12 no es mencionade en la publicacion. A
pesar de que en el presente trabajo se encontré similitud en los resuitados, se
considera que ef método 11 es mejor que el 12 de acuerdo a su reproducibilidad.

Los siguientes métodos son el 14 y el 16 con rendimientos similares {(4548.33
y 6325.89 pg de ADN/g de muestra), que corresponden a lisis enzimatica y
mecanica-quimica, respectivamente. El método 14 mostré una pureza adecuada vy
su realizacion es senciila, mientras que el métode 16 observd una pureza media y
un grade de dificultad medio. Por lo que el métoda 14 seria el mas adecuado de
este grupo.

Es importante destacar que tanto el método 14 como el 8 utilizan lisis
enzimatica con liticasa, por lo que se podria esperar que ambos presentaran un
rendimiento similar; sin embargo, e método 8 presenta un rendimiento mucho
mayor que el método 14 (10152.32 y 4548.33 pg de ADN/g de muestra,
respectivamente). Esta diferencia en el rendimiento se puede deber a que el
tiempo de lisis de los protoplastos es mayor en e método 8, lo que da lugar a una
mayor liberacién del ADN contenido en ellos.

Aunque algunos autores destacan que la formacién de protoplastos utilizando
liticasa es muy dificil en hongos filamentoscs {Graham, G., et al, 1994; Cenis, J.,
1992), técnicas mas recientes mencionan el uso de esta enzima como una de las
mejores formas de extraccidon de ADN para estos hongos (Chen, S., et al 2002;
Loeffler, 1., et al, 1997; Van Burik, J., et al, 1998).

Tal como se observd en este estudio, la lisis enzimatica es una buena forma de

extraccién de ADN de A. fumnigatus; los dos métodos (8 y 14) que utilizaron este
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tipo de lisis son sencillos de realizar de tal forma gque se pueden procesar
numerosas muestras a la vez; presentan una pureza adecuada y ia liticasa es una
enzima muy comercial, por lo que se puede elegir cualquiera de estos dos
métodos como el adecuado en 1a extraccion de ADN de A. fumigatus.

El método 8 original proponia el uso de la zimolasa en su metodologia. Esta
enzima es mas eficaz en la formacion de plastos de levaduras que en hongos
filamentosos {(Loeffler, 3., et al, 1997), por lo que se sustituyé por la liticasa,
encontrandose buenos resultados con su uso.

El método S fue e Unico cuyo rendimiento no era similar a ninguno de los
anteriores (Tabla 5.7 y 5.8); a pesar de que presenta una pureza adecuada y e
rendimiento mas alto de todos los métodos efectuados, su realizacidn no es
sencilla, a causa de que se basa en ia sonicacidon para lisar a las célutas flngicas,
que como se menciond anteriormente, es un paso muy large (2 h por cada
muestra) que sodlo permite procesar una muestra a la vez y, por {o tantc, un
maximo de tres muestras por dia; ademas de que ia exiraccion depende de la
disponibilidad det equipo.

El método 5 en comparacion con el método 11, que también utiliza a la lisis
por sonicacion, es mas sencillo pues no se requiere el paso de extraccién con
fenol y cloroformo, lo que también lo hace un método mas sequro.

De esta forma, se puede observar que los métodos que presentaron los
mejores resultados considerando un rendimiento alto y una pureza adecuada son:
el método 8, que utiliza lisis enzimética, y el método 5, que se basa en la lisis por
SONicacion.

A pesar de que la sonicacion es la forma de lisis mas efectiva para obtener un
elevado rendimientc y una pureza adecuada, representa un medic de
contaminacion al procesar maltiples muestras en el mismo equipo, si la limpieza

del sonicador no se lleva a cabo concienzudamente. Ademas, este método no

podria utilizarse en el diagnostico clinico, donde seria necesario llevar a cabo

demasiadas extracciones en poco tiempo.

Es probable que en el diagnostico dlinico de rutina sea de mayor utilidad el

método enzimatico, ya que es mas facil de realizar y la técnica permite procesar

muestras simultdneamente.




En los corrimientos eiectroforéticos se observo que el ADN de A. fumigatus
obtenido por los diferentes métodos, estaba integro debido a que sdlo se observé
una banda (nica de ADN sobre los geles de agarosa, tal como se ve en la Figura
5.1, Panel A; esto demuestra que los métodos de extraccion realizados son
efectivos.

En las electroforesis realizadas no se induyé un marcador de peso molecular
pues la finalidad principal de los corrimientos electroforéticos era demostrar la
presencia de ADN en los extractos obtenidos; por lo tanto, faltdé demostrar si los
métodos extraen ADN de elevado pesc molecular, tal comeo lo describen algunos
autores (Loeffler, ], et al, 1997; Van Burik, J., et al, 1998; Graham, G., et al,
1994; Cenis, J., 1992).

Una vez que se obtuvieron los extractos de ADMN de A. fumigatus, fueron
almacenados durante un mes a 4° y -20° C para observar el efecto de éstas
temperaturas en la conservacion de la muestras, evaluandoc concentracién e

integridad de las mismas.

Los corrimientos electroforéticos mostraron que los extractos de ADN
permanecian integros después de este periodo de almacenamiento, pues
solamente se observaba una banda tnica de ADN en el ge! (Figura 5.1, Panel Bj.

El analisis de las concentraciones mostré que no hay diferencia significativa
entre ambas temperaturas de conservacion durante el periodo de estudio.
Graham y colaboradores (1994) explican que el extracto de ADN que obtuvieron
permanece estable durante seis meses a 4° C; esto podria sugerir que ef tHempo
de almacenamiento estudiado en el presente trabajo fue corto para poder
determinar cual de ambas temperaturas conserva mejor los extractos de ADN, por
io que se propone fgue se amplie el tiempo de almacenamiento y se evalte
mensualmente tanto la integridad como la concentracion de las muestras, para

poder definir a la mejor temperatura de conservacion.
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7. Conclusiones

El autor debe estar en su obra como Dios cn ol uniperso:

presenie en lodas partes, pero cn ningung msible.

(Gustaoe Flaubert}

Se encontraron 17 métodos para fa extraccién del ADN fungico como

resultado de fa revision hemerografica.

Se lograron realizar experimentalmente 12 métodos para la extraccién del
ADN de Aspergillus fumigatus a partir de un cultivo puro, evatuando la
concentracién, pureza e integridad del ADN obtenido.

Con base al tipo de lisis utilizada en cada unc de los métodos se agruparon
en: térmica-quimica {métodos 7*, 13*, 17*), por sonicacién (métodos 5*, 11
Y 12), quimica (método 6), enzimatica (métodos 8* y 14), mecanica-quimica

{métodos 9 y 16*) y térmica-quimica-mecanica {método 10*).

Los métodos B* y 14 basados en lisis enzimatica presentaron los mejores
valores de rendimiento, un alto grado de pureza y facil realizacidon en un

periodo corto; por io que resultaron ser fos mas recomendables.

El método 5* basado en ia lisis por sonicacion presentd el valor de
rendiméiento mads alte y una pureza adecuada no recomendandose por ser de
larga realizacion; el método 1! presentd resultados similares at anterior,
teniendo como otro inconveniente un proceso muy laborioso; mientras que los
métodos 9, 10*, 13*, 7* y 17* tuvieron rendimiento y pureza bajos.

Las modificaciones realizadas a los métodos 5%, 7%, 8%, 10%, 13* y 17*
permitieron aobtener un rendimiento mas eficiente que los valores reportados

por los autores,

Los corrimientos electroforéticos demostraron que el ADN extraido por los
diferentes métodos se obtuvo en una forma integra.

La concentracidn y la estabilidad de las muestras de ADN de A. fumigatus es
ligeramente afectada después de un mes de conservacién independientemente

de la temperatura de almacenamiento {4° C ¢ -20° Q).

*Método modificado respecto a la referencia hemerografica consuitada.
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Perspectivas

Debido a que no se considerd un estudio minucioso de los costos de los
métodos, en estudios futuros se puede ampliar el trabajo tomando en cuenta el
aspecto econdmico aunadc a los otros pardmetros para la seleccion de los

métodos.

Asimismo, para un estudic mas completoc de las condiciones de
almacenamiento, seria necesario evaluar la concentracién y la integridad gel ADN
de las muestras durante un lapso de tiempo mayor para confirmar el efecto de Ja

temperatura en la conservacion de las muestras.

Finalmente, otro aspecto importante por evaluar en trabajos posteriores,
podria ser que el material genémico extraido por los métodos mas recomendados

en ef presente trabajo, se utilice en técnicas de biologia molecular, como la PCR.
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9. Anexos
Anexo 9.1 Medios de cultivo
9.1.1 Agar Dextrosa Sabouraud en tubo (SDA, Dibico, México)

De acuerdo al numero de tubos que se desaen obtener, se prepara el volumen
necesario (10 mL de medio por cada tubo), colocando 65 g de medlo liofilizado
por cada litro de agua destilada.

El medlo se esteriliza a 121° C por 15 minutos y se permite gelificar con el
tubo inclinado a 30 grados aproximadamente. Los tubos preparados se someten a
prueba de esterilidad a 30° C durante 24 horas. Pueden conservarse a 4° C hasta

SU uUso.

9.1.2 Caldo dextrosa Sabouraud (SD8, Bioxon, México)

Se preparan 300 mL de caldo en un matraz, colocando 30 g de medio
liofilizado por cada litro de agua destilada. El medio se esteriliza a 121° C por 15
minutos y se somete a prueba de esterilidad a 30° C durante 24 horas. Si el caldo
no es inoculado después de la prueba de esterllidad puede conservarse a 4° C

hasta por un mes.

Anexo 9.2 Colorante Azul de lactofenol

Este colorante es utilizado para la tincién de hongos Flamentosos. Para

preparar 100 mL del colorante, se utiliza la siguiente formulacion:

fenol 20g

acido lactico 20 mL
glicerol 40 mL
H,0 destilada 20 mL

Los ingredientes se disuelven por completo en bafo de agua caliente. Se
adicionan 0.05 g de azul de algoddn. Si es necesario, se filtra y se guarda en
frasco gotero dmbar a temperatura ambiente.

Anexo 9.3 Preparacién de bufferes y soluciones
9.3.1 Fenol equilibrado

El fenol grado reactivo se coloca en frasco ambar cerrado y se funde a 65° C

en bafio de agua (Precaucién: evitar el contacto con plel, 0jos y mucosas,
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potencial cancerigeno; es recomendable utllizar bata, gquantes, googles vy

cubreboca).

Una vez fundido, se agrega 8-hidroxiquinoleina a concentracion final de 0.1 %
y se homogeniza. Se agrega un volumen de Tris-HCl 1 M pH 8.0 y se determina el
pH del Tris-HCI (es necesario esperar a que se separen debidamente las fases); el
Tris-HCI se retira con pipeta Pasteur y se repite este paso hasta que el fenol haya
equilibrado, es decir, que el pH del Tris-HC! sea de 8.0.

Cuando el fenol esté equilibrado, el Tris-HCI se retira y se adiciona Tris-HC!
0.1 M pH 8.0 y se almacena a 4° C. El fenol se utlliza también en combinacién con
cloroformo y alcohol isoamillco, en una proporcion 24:24:1, de tal forma que para
preparar aproximadamente 15 mL de esta soluciébn se miden 7.2 mL de fenol
equilibrado, 7.2 mt de cloroformo y 300 uL de alcoho! isoamilico; esta solucion
siempre se debe mezclar por inversion antes de usarse y se almacena a 4° C. La
solucién se debe desechar cuando se observe decolorada y es necesario realizar

una preparacién nueva.

9.3.2 Buffer de fosfatos salino (PBS)

El PBS se prepara de acuerdo a |a siguiente férmula:

NaCl 80g
KH,PO, 0.34¢9
K,HPQO, 1.21¢9
H,0 destilada 1L

El pH se ajusta a 7.2; la solucidn se puede esterilizar a 121° C por 15 minutos

y se almacena a temperatura ambiente.

9.3.3 Buffer Tris HCI-EDTA (TE) para suspender el ADN

La concentracion de este buffer es 10 mM Tris a pH 8.0, 1 . mM EDTA. Para
preparar 15 mL de esta solucidn, se pesan 23.64 mg de Tris-HCl y se disuelven en
un volumen adecuado para ajustar el pH a 8.0. A esta soluciéon se agregan 5.60
mg de EDTA y se agrega el volurmen necesario de agua destilada para aforar a 15
mL. Esta solucidn puede conservarse a temperatura ambiente o en refrigeracion
(4° Q).
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9.3.4 Buffer de Tris-HCl-borato-EDTA (TBE) para corrimlento de
electroforesis

El TBE se prepara de acuerdo a la siguiente formula

Tris-HCI 10.3 g
Acido bdrico 5.5g
EDTA 093¢
H;0 destilada 1L

ajustar pH a 8.0
El buffer puede almacenarse a temperatura ambiente.

9.3.5 Gel de agarosa para corrimiento de elactroforesis

La agarosa se pesa de acuerdo al porcentaje, ya que puede ser utilizada a 0.5,
0.7 0 1.0 %; se disuelve en 45 mL de buffer TBE 5X (22.5 mL de ddH;0 y 22.5
mL de TBE). Calentar a ebullicién hasta disolucion total. Cuande disminuya la
temperatura de la solucidon a 45° C, agregar 7.5 plL de bromuro de etidio y
homogenizar (Precaucion: evitar el contacto con el bromuro de etidio y los
vapores que genera al contacto con la agarosa, potencial cancerigeno). En el
soporte para el gel, colocar el peine apropiado y después se vacia la agarosa para

que gelifique (aproximadamente 1 hora).

9.3.6 Cloroformo:alcohol isoamilico (Chl:AIA) 24:1

Para preparar 15 mL de esta solucidn deben tomarse 14.4 mL de cloroformo y
adicionarse 600 uL de alcohol isoamilico. La solucidon se mezcla por inversion y se

almacena a 4° C.

9.3.7 Acetato de amonio (AcNH,) 3 My 7.5 M

El AcNH4 3 M se prepara tomando 3.4691 g; mientras que para el AcNH, 7.5 M
se pesan B8.6727 g. La sal se disuelve en 15 mL de agua bidestilada,
respectivamente; las soluciones se someten a ultrafiltracion para evitar impurezas
y contaminantes que afecten el proceso de extraccidn. Las soluciones se

almacenan a temperatura ambiente.
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9.3.8 Acetato de potasio (AcK) 3 M

Se pesan 4.4168 g de la sal y se disuelven en 15 mlL de agua bidestllada;
como en el caso del AcNH,, la solucion se filtra para evitar impurezas y se

almacena a temperatura ambiente.

9.3.9 Acetato de sodio (AcNa) 3 M a pH 5.0

Se pesan 6.1241 g de AcNa y se disuelven en un volumen adecuado; una vez
disuelta, la solucion debe ajustarse a pH 5.0. Posteriormente se afora a 15 mL
finales. La solucion se somete a ultrafiltrado y se almacena a temperatura

ambiente.

9.3.10 Dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10 %

Para preparar 50 mL de SDS al 10 % deben pesarse 5 g del detergente y se
disuelven en un volumen adecuado de agua bidestilada, para después aforarse a
50 mL. Esta solucién debe conservarse a temperatura ambiente (el SDS precipita

cuando se somete a temperaturas bajas).

9.3.11 Etanol al 70 y 95 %

La solucion de etanol 70 % requiere 70 mi. de etanol absoluto; mientras que la
solucion al 95 %se prepara con 95 mL de etanol absoluto. Estos volimenes se
aforan a 100 mL cada uno; las soluclones se pueden almacenar a temperatura

ambiente o bajo refrigeracion.

9.3.12 Cloruro de sodio (NaCl) 5 M

Para preparar 15 mL de NaCl 5 M, se pesan 4,383 g de la sal y se disuelven en
15 mL de agua bidestilada. La solucién se somete a ultrafiltracion para eliminar
impurezas que afecten el proceso de extraccion; se puede almacenar a

temperatura ambiente o bajo refrigeracion.

Anexo 9.4 Glosario de toxicidad de los principales reactivos utilizados en
la extraccl6n de DNA

Acetato de amonio: causa irritacidon en ojos, piel y tracto respiratorio; si se
ingiere, ocasiona dolor abdominal, nausea y vomito, ta ingestion de altas

cantidades provoca diuresis y envenenamiento sistémico por amonio.
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Acetato de potasio: causa irritacién del tracto respiratorio y enrojecimiento de
ojos y piel; dosis elevadas producen disturbios gastrointestinales; tiene efecto

diurético.

Acetato de sodio: causa irritacion en piel, ojos y tracto respiratorio; es

investigado como mutageno.

Agarosa: ligeramente flamable; es incompatible con los dcidos y los oxidantes

fuertes; el contacto con piel y 0jos causa irritacién.

Alcohol isoamilico: causa irritacidén y enrojecimiento en ojos y piel; provoca
dolor de cabeza, nausea, mareo, vémito y diarrea. Altas concentraciones pueden

provocar narcosis y muerte; es investigado como cancerigeno.

Alcohol isopropilico: altamente inflamable. Por inhalacion provoca dolor de
garganta, tos, dolor de cabeza, nausea, vémitos, vértigo, somnolencia e irritacion
del tracto respiratorio, ojos y plel. La exposicion prolongada puede producir
pérdida de conocimiento. El contacto prolongado con la piel puede producir

dermatitis.

Bromuro de etidio: incompatible con agentes oxidantes fuertes; ligeramente
inflamable. Irritante para la piel, ojos y tracto respiratorio. Peligro potencial de

mutagénesis y genotoxicidad

Cloroformo: por inhalacién produce tos, somnolencia, dolor de cabeza, nauseas;
en la piel y ojos produce enrojecimiento y dolor. Si hay ingestidn provoca doior
abdominal y vémitos. Se ha estudiado a esta sustancia como carcindgeno para los

seres humanos.

Cloruro de bencilo: altamente corrosivo, causa quemaduras, severa irritacion y
enrojecimiento en cualquier drea de contacto. La inhalacién e ingestién genera
tos, edema pulmonar, dolor y quemaduras de garganta y estémago, y como
consecuencia ta muerte.

Cloruro de sodio: causa irritacién en los ojos; dosis elevadas causan vémito vy

diarrea.

CTAB: causa severa irritacion a la piel, ojos, tracto respiratorio y gastrointestinal;

los sintomas incluyen nausea, vomito, diarrea.
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EDTA: causa Irritacion de la piel, ojos y tracto respiratorio; tiene baja toxicidad,
pero cantidades altas pueden causar alteraciones gastricas debido al desbalance

osmotico por el secuestro de iones,

Etanol absoluto: altamente Inflamable; la inhalacién provoca tos, somnolencia,
dolor de cabeza y fatiga; seca la piel y en los ojos hay enrojecimiento, dolor y
sensacidn de quemazén. Si se ingiere induce sensacléon de quemazén, confusion,

vértigo, dolor de cabeza, falta de concentracién y pérdida del conocimiento.

Fenol: combustible; la inhalacion produce sensacion de quemazon, tos, vértigo,
dolor de cabeza, nduseas, jadeo, vomitos, pérdida del conocimiento que procede a
shock, colapso, efecto anestésico local, convulsiones, coma, muerte. En los ojos
se Induce pérdida de vision, quemaduras profundas graves. Si es ingerido provoca
dolor abdominal, convulsiones, diarrea, dolor de garganta, coloracidn oscura de la
orina. Su vapor es corrosivo para los ojos, la piel y el tracto respiratorio y su

inhalacién puede originar edema pulmonar.

2 - mercaptoetanol: altamente peligroso, sus vapores irritan las mucosas y el
tracto respiratorio, provocando dolor de garganta, alteraciones respiratorias, tos,
enrojecimiento y dolor en los ojos; si se Ingiere, ocasiona vomito, dolor abdominal

y de garganta.

SDS: nocivo en contacto con la plel, irrita ojos y piel; se requiere vigilancia

médica hasta, por lo menos, 48 horas después de un accidente.

Tris-base y Tris-HCI: causa irritaciéon de ojos, piel y tracto respiratorio. Qrigina
irritacién y enrojecimiento de la boca, estfago y TGI, provocando nausea, diarrea

y vomito, Una dosis elevada ocasiona debilidad, colapso y coma.

69



	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Generalidades
	2. Justificación
	3. Objetivos
	4. Materiales y Métodos
	5. Resultados
	6. Discusión
	7. Conclusiones
	8. Referencias
	9. Anexos



