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introduccion

El diagndstico microbiologico por el laboratorio tiene como
propdsito principal el de contribuir con el equipo de salud en la
determinacion del tratamiento 6ptimo de los padecimientos
infecciosos, a fin de que los enfermos recuperen la salud a la
brevedad posible y, consecuentemente, que no funjan como focos
de contagio para otros individuos.

En genetal, el diagnéstico y tratamiento oportunos resultan de
vital importancia para neutralizar los procesos patologicos: tanto la
mortalidad como la morbilidad se reducen significativamente
cuando la terapia adecuada inicia en forma temprana; en este
sentido, el médico requiere de la informacion asociada a diversas
fuentes para establecer un diagndstico presuntivo o definitivo;
evidentemente, entre los datos de mayor interés destacan: la
historia clinica y el examen fisico, la informacion epidemiolégica
(viajes reclentes, la exposicién a animales o a diversos vectores y
las enfermedades ocurridas en familiares o amigos, entre otras),
los resultados de las pruebas microbiologicas, inmunoldgicas,
quimicas y citolégicas de laboratorio y la informacion derivada de
métodos especiales tales como la tomografia computarizada, el
ultrasonido y los rayos X.

Cuando se sospecha de una enfermedad infecciosa, la
observacion microscépica de las muestras (empleando
preparaciones en fresco, frotis al Gram o extensiones sometidas a
campo obscuro) llegan a aportar informacion réapida pero,
frecuentemente, el agente etiologico no se detecta o se confunde
con los integrantes de la microflora propia del organismo, e
inclusive, puede quedar "enmascarado” por bacterias oportunistas;
por tal motivo, es practicamente indispensable conocer otros
métodos de identificacion expedita de agentes etiologicos en los
especimenes clinicos.
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El método tradicional relacionado con el cultivo microbiolégico
para la deteccidn de agentes infecciosos especificos, requiere del
uso de diversos medios de crecimiento, de condiciones apropiadas
de incubacion y de la realizacion de pruebas bioquimicas las
cuales, a su vez, pueden requetir de algunos subcultivos en
medios especificos. En otras palabras, esta metodologia llega a
necesitar desde varios dias a semanas, dependiendo de la
naturaleza del microorganismo involucrado.

Otra alternativa diagnostica méas especifica incluye el examen
microscopico de las muestras, utilizando anticuerpos (Ac's) poli o
monoclonales marcados con un conjugado fluorescente. Sin
embargo, en humerosos casos se ha encontrado que los métodos
inmunoquimicos incluyen la posibilidad de que ocurran reacciones
cruzadas y, por lo tanto, la interpretacion de sus resultados
positivos suele complicarse, requiriendo de un juicio experto.

Mas recientemente, gracias al avance de la biologia molecular,
se han venido implementando numerosos ensayos diagndsticos
basados en la hibridacion de &cidos nucleicos con sondas
marcadas. De hecho, ya existe una variedad de sondas de DNA
que se utilizan rutinariamente en varios laboratorios de
diagnostico, tanto para confirmar los resultados obtenidos
mediante cultivo, como para detectar a los patogenos directamente
en las muestras clinicas.

No obstante, es importante sefialar que aln cuando el desarrollo
de métodos de diagnostico genético-molecular ha permitido una
rapida deteccion de diversos patoégenos, algunos de aquélios
carecen de la sensibilidad requerida y, en su mayoria, requieren
de informacion genética especifica que no siempre se encuentra
disponible.

Hasta finales de 1988, la mayoria de los métodos moleculares
de diagnéstico se concentraban en los analisis por Southern-blot
del DNA y por Northern-blot del RNA. En ambos casos, el
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problema consiste en sus limitaciones en cuanto a la cantidad de
acido nucleico que requieren, ya que e§ necesario que las
muesiras contengan entre uno y varios miles de células
microbianas para que se genere una senal detectable.

En este contexto, el reciente desarrolio de la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) y su aplicacion en la deteccion de
patdgenos microbianos ha venido demostrando su potencial para
cambiar la practica diagnostica de las enfermedades infecciosas
en los laboratorios de todo el mundo: después de preparada la
muestra, la amplificacion del DNA resuelve la problematica de falta
de sensibilidad y se trata de un método rapido y automatizado.

La PCR es una reaccion bioquimica (catalizada por una enzima)
en la cual pequehas cantidades de un segmento especifico de
DNA se amplifican hasta redituar grandes cantidades de DNA
lineal de doble cadena. El método hace posible obtener muitiples
copias de casi cualquier segmento de DNA,

En generai, el proceso consta de tres etapas:

(A) Procesamiento de la muestra
(B) Amplificacion del DNA por PCR
(C) Identificacion y analisis del DNA amplificado

Evidentemente, el poder del diagnostico molecular es
consecuencia de dos factores: los &cidos nucleicos pueden ser
identificados en forma rapida y sensible, y la elevada especificidad
de la secuencia nucleotidica de cada molécula de DNA.

La reaccion es facil de ejecutar; requiere tan solo de un tubo de
reaccion, algunos reactivos y una fuente estable de calor
Adicionalmente, el DNA de la muestra que se desea copiar puede
encontrarse puro o constituir una pequefia proporcion de una
mezcla compleja de matetiales bioldgicos. Una vez amplificado, el
DNA puede ser identificado por diferentes métodos, los cuales



varian desde una simple electroforesis en gel de agarosa, hasta
los ensayos inmunogenéticos con sondas y marcadores
conjugados a biotina/estreptavidina. No obstante, el método mas
confiable para reconocer o confirmar la secuencia especlifica del
material amplificado es, al parecer, el Southern-blot, que utiliza
sondas apropiadas de oligonucledtidos.

Los numerosos estudios sobre PCR-Southern blot  han
demostrado ampliamente su elevada especificidad y sensibilidad
para detectar a los diversos patoégenos que se encuentran en las
muestras clinicas.

Objetivos
oDescribir los fundamentos tedricos de la PCR.

«Senalar las variables involucradas en la reaccion de amplificacion
y los efectos que produce su variacion.

sMencionar las principales técnicas para identificar el producto
amplificado.

«Describir los aspectos de mayor relevancia en la aplicacion de la
PCR al diagnostico de las enfermedades de etiologia
bacteriana.

eContrastar las ventajas y limitaciones de la técnica de PCR, en
relacion con las técnicas uliizadas en el diagnéstico
microbioldgico e inmunolégico de los  padecimientos
infecciosos.



CAPITULO  Generalidades acerca de fa
bacteriologia diagnostica
& clasica

'rﬂr" El diagnostico de laboratorio de una
enhfermedad infecciosa suele ser el
siguiente paso, a partir del diagnéstico

' diferencial basado en la historia clinica
J del paciente y en un examen fisico,
realizado por el médico12,

En otras palabras, el diagnostico clinico debe culminar
apuntando  hacia aquellos microorganismos con  mayor
probabilidad de ser causantes de la enfermedad y, al mismo
tiempo, selecciona los andlisis y procedimientos que conducen a la
deteccion del agente causal.

l.as enfermedades infecciosas pueden afectar cualquier region
anatomica, sistema u érgano, a través de una gran variedad de
microorganismos que incluyen bacterias, hongos, parasitos y virus.
Por lo tanto, la seleccion de la muestra a analizar constituye un
componente critico del método diagndstico®.

El diagnodstico de las enfermedades infecciosas por el
laboratorio se puede dividir en dos ramas principaies: La ruta
directa y la ruta indirecta’3,

En la ruta indirecta no se analiza la muestra en husca del agente
etiologico; su presencia se prueba al poner de manifiesto los
anticuerpos generados contra el mismo, mediante una serie de
eNsayos.

La ruta directa estudia al microorganismo y se puede subdividir
a su vez en tradicional y no- convencional. La microbiologia
tradicional se basa en una serie de pruebas que determinan la
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actividad metabolica del microorganismo, mientras que la no
convencional estudia ciertas caracteristicas estructurales del
mismo, como son sus determinantes antigénicos o su inforinacién
genética (consultar figura 1).

Figura 1. Diagndstico de enfermedades infecciosas por el

laboratorio

Paciente con presunta

Rula Indirecla

enfermedad infecciosa

Ruta
Directa

Sangre
Heces
Otina

“‘l Muesﬂg_d_e Sanére I

>

Busqueda de
anticuerpos contra
el patdgenc
sospechoso

Ensayo de anticuerpos
(Serologfa, RIA, ELISA, etc)

Microbiolegfa No Convencional

Biopsia

Microbiologfa Tradicional

y

Cultivo en medios

¥ ¥
Busnueda inmunolégica Diagnéstico
del patdgeno por inmuno- Molecular en

fliorescencia

busca dal genoma
del patdgeno

selectivos

'

|dentificacién por Pruebas Biogufmicas
0 ensayos inmunoldgicos

Aislamiento del cultive

pure

Sensibilidad a antimicrobianos ]

A continuacién se incluye una sinopsis de las principales
pruebas diagnésticas de la microbiologla tradicional, Estas
resultaran de utilidad para contrastar las caracteristicas de la
microbiologia no convencional (a la cual pertenece la reaccidén en
cadena de la polimerasa) y permitirdn una mejor comprensién de
las ventajas que posee el diagnaostico por PCR.




1.1. Examen microsc

opico

Aplicacion

Preparacion

Estudiar morfologia,

Técnica
Examen en fresco

Colocar una gota de
la muestra en porta
objetos

movilidad, etc.

Diferenciar las

Frotis tefiidos al Gram

Aplicar ef colorante
primario cristal violeta,
lavar y aplicar fugol,
decolorar con alcohol-
acetona y contratefiir
con safranina

bacterias en dos
grupos: Gram (+)
violeta y Gram (-)
10j0S

Diferenciar a las

Fratis tefiidos por
Ziehl-Neelsen

Aplicar fucsina
fenicada en caliente,
decolorar con alcohol-
acido y contratefir
con azul de metileno

bacterias acido-
alcohol resistentes
como Mycobacleria

Observar Rickefssia

Biopsias y frotis
sanguineos tefiidos
por Giemsa

Aplicar el colorante de
Giemsa a las
preparaciones

y/o Clamidias en
células del
hospedador.

Frotis tefidos para
observacion de
esporas

Aplicar verde de
malaquita en caliente,
decolorar con alcohol-
acido y contratefir

con safranina

Observar esporas en
los géheros Bacillus y
Clostridium

Observar capsula en

observacion de

Frotis "tefiidos" para

Aplicar tinta china o
nigrosina sobre el

algunos
microorganisinios

frotis

capsulas




1.2. Pruebas bioquimicas

Prueba Principio Procedimiento Uso comun
Fermentacion | Formacion de | Afiadir al medio |  Diferenciar
de gas ylo acido de cultivo el bacterias
carbohidratos carbohidrato y entéricas
rojo de fenol
como indicador:
colocar
campana para
gas
Catalasa Descomposicién| Adicionar una Diferenciar
enzimatica del gota de Bacillus (+)
peréxido de perdxido de Clostridium (-)
hidrogeno | hidrégeno a una| Streptococcus
asada de cultivo (-)
muy cargaday | Micrococcus (+)
observar Staphylocaccus
burbujas de (+)
oxigeno
Citrato Uso del citrato | Afiadir azul de Diferenciar
como Unica bromotimol al | Klebsiella (+)
fuente de medio de citrato | Enterohacter (+)
carbon, con | como indicador | Escherichia (-)
alcalinizacion | de pH, el cual | Salmonella (+)
del medio vira a un color
azul intenso
Prueba del Indol| Conversion de Agregar Diferenciar
triptofano de las | dimetilamino- | Escherichia (+)
proteinas a | benzaldehldo al | Klebsiella (-)

indol

medio de cultivo
para detectar e
indol

Enterobacter (-)
Edwarsiella (+)
Salmonella (-)




Prueba Principio Procedimiento Uso comun
Coagulasa Coagulacion Mezclar una Diferenciar
enzimatica del { suspension de | Staphylococcus
plasma la bacteria con aureus (+)
sanguineo plasma e S. epidermidis
incubar por (-)
unos minutos
Descarboxilasas Des- Agregar el Diferenciar el
(lisina, ornitina, {carboxilacionde| aminoacido al grupo de
arginina) los aminoacidos | medio y purpura bacterias
con liberacion | de bromocresol entéricas
de CO2 y como indicador
amonio, de pH, viraa
alcalinizacién | color purpura
del medio
B-Galactosidasa| Hidrélisis del Incubar una Diferenciar
(ONPG) ortonitrofenil-p- | suspensién de | Citrobacter (+)
galactésido y lisado Salmonella (-)
formacién de | bacteriano con Identificar
nitrofenol ONPG; algunas
ohservar una especies de
coloracion Shigella y
amarilla Pseudomonas
Licuefaccion de | Hidrolisis de la Incubar en Identificar
Gelatina gelatina por | caldo de cultivo Serratia,
accion de con 12% de | Pseudomonas,
proteasas gelatina; enfriar | Flavobacterium,
para verificar la | Clostridium
formacion del
gel. Si fue
hidrolizada se
mantiene liquida
aun al enfriar
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nitrégeno

Prueba Principio Procedimiento Uso comln
Produccién de jDescomposicion| Detectar en Identificar
Sulfuro de de aminoacidos | medio de agar Salmonella,
hidrogeno (H2S)| sulfurados o | hierro de Kliger Arizona,
reduccion del mediante la | Edwardsiella y
tiosulfato formacion de Proteus
sulfuro ferroso | dentro de las
de color negro bacterias
entéricas
Prueba de Rojo | Generacion de Incubar en Diferenciar
de metilo acido por caldo glucosado | Escherichia (+)
fermentadores con rojo de | Enterobacter (-)
acido-mixtos metilo como Klebsiella (-)
indicador de pH,
viraje de
amarillo a rojo
(*)
Reduccién de | Utilizacion del Incubar en Identificar
nitratos nitrato como medio con bacterias
aceptor de nitrato y entéricas;
electrones, detectar el usualmente son
reduciéndose a | nitrito con a- (+)
nitrito o naftilamina-ac.
nitrégeno sulfanllico (color
elemental rojo). Si es
negativo
adicionar polvo
de Zn, sino
existe color se
redujo a
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Prueba Principio Procedimiento lJso comun
Pruebadela | Oxidacion del Agregar el Diferenciar
oxidasa aceptor de reactivo a la Neisseria (+)
electrones  |coloniay buscar|{ Moraxella (+)
dimetil-p- coloracion azul | Pseudomonas
fenilendiamina o café (+)
por el citocromo Acinetobacter
C (-)
bacterias
entéricas (-)
Prueba de Produccién de | Observar la Diferenciar
oxidacion / acido en acidificdcion del | Micrococcus y
fermentacion condiciones medio con Pseudomonas
{OfF) aerobicas por | CBH'senla (O)de
algunos micro- | parte proxima a | Staphylococcus
organismos la supertficie y bacterias
entéricas (F)
Fenilalanina | Desaminacién | Agregar PHE al | Identificar el
desaminasa de laPHEy [medio, incubary| género Proteus
produccion de | afiadir cloruro | y Providencia
acido pirdvico, férrico para
deteclado observar
colorimétrica- |coloracién verde
mente
Hidrolisis de | Formacion de | Incubaren un Identificar
almidén un color azul al medio con degradadores
afiadir yodo- | almidon; cubrir | de almidon
yodurado al | laplacaconel | tipicos como
medio yodo de Gramy| Bacillus spp
huscar zonas

claras airededor

de las colonias
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Prueba Principio Procedimiento Uso comin
Prueba de la |Descomposicion| Incubar en un Identificar
Ureasa de la urea (NH»-| medio con 2% | Klebsiella (+)
CO-NHo)en | deureayrojo | Escherichia (-)
CQz y amonio | de fenol como Proteus (+)
indicador; el | Providencia (-)
aumento def pH
vira a color rojo-
rosado
Prueba de Produccion de | Identificar fa Diferenciar
Vages- acetoina por acetoina Klehsiella (+)
Proskauer fermentacién | usando a-naftol | Enterobacter (+)
del carbohidrato Escherichia (=)
y miembros de
Bacillus

1.3. Pruebas Inmunolégicas

Patdégeno Antigeno Procedimiento
Streptococcus Grupo Estreptolisina O Neutralizacion de la
A hemolisis por ASTO
Neisseria meningitidis | Polisacérido de la Hemaglutinacion
capsula pasiva (Ag adsorbido
enG.R.).
N. meningitidis Inmunofluorescencia
Salmonella H, 0 Rx. Widal,
aglutinacion,
ELISA
Vibrio cholerae 0 Aglutinacion,

bactericida en
presencia de
complemento, ELISA

Brucella

Ag de fa pared celular

Aglutinacion, ELISA

Carynebacterium

diphteriae

Torina diftérica

Prugba dérmica (Elek)




13

Patégeno Antigeno Procedimiento
Mycobacterium Tuberculina Inoculacion
tuberculosis (Proteinas subcuténea del Ag
bacterianas
purificadas PPD)
Treponema pallidum T. pallidum Inmunoflurescencia
indirecta (FTA-ABS)
Rickettsia Células inactivadas Fijacion de
de Rickettsia complemento o
pruebas de

aglutinacion
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CAPITULO  Reaccién en cadena de la
DNA polimerasa | (PCR)

El  reciente desarrollo de la
Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y su aplicacién en
la  deteccion de  patégenos
microbianos ha venido demostrando
su potencial para cambiar la practica
diagnostica de las enfermedades
infecciosas en los laboratorios de
todo el mundo.

Después de preparada {2 muestra, la amplificacion del DNA por
PCR representa un metodo rdpido y automatizado que sélo
requiere de la adicion de una mezcla de reaccion estandarizada al
tubo de reaccidn correspondiente.

2.1. Muestras clinicas a analizar

La muestra (o espécimen) debe ser representativa del proceso
patoldgico y su cantidad ha de resultar suficiente para un examen
completo??.

Con el advenimiento del SIDA, el personal debe considerar
cualquier muestra bioldgica como potencialmente infecciosa y
tomar las medidas adecuadas de proteccion. Dichas muestras
incluyen sangre, productos sanguineos, semen, secieciones
vaginales, LCR o liquidos sinovial, pleural, peritoneal y amniotico,
entre algunos otros8?,



Biopsia gastrica

El procesamiento de las muestras de biopsia gastrica son
particularmente (tiles para intentar la deteccion de diversos
patégenos gastrointestinales mediante la técnica de PCR y, en
especial, la de Helicobacter pylori; la metodologla descrita por
Clayton7 se resume a continuacion:

La muestra de la biopsia se disecta con un bisturi estéril en 50
ul de una solucion 0.01 mM de EDTA estéril, se mezcla por
completo utilizando el Vortex por 5 minutos y se hierve durante 10
minutos, dejando enfriar a temperatura ambiente. Se centrifuga en
microcentrifuga (10,000 g) durante 5 minutos para separar el
material tisular insoluble y el sobrenadante se transfiere con una
micropipeta a un tubo de microcentrifuga de 0.5 mL para su
amplificacién por PCR.

Un método alternativo para detectar a H. pylori en biopsias
gastricas ha sido detallado por Hammar31. las muestras se
centrifugan en microcentrifuga por 5 minutos a 10,000 g (para
separar el material tisular insoluble) y se desecha el sobrenadante.
El tejido se resuspende en 70 ul. de amortiguador de extraccion
[20 mM Tris-Cl, pH 8.0, 0.5% (p/v) Tween 20] y se mezcla con
Voértex por § minutos. La muestra se trata entonces con proteinasa
K (a partir de una solucién patron de 20 mg/mL), a una
concentracion final de 0.5 mg/ml. y se incuba a 37°C por 1 h.
Después de la incubacion, la proteinasa K se inactiva calentando
la muestra a 85°C durante 10 minutos. El espécimen puede ser
utilizado en este momento para la amplificacion por PCR sin
necesidad de ningun paso de purificacion.

Alternativamente, la muestra puede purificarse una vez
afadiendo un volumen idéntico (70 pl.) de fenol:cloroformo [1:1
(viv)], mezclando con Véitex, y centrifugando a 10,000 g por 5
minutos. l.a fase acuosa superior se retira cuidadosamente con
micropipeta (sin alterar la fase de fencl/icloroformo del fondo) y se
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transfiere a un tubo de microcentrifuga de 0.5 ml para su
amplificacion por PCR.

Generalmente, las muestras de biopsia se colocan en una
solucion salina con 10% (v/v) de formalina (10 mL de fermalina en
90 mL de NaCl 0.9%) para fijar el tejido y las células microbianas
asociadas al mismo y, posteriormente, el tejido se fija en parafina
para realizarle los analisis histoldgicos de rutina8?, El espécimen
fijado es sometido a cortes histologicos de un tamario aproximado
de 4 x 10 um, en un microtomo, utilizando una hoja de microtomo
tratada con HC! 1M17. Las secciones se transfieren a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL al cual se le afiaden 70 pl. de EDTA
0.01 mM estéril. La muestra se hierve por 15 minutos, se enfrla en
hielo durante 10 minutos y se centrifuga en microcentrifuga a
10,000 g por 5§ minutos. El sobrenadante se transfiere a un tubo de
microcentrifuga de 1.6 mL y se almacena a -20°C para su posterior
amplificacion por PCR.

Las biopsias gastricas se emplean en forma rutinaria para la
identificacién de H. pylori, aun cuando también pueden utilizarse
para el diagndstico de padecimientos ocasionados por algunos
otros patdgenos gastrointestinales.

Exudados, esputo y lavado bronquio alveolar

La recoleccion de exudados con hisopo se realiza generaimente
para efectuar la identificacion de patégenos microbianos que
afectan el area genital6 (cérvix, vulva y pene) o la faringe.

El proceso involucra "raspar” la superficie de la mucosa con un
hisopo de algoddn previamente humedecido con solucién salina y
el espécimen se transfiere a un tubo cénico de 10 ¢ 15 mbL que
contiene 2 mbL de sclucion amortiguadora de fosfatos adicionado
de Fungi-Bact al 2x. Si la muestra va a ser procesada dentro de
las siguientes 24 h se puede mantener a femperatura ambiente
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pero, para tiempos de almacenamiento mayores, se recomienda
refrigerarla a 4°C.

Las células se separan por centrifugacion a 2,000-3,000 g y el
sobrenadante se descarta por aspiracion. El botdn se resuspende
en 4 volimenes (aproximadamente entre 30 y 300 pl) de
amortiguador K (60 mM KCI, 20 mM Tris-Cl, pH 8.3, 256 mM
MgCly), se incuba a 55°C por una hora, posteriormente se calienta
a 95°C por 10 minutos y se congela una vez. Para realizar la
amplificacién por PCR se empleande 5a 10 ul..

Backman3 ha detallado un protocolo alterno asociado a la
obtencién de una muestra de moco via aspiracion con catéter
nasofaringeo, y a la cual se le adicionan de 5 a 10 mL de solucién
salina isoténica (para hervir durante 30 minutos) antes de tomar
directamente 10 ub para la PCR.

Por su parte, Cartwright!5 describi6 el tratamiento de muestras
de esputo y lavado bronquio alveolar (BAL, por sus siglas en
inglés) con ditiotreitol 6.5 mM (DTT, comercialimente sputolysin),
por 3 minutos a 37°C, para lograr su licuefaccidn; después se
recogen de 0.5 a 2.0 mL, se someten a centrifugacion a 15,000 g
por 5 minutos y el botén se lava dos veces con solucidn salina
amortiguadora con fosfatos (PBS; pH 7.2).

Dicho botén se resuspende en 150 pl. de amortiguador de lisis
{10 mM Tris-Cl, 100 mM NaCl, 20 mM DTT, 1 mmg de proteinasa K
mL-1 y 250 U de liticasa (Sigma) mL-1, pH 8.0] y después de
incubar 15 minutos a 37°C se adiciona un volumen igual de dodecil
sulfato de sodio [SDS 2% (p/v)] pera realizar una segunda
incubacion por 10 minutos a 37°C. El DNA extraido se purifica por
absorcién en una matriz de silice (GeneClean; Bio-101, La Jolla,
Calif.), eluyendo con 30 uL de amortiguador TE (10 mM Tris-Cl, 1
mM EDTA, pH 7.4) y, finalmente, se toman 2 pl para la reaccion

de PCR.
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Las muestras de exudado, esputo y BAL se emplean para llevar
a cabo la identificacién de diversos microorganismos, tales como
Bordetella  pertussis3,  Pneumocystis  cariniilS,  Chlamydia
trachomatis16, Aspergillus spp, Candida albicans y Cryptococcus
neoformans®S,

Saliva

Hammar3! disei® un método estandarizado para tratar
muestras de saliva relacionadas con la deteccion de patégenos
microbianos por PCR; generalmente, se mezclan 0.5 mL de saliva
con 1 mL (2 volumenes) de DTT en un tubo de microcentrifuga de
2 mL y el contenido se agita suavemente durante 20 a 30 minutos
a temperatura ambiente.

Posteriormente, se centrifuga a 10,000 g durante 5 minutos y se
descarta el sobrenadante con una micropipeta, sin alterar el botén;
éste ultimo se resuspende en 70 uplL de amoitiguador de
extraccion, que contiene 0.5 mg/mL de proteinasa K, y se incuba a
37°C por 1 hora. La actividad de la proteinasa se interrumpe
calentando la muestra a 85°C por 10 minutos y se efectua la
purificacion correspondiente extrayendo con un volumen igual (70
ulL) de fenol/cloroformo. La capa superior acuosa se utiliza para la
amplificacion por PCR.

Las muestras de saliva son una alternativa al muestreo por
exudado farlngeo y se utiizan para la deteccion de
microorganismos  patdgenos que causan  enfermedades
respiratorias.



Heces

Las muestras de heces se utilizan para la deteccion de diversos
patdgenos entéricos, tales como Vibrio cholerae, Clostridium
difficile, Salmonella spp, Escherichia coli, Giardia spp, Entamoeba
histolytica y varios enterovirus. El procesamiento de las muestias
de heces humanas para intentar la deteccion de patégenos por
PCR se ha descrito por Pollard67.

Se suspenden 200 mg de heces en 1 mL de PBS (pH 7.4) y se
mezclan con Vérex durante 5 minutos, las particulas mayores,
relativamente insolubles, se centrifugan a 3,000 g por 10 minutos y
el sobrenadante se transfiere inmediatamente a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 mL utilizando una micropipeta, sin alterar el
botén.

Se centrifuga el sobrenadante a 10,000 g durante 15 minutos
para concentrar las bacterias y éstas se lisan posteriormente
empledndose 70 pl. de amortiguador de lisis (10 mM Tris-Cl, pH
8.0, 1 mM EDTA, 0.5% SDS), a los cuales se agregan 100 pg de
lisozima; previa incubacion de 30 minutos a 37°C, se agregan a la
muestra 300 pL de una solucién de NaCl 50 mM que contenga 1%
de SDS y 800 pg de proteinasa K y se continta la incubacion
durante una hora mas.

El DNA liberado se precipita ariadiendo etanol absoluto en frio y
se compacta centrifugando en microcentrifuga a 10,000 g durante
10 minutos, E! alcohol se descarta cuidadosamente (por
decantacién o con una micropipeta) sin alterar el botén y, en
seguida, el DNA se seca al vaclo y resuspendiéndose en agua
destilada estéril para su amplificacion por PCR.

Cabe sefialar que un método mas sencillo para extraer el DNA a
partir de patdgenos del tracto gastrointestinal, consistente en el
calentamiento de la muestra a 94°C durante 5 minutos y su
posterior almacenamiento a -20°C hasta su uso0. i.a muestra se
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resuspende en amortiguador de TE pH 8.5 de la cual se utilizan
directamente 10 L. para efectuar ta PCR.

Sangre

Las muestras de sangre se procesan para detectar varios
patégenos microbianos; debido al peligro extremo refacionado con
fa bacteremia y la viremia, la identificacion rdpida y correcta del
agente causal es uno de los deberes mas importantes del
{aboratorio clinico.

lLas bacterias son eliminadas rapidamente de la sangre por lo
que la septicemia no es un proceso que ocuira en los individuos
sanos; entre los patégenos que se encuentran con mayor
frecuencia en una bacteremia destacan Pseudomonas aeruginosa,
los coliformes tales como Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
y los cocos Gram positivos como Staphylococcus aureus y
Streptocaccus pyogenes.

La forma clasica de infeccion sanguinea, ia septicemia, es el
resultado del ingreso de microorganismos tales como
Streptocaccus pneumoniae o Haemophilus influenzae al torrente
sanguineo, generalmente a partir de un foco de infeccion. La
septicemia presenta sintomas sistémicos severos, destacando ia
fiebre, escalofrfos y postracién, En muchas situaciones
infecciosas, el hemocultivo representa el tnico método para asifar
e identificar al agente causal, aunque el diaghdstico depende de
realizar adecuadamente {a totalidad de los pasos.

El hemocultivo se practica obteniendo asépticamente 10 ml. de
sangre (por venoputicion), los cuales se colocan en una botella de
cultivo que contiene anticoagutante y un medio de cultivo
multiusos. Por to regular se realizan dos cullivos por espécimen:
uno @n condiciones aerdbicas y otro en anaerdbicas, ambhos a
35°C, v se revisan diariaments durante 7 dias; en ocasiones, se
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lisan los globulos rojos para liberar posibles patégenos
intracelulares que podrian pasar inadvertidos.

Como existe un cierto riesgo de contaminacion con la microflora
de la piel (al llevar a cabo la venopuncion) pueden ocurrir falsos
positivos hasta en 2 a 3% de los casos.

La contaminacion se sospecha al encontrarse ciertos
microorganismos propios de la piel, tales como Staphylococcus
epidermidis y las corynebacterias, pero ain ellos son capaces de
infectar las valvulas cardiacas (en la endocarditis bacteriana
subaguda), por lo que la interpretacion de los resultados es dificil.

En muchos de los casos, el éxito de los hemocultivos es muy
hajo; por ejemplo, se obtienen resultados positivos en menos del
30% de los pacientes con neumonia neumocdccica; algunos
pacientes no presentan la bacteremia al momento de la
recoleccion de la muestra de sangre, o bien, el paciente puede
encontrarse bajo tratamiento con antibioticos32.

De igual forma, la deteccion de Ag's en fluidos corporales tales
como el suero y la orina, mediante aglutinacion en latex, ensayos
inmunoenzimaticos o contrainmunoelectroforesis,  presentan
problemas de especificidad y/o sensibilidad

Hassan-King y cols.32 describen un procedimiento que consiste
en cultivar 1 a 2 mL de sangre (obtenida por venopuncion) en 20
mL de medio tioglicolato y caldo soya-triptona, en condiciones
anaerdbicas y 3erobicas, respectivamente, a 35°C durante 48 h.

Posteriormente se toman cuidadosamente 9 mbL del
sobrenadante y se colocan en tubos de Nalgene de 10 ml, se
centrifugan a 26,500 g durante 10 minutos y a 4°C, y el boton se
resuspende en una solucion de desoxicolato de sodio al 0.1% para
lisar las células.
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El DNA se extrae mediante fenol/cloroformo, se precipita en
etanol absoluto a -20°C, se centrifuga 3 minutos en una
microcentrifuga clinica y se seca al vacio. Finalmente, el DNA se
resuspende en 25 pl de agua destilada y se realiza la PCR.

Orina y sedimento urinario

Las infecciones urinarias son muy comunes y, dado que los
agentes causales frecuentemente son propios de la flora habitual,
se debe poner el mayor cuidado en los analisis microbiolégicos de
la orina.

Como la orina favorece el crecimiento bacteriano en diversas
condiciones, es normal encontrar un elevado nimero de bacterias;
en la mayoria de los casos, la infeccion ocurre como resultado del
ascenso de microorganismos por la uretra, a partir del exteriot, e
inclusive, la vejiga puede verse involucrada. Cabe sefialar que las
infecciones del tracto urinario se adquieren con cierta frecuencia
dentro de los hospitales, como consecuencia del uso incorrecto de
sondas y catéteres.

Los procesos uropatologicos significativos se traducen
generalmente en cuentas de 105 microorganismos/ml. (nO/mL) o
mayores, en muestras recolectadas de la fraccion media de la
primera orina de la mafana; en confraste, la contaminacion de la
orina por los bacterias presentes en la piel y/o los genitales
externos, derivan en cifras inferiores a 103 pO/mL8.

Las hacterias encontradas mas frecuentemente son: Escherichia
coli (en el 75 a 90% de los casos), Klebsiella, Enterobacter,
Proteus, Pseudomonas, Streptococcus faecalis y Neisseria
gonorthoeae, ta cual no crece en la arina sino en el epitelio uretral
y por lo tanto requiere de otros métodos para su diagndstico.
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El examen microscopica directo de la orina suele aportar datos
itiles y se recomienda en casi todos los procedimientos de
diagnostico. una pequefia gota de orina se coloca en un
portaobjetos y se deja secar antes de realizar la tincion de Gram.
Cuando la muestra contiene 105 pO/ml, generalmente se
observan a inmersion 1 o mas bacterias por campo; otra forma
répida para detectar bacterias en ntmero significativo es mediante
una tira reactiva para nitritos, puesto que el nitrato en la orina es
reducido por las bacterias?.

Domeika21 reporta el uso del sedimento de la primera crina de la
mafiana para la deteccion por PCR de pacientes asintomaticos
infectados por Chlamydia trachomatis. Una alicuota de 10 mlL de
orina se centrifuga a 1,500 g durante 15 minutos y el paquete se
resuspende con 1 mL de solucion MicroTrak (Syva), se agitan con
Vértex por 1 minuto y se centrifugan a 1,500 g por 10 minutos. El
sobrenadante se reemplaza con 2 mL de amortiguador Amplicor
(Roche) y se dejan reposar a temperatura ambiente por 1 h. Se
afiaden 2 mL de diluyente para orina y 10 minutos después se
toma la muestra para la PCR.

2.2. Obtencion del DNA bacteriano

En varias ocasiones, el analisis de muestras clinicas requiere de
un procesamiento mas amplio de dicho espécimen, a fin de
asegurar la lisis del patogeno en estudio y, por ende, para que se
libere el DNA gendmico a amplificar por PCR.

A continuacion, se describen algunos de los métodos de lisis
mas sencillos que se aplican exitosamente para realizar la PCR:
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Lisis bacteriana por congelamiento/descongelamiento

Numerosas bacterias se pueden lisar por congelamiento y
descongelamiento (de 5° a 20°C) repetido de la muesira?,

El congelamiento rapido suele realizarse en un bafio de hielo
seco/metanol/etanol, en tanto que el descongelamiento se efectla
en un simple bafio de agua a 50°C8. Después de algunos ciclos de
congelamiento/descongelamiento, la muestra se calienta a 80°C
durante 10 minutos, se enfria a temperatura ambiente, se le
adicionan los reactivos de PCR y se lleva a cabo la amplificacién.

Cabe subrayar que la mayorfa de las bacterias Gram negativas
resultan sensibles a la lisis por el método descrito, lo cual facilita la
amplificacion de su DNA por PCR.

Lisis bacteriana por congelamiento y ebullicién

Como se describid anteriormente, las bacterias pueden
congelarse y, colocarse en un bhafio de agua hirviendo o0 en un
termociclador durante 10 minutos, de 3 a 5 veces. Finalmente, se
agregan los reactivos a la muestra para la PCR y se efectta la
amplificacionS3,

La mayoria de las bacterias Gram negativas y algunas Gram
positivas, como Staphylococcus spp. se pueden lisar mediante
este método.

Ebullicion con Chelex 100

Las muestras pueden incubarse a 60°C durante 10 minutos y
hervirse por un tiempo similar en un bafio de agua o un
termociclador, en presencia de 50 a 100 pl. de Chelex™ 100



25

(BioRad, CA). Este dltimo estabiliza al DNA en el agua hirviendo,
manteniendo la fuerza idnica del medio; Después de hervir, las
muestras se centrifugan en una microcentrifuga clinica a 10,000 g
por 3 minutos, y se utilizan de 3 a 5§ puL del sobrenadante
cotrespondiente para efectuar la PCR.

Este método es més efectivo que el de congelamiento/ebullicion
para liberar los &cidos nucleicos de bacterias Gram positivas,
Gram negativas, e inclusive, para algunos quistes de protozoarios,
tales como Giardia spp.

El siguiente método de lisis en directo fue descrito por Li45: 50
L de la muestra se colocan en 100 pl de amortiguador de PCR 1x
que contiene 0.05 mg/mL de proteinasa K, 20 mM de DTTy 1.8
M de SDS para lisar las bacterias; dicha mezcla se agita en Vértex
por 15 segundos, se incuba a 37°C durante 1 h, se calienta a 80°C
por 5 minutos (para inactivar la proteinasa) y se le agregan los
reactivos de PCR.

Cabe sefialar que la amplificacion de DNA por el método de
PCR requiere que exista al menos una copia intacta del DNA
"blanco" y un nimero mayor de copias de dicho DNA blanco
aumenta la probabilidad de que la amplificacion resulte exitosa.
Ademés, cualquier corte (nick) en la secuencia "blanco" puede
bloquear la amplificacidn por PCR. ‘

La cantidad total de DNA utilizada para {a PCR suele ser de 0.05
a 1.0 ug, este rango asegura la deteccién de una copia tnica de la
secuencia "blanco” presente en la muestra, aunque dicha cantidad
puede modificarse en funcién del nimero de copias del gen
"blanco” presentes por célula.

Adicionalmente, no es indispensable que la muestra se
encuentre altamente purificada y puede ser preparada por simple
lisis de las bacterias (hirviendo la muestra en una solucion
hipotonica, como se describié anteliormente). Sin  embargo,
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algunas impurezas tales como la formalina, sangre, acido hiimico,
agentes quelantes, detergentes y metales pesados pueden llegar a
interferir la amplificacion del DNA “blanca", por lo que deben ser
eliminados o diluidos®.

Extraccion con fenol:.cloroformo y precipitacion en
etanol?

A) Preparacion de la mezcla fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico

1. Se colocan 0.5 g de 8-hidroxiquinolina en un vaso de
precipitados de vidrio de 2 L (que contenga una barra de agitacion
magnética) y se afiaden lentamente el fenol y 500 ml. de Tris base
50 mM.

2. El vaso se cubre con papel aluminio y se agita durante 10
minutos, a temperatura ambiente y a baja velocidad.
Posteriormente, se deja en reposo hasta que las fases se separen
y se decanta la fase superior (acuosa) hasta donde sea posible en
el recipiente de desechos. El remanente se retira con una pipeta y
después se agregan 500 mL de Tris-Cl 50 mM, pH 8.0 y se repite
el paso 2 hasta que el fenol alcance un pH de 8.0 (midiendo con el
papel indicador).

3. Se puede almacenar el fenol hasta por 2 meses a 4°C en un
frasco ambar con 250 mL de amortiguador TE, cubriéndolo con
papet aluminio.

¢ Se debe tener precaucién al trabajar con fenol ya que puede causar quemaduras
severas; deben usarse guantes, lentes de seguridad y bata de laboratorio, De
preferencia manejarse en campana de extraccion bien venlilada y recolectar los
desechos en un fiasco de vidrio.
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4. Para su uso en la purificacién de DNA, se mezclan 25
valimenes de fenal (fase inferior amarilla) con 24 de cloroformo vy
1 de alcohal isoamilicas.

B) Extraccion cen fenol

1. Se agrega un volumen idéntico de fenal/claroformof/alcohol
isoamilica a la muestra de DNA (0.1 a 0.4 mL) contenida en un
tubo de microcentrifuga de palipropileno, agitando con Vortex
vigorosamente durante 10 segundos.

2. La mezcla resultante se centrifuga de 15 segundos a 2
minutos a temperatura ambiente y se transfiere la fase superior
(acuosa), que contiene al DNA, a un tubo nueva de
microcentrifuga.

C) Eliminacién de fenol y cloroformo residual por
extraccion con éter

El étert es til para descartar solventes orgénicos presentes en
las soluciones de DNA, especialmente cuando dicho DNA es de
alto pesa molecular:

1. En un tubo de polipropileno, se afiade una mezcla (a partes
iguales) de dietiléter y de amortiguador TE y se agita en el Vortex
durante 10 segundos, dejando en reposo hasta que las fases se
separen.

9 El cloroformo eslabiliza la frontera entre la fase acuosa y el fenol puro. Reduce la
cantidad de solucibn acuocsa retenida en la fase orgénica. El alcohol isoamilico
previene la formacién de espuma y facilita la separacion de las fases. La solucion de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico puede almacenarse al mezclarse con ¥ vol. de
buffer TE como fase acuosa saturante,

¢ Las concentraciones elevadas de sal pueden causar la inversion de las fases
acuosa y orgdnica (amarilla). Ademas, se debe repetir fos pasos 1y 2 para la fase
acuosa si existe un precipitado blanco en la interfase.

{ El éter es extremadaments flamable y puede ocasionar mareos. Todas las
manipulaciones deben ejecularse en una campana bien ventilada,
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2. Se adiciona un volumen semejante de éter (fase superior) al
DNA, agitando suavemente por inversion del tubo, después se
centrifuga con microcentrifuga durante 5 segundos y se descarta
la fase superior (éter). Este paso se repite.

3. Para retirar el éter se coloca la muestra en la campana (<100
puL) o al vacio (> 100 pL) durante 15 minutos.

D) Precipitacion en etanol

1. Se aiiade a la solucion de DNA 1/10 de volumen de acetato
de sodios 3M a pH 5.2 para facilitar la precipitacion en etanol. Se
agita cuidadosamente el tubo por inversion y finaimente se
adicionan de 2 a 2.5 volimenes de etanol absoluto a -20°C,
agitando cuidadosamente. La precipitacion se favorece usando un
bafio de hielo seco durante 5 minutos o colocando la muestra
durante 30 minutos en el congelador a -20°C.

2. La muestra se centrifuga en microcentrifuga por 5 minutos,
Para precipitados pequefios (<1pg) se aspira el sobrenadante con
pipeta Pasteur, retirando el fiquido por la cara opuesta al DNA
precipitado; se inicia por la superficie, continuando hacia abajo
conforme el nivel del liquido desciende.

Para precipitados grandes, se decanta el sobrenadante
mediante una inversion rapida del tubo.

9 Debe mantenerse la concentracion de acetato de sodio por debajo de 0.5 M en la
precipitacion. £l acetato de amonio puede substituirse por acetato de sodio. No se
recomienda el uso de NaCl por su baja solubilidad en etanol al 70%.

Para grandes cantidades de DNA (>50 - 100 pg/mb), la precipitacion es casi
instantanea a temperatura ambiente, La recuperacién de <1 pg de DNA puede
mejorarse al reextraer la fase organica con 100 ul. de buffer TE.
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3. El botén se lava con 1 mL de etanol al 70% invirtiendo el tubo
en varias ocasiones. Para DNA de <200 bases debe utilizarse

etanol al 95%.

4. Después de centrifugar en microcentrifuga durante 5 minutos,
se remueve el sobrenadante y el precipitado se seca en un
desecador al vacio o en un evaporador Speedvac (Savant).
Finalmente, se resuspende en suficiente amortiguador TE para
llevar a 1 mg/mL. Una agitacion suave en el Vortex disuelve <25 p
g de DNA; mayores cantidades de DNA pueden requerir de
calentamiento a 65°C durante 5 minutos.

La disolucién de DNA gendmico de alto peso molecular puede
tomar varios dias y debe agitarse suavemente (no en Vértex) para
evitar su ruptura,

Extraccion salina y precipitacion en etanol

Este protocolo alterno tiene la ventaja de no utilizar solventes
organicos los cuales, ademas de ser peligrosos en su manejo,
someten al DNA a condiciones extremas, lo que ocasionaimente
resulta en un fraccionamiento indeseable del DNA. Asimismo, se
reduce el tiempo requerido en la purificacion del DNA de la
muestra.

1. Se agrega a la muestra un volumen idéntico de amortiguador
TTS (Tris-Tritdn-Sacarosa) y se mezclan cuidadosamente por
inversidn del tubo.

2. Se centrifuga a 10,000 g por 6§ minutos y se decanta el
sobrenadante. E! botén se resuspende en 1 mL de amortiguador
TTS, y se agita hasta lograr su homogeneizacion.
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3. Se centrifuga nuevamente en microcentrifuga durante 2
minutos y se decanta el sobrenadante, resuspendiendo el botén en
1 mL. de amortiguador TTS. Se ariaden 570 ul. de NaCl 5§ mM y se
agita. A continuacion se adicionan 30 pl. de SDS al 10% y se agita
durante 5 minutos, con lo que la muestra adquiere una
consistencia viscosa.

4. Se adicionan 200 ul. de NaCl saturado y se agita; asl se
forma un precipitado proteico que se separa centrifugando a 3,000
g durante 10 minutos a 4°C.

5. Finalmente, se decanta el sobrenadante en un tubo de 13 x
100 mm y se le afiaden 2 mL de etanol absoluto a -20°C para
precipitar e} DNA.

2.3. Conceptos tedricos y principales reactivos

El método de amplificacion de DNA por PCR fue concebido por
el Dr. Kary B. Mullis, del Departamento de Genética Humana de la
Corporacion Celus, durante "un paseo a la luz de la luna por las
montafias de California" en 198398,

A partir de una molécula de DNA, la PCR puede generar cien mil
millones de copias en una tarde. Durante los primeros siete afios
que sucedieron a esa noche se habfan publicado mas de 1,000
articulos que involucraban el uso de la nueva técnica.

En buena parte de las discusiones que implican al material
genético, destaca la tendencia a referirse al DNA como una
molécula tan comin como cualquier otra y, aparentemente, facil de
conseguir.
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La realidad, en la practica, es radicalmente diferente pues,
exceptuando a los virus mas simples, es dificil obtener una
molécula bien caracterizada de DNA nativo de cualquier
organismo.

La mayor dificultad reside en la naturaleza misma de la
molécula. EIl DNA es una cadena delicada, compuesta de 4
desoxirribonucledtidos: desoxiadenilato (A), desoxitimidilato (T),
desoxiguanilato (G) y desoxicitidilato (C); la secuencia de estas
bases codifica la informacion genética68,

Generalmente, el DNA se encuentra en forma de pares de
hebras unidas por complementariedad de bases, que adquieren
una conformacion espacial semejante a una hélice. En el interior
de la célula, dicha hélice de DNA estéa rodeada de varias proteinas
que le permiten un mayor enrollamiento.

Cuando los bidlogos moleculares tratan de aislar la cadena de
DNA, resulta que la molécula es tan larga y delgada que hasta la
agitacién mas suave la rompe en varios puntos al azar a lo largo
de la mismab8.

Consecuentemente, cuando se extrae el DNA de 1,000 células
idénticas, se obtienen 1,000 copias de un gen especlifico, pero
cada una se localizara en un fragmento de diferente tamario.

En la década de los 7Q's, gracias al descubrimiento de las
enzimas de restriccion, se logré obtener segmentos de DNA de
menor tamafio, lo que facilité su identificacion y permitiv el
aislamiento de la pieza que contenia alglin gen especifico. Es
decir, la investigacién genética giraba en torno a los segmentos de
restriccion y de las sondas de oligonucleétidos que permitian
determinar si la muestra de DNA contenia la secuencia en
cuestiont.63,
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En 1979, el Dr. Mullis fue contratado por la Corporacion Cetus,
en Emeryville, Calif. USA., para que sintetizara sondas de
oligonucledtidos; no obstante, para 1983 dicho proceso se habia
reemplazado con técnicas automatizadas, lo que le permitié
desarroltar el concepto de la PCR.

Cabe seiialar que el Dr. Mullis buscaba disefiar una técnica que
permitiera determinar la identidad de un nucleétido en una posicion
especifica de la molécula de DNA, utilizando a la enzima DNA
polimerasa | y a una variante metodolégica de la secuenciacion
con didesoxirribonucledtidos desarrollada por Frederick Sanger?3.

Anteriormente, en 1955, Arthur Kornberg y sus cols. de Ia
Universidad de Stanford hablan descubieto a la enzima
denominada DNA polimerasa |; las DNA polimerasas desempefian
diversas funciones naturales que incluyen la reparacion y
replicacion del DNA: pueden alargar un oligonucledtido corto,
denominado “primer’ o iniciador, uniendo repetidamente un
nucledtido adicional a su extremo 3', aunque sélo cuando dicho
oligonucledtido se encuentra hibridado, es decir, unido a la hebra
complementaria conocida como "molde". El nucleétido en turno
(que es afadido por la polimerasa) debe ser complementario a la
base en la posicion correspondiente de la hebra molde58.

La DNA polimerasa | puede escindirse proteoliticamente en dos
cadenas polipeptidicas de distinto tamario: el fragmento grande
(P.M. 76,000) se denomina Klenow y presenta actividad elongante
de la cadena y también actiia como una 3'-6' exonucleasa; por su
parte, el fragmento pequeio (P.M. 36,000) sélo posee una
actividad 53" exonucledlitica, La estructura del fragmento
Klenow (formando un complejo con desoxitimidina 5'-monofosfato)
se ha determinado mediante cristalografia de rayos X69.

L.a enzima contiene una hendidura de 2 nm de ancho, recubierta
por cadenas laterales con carga positiva y, por lo tanto, capaz de
unirse al DNA.
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La DNA polimerasa | es, aparentemente, lo suficientemente
flexible para envolver la cadena molde y, por ende, permite que
ocurra la etapa de elongacién de la cadena sin que se presente la
disociacion del DNA molde.

En cuanto a la secuenciacion, su principio fundamental se basa
en el hecho de que dos hebras de DNA cuyas longitudes sdlo
difieren en un nucledtido, pueden separarse en dos bandas
distintivas, al someterlas a una electroforesis en gel de
poliacrilamida2. Inicia con DNA de una sola hebra a la cual se le
alinea un oligonucledtido de secuencia complementaria, necesario
para que la DNA polimerasa empiece la reaccion de elongamiento,
mediante la incorporacidn de los desoxitribonucledtidos trifosfato
(dNTP's). Normalmente, {a DNA polimerasa es capaz de sintetizar
una nueva cadena de DNA de varios cientos de nuciedtidos de
longitud; sin embargo, en la secuenciacion se limita la longitud de
la cadena, al agregarse un nucledtido modificado a la reaccion.

Este ultimo nucleétido se denomina didesoxirfibonucledtido (por
ejemplo; ddATP), el cual puede incorporarse con igual eficiencia
que los dNTP's normales, pero bloquea la elongacion de la cadena
ya que carece del grupo hidroxilo en la posicion 3' de la ribosa
(consultar figura 2).

Si se adiciona ddATP a la mezcla de reaccion, la terminacion de
la cadena ocurrira en las posiciones opuestas a las timinas del
DNA molde. Pero la terminacion no siempre ocurre frente a la
primera timina del DNA molde, puesto que también existe dATP
normal. El resultado es una familia de cadenas de longitudes
diferentes que terminan en ddATP (consultar figura 3).

La reaccién de secuenciacion se realiza por cuadriplicado, en
paralelo, puesto que se destina un tubo diferente para cada
didesoxirribonucledtido (ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP), cada
familia de moléculas se carga en diferentes carriles de un gel de
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poliacrilamida y bajo estas condiciones la electroforesis separa las
moléculas de DNA que difieren en un nucledtido de largo.

La secuencia se puede leer directamente de las posiciones de
las bandas en el gel, localizando la banda que se desplazd mas
lejos y que representa la pieza mas pequeia de DNA y que se
forma al incorporar el ddNTP en la primera posicion después del
iniciador; a partir de ésta se husca la siguiente banda en
cualquiera de las reacciones con los diferentes ddNTP's (consultar
figura 4).

Figura 2. Técnica de secuenciacion de DNA segun Sanger
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Figura 3. Secuenciacion de DNA (continuacion)
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Figura 4. Secuenciacion de DNA (continuacién)
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La intencion del Dr. Mullis era fa de utilizar todos los elementos
de la secuenciacion, segln el método de Sanger, excepto en lo
referente a los dNTP's ordinarios; de ese modo, la reaccion
terminaria inmediatamente después de la adicion de una base en
fa cadena y, al conocer cual ddNTP habia sido incorporado, podria
deducir la identidad de la base correspondiente en el DNA
moldeb8,

Sin embargo, su planteamiento fue incorrecto. El problema
radicaba en que, bajo ciertas condiciones, los oligonucledtidos
también pueden hibridarse con secuencias distintas a la deseada y
ello redituaria resultados ambiguos. Por tal razén, los
investigadores recurrian a procedimientos mas elaborados para
estudiar el DNA humano, tales como el uso de enzimas de
restriccion y fa purificacion del segmento de interés, separado
oportuhamente mediante electroforesis; esto reducia la hibridacion
errénea del oligonuciedtido y permitia obtener resultados mas
significativos.

Fue cuando el Dr. Mullis decidié utilizar dos oligonucleétidos en
vez de uno solo; de esta manera, los iniciadores envoiverian con
precision la secuencia blanco y, al dirigir un oligonucledtido a cada
hebra del DNA, podria obtener informacioh complementaria (al
secuenciarlas a ambas): el experimento incluiria un control interno
sin inconvenientes adicionales. En ese momento, el Dr. Mullis se
encontraba a un paso de descubrir la PCR.

Al meditar sobre los posibles contratiempos que encontraria al
ejecutar su nuevo planteamiento, se percatd de que, de existir
trazas de dNTP's en la muestra del DNA se complicaria la
interpretacion del gel, en particular cuando aquéilos se afiadieran
al extremo 3' de los iniciadores, antes de que lo hicieran los
ddNTP's con la marca radioactiva.

En tal sentido, decidio realizar un "simulacto de reaccion",
agregando DNA polimerasa en una primera fase, para que ésia
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utilizara los dNTP's de la muestra al extenderse los iniciadores v,
posteriormente, aumentaria la temperatura para separar los
oligonucledtidos del DNA molde; entonces podria realizar su
reaccion de secuenciacion.

Esto le produjo una nueva duda: ¢Podrian interferir los
oligonucledtidos producidos en el simulacro con las reacciones
subsecuentes?

En ese instante comprendié el potencial de su procedimiento: si
los oligonucledtidos extendidos en el simulacro tenian la misma
secuencia que las hebras del DNA molde original, jla reaccion
habria duplicado el niumero de secuencias "blance" en la muestra!

La repeticién del procedimiento una y ofra vez, brindaria la
posibilidad de obtener un crecimiento exponencial. Asi, después
de promover algunos ciclos de: A) extension de los iniciadores; B)
disociacion de los productos; C) rehibridacion de los nuevos
iniciadores y E) extension de éstos dltimos (huevamente), se
percatd de que la longitud de las hebras de DNA que se
acumulaban en forma exponencial estaria definida con precision
en sus extremos &', por los iniciadores (consultar figura 5).

En ese sentido, pasaron algunos meses para que el Dr. Mullis
preparara el primer experimento de PCR; para ello, requirio
conjeturar sobre las soluciones, las concentraciones y las
temperaturas a utilizar. Algunos de los primeros articulos de
Kornberg, sobre la DNA polimerasa le sirvieron de ayuda58.

El Dr. Mullis utilizé un fragmento de 25 pares de bases de un
plasmido y dos oligonucledtidos iniciadores de 11 y 13 bases de
largo, respectivamente. Colocd todo en un solo tubo de reaccién vy,
ifunciond!
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Figura 5. Reaccion en cadena de la DNA polimerasa | ( PCR )
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Actualmente, el Dr. Kary B. Mullis frabaja en La Jolla, Calif,
U.S.A., como consultor privado en tecnologia de PCR y acidos
nucleicos.

Fundamentos de fa PCR

La amplificacién de DNA por PCR corresponde a una reaccion
enzimatica ejecutada por fa DNA polimerasa (cominmente Taq
DNA pol 1). Practicamente todas las caracteristicas de las DINA
polimerasas, incluyendo  sus  propiedades  cataliticas,
requerimientos  de  susfrato  (iniciadores  y  molde), Vmax
(nucledtidos incorporados por segunde por molécula de enzima),
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tasa de efror (mutaciones por bases incorporadas), procesividad
(bases afiadidas por extensién) y actividad nucleolitica asociada,
se han descrito ampliamente0.23,54.71,

Todas las DNA polimerasas catalizan la formacion de un enlace
fosfodiéster entre el 3'-OH en el extremo creciente de la cadena de
DNA (el iniciador) y el grupo 5-PQ4 del desoxirribonucledtido
trifosfato (dNTP) entrante (consultar figura 6)

Cada nucledtido entrante esta determinado por el DNA molde, al
cual el iniciador debe estar unido por complementatiedad de bases
a su extremo 3-OH. Aunque todas las DNA polimerasas catalizan
la misma reaccién enzimatica, pueden diferir en forma significativa
en cuanto a sus condiciones ¢ptimas de reaccion, esto es
especialmente cierto para la Tag DNA pal | cuya temperatura
Optima es 75°C54.

Figura 6. Formacion del enlace fosfodiéster mediante la DNA
polimerasa
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La amplificacion de DNA se logra mediante ciclos repetidos de
PCR, cada uno de los cuales tiene 3 etapas distintivas de
temperatura; (1) desnaturalizacion del DNA molde entre los 94° y
96°C; (2) alineamiento de los iniciadores al molde entre los 42° y
60°C; (3) extension de los iniciadores por ta DNA polimerasa, entre
los 60°y 72°C (consultar figura 7)34,

La reaccion de amplificacion contiene 2 iniciadores, dispuestos
de tal forma, que se hibridan a hebras opuestas de la secuencia
blanco; cada iniciador se orienta para que la elongacion de su
extremo 3'-OH se superponga a través de la zona entre ambos
iniciadores, hasta la region homaologa al otro iniciador. Como cada
praducto de extension incluye la secuencia complementaria al otro
iniciador, el producto de cada reaccion sirve de molde para el
siguiente ciclo de PCR, en una forma de reaccién bioquimica en

cadena’t.

Figura 7. Programa de temperaturas de un fermociclador de
PCRu
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En la primera etapa del primer ciclo de PCR, el DNA molde se
mezcla con un exceso de ambos iniciadores de la amplificacion, a
continuacién ocurre la desnaturalizacion entre 94° y 96°C. En la
segunda etapa del primer ciclo, la mezcla de reaccion se lleva a la
temperatura optima de alineamiento iniciador-molde. Fihalmente,
en latercera etapa, la temperatura se modifica a 72°C, ligeramente
inferior a la 6ptima de la Tag DNA pol |, pero no tan alta como para
derretir a los iniciadores y moldes alineados.

Los inicladores se elongan para producir nuevas hebras de DNA
(a partir de cada molde), cada uno con un extremo 5' discreto
(determinado por la secuencia del iniciador) y un extremo 3
indefinido, denominado "producto largo". Este producto largo se
sequira produciendo a pariir del molde original durante cada ciclo
de PCR, pero su incremento sera lineal4.

La primera extension del iniciador es critica en cuanto a la
determinacion de los productos finales. Los primeros ciclos de
PCR constituyen una fase de tamizado en la cual se seleccionan
segmentos especificos de DNA para su ampiificacionS,

La hibridacién inespecifica de los iniciadores, en este punto,
conduce a la acumulacion de productos inespecificos de
amplificacion y acelera el inicio de la fase de meseta (efecto
Plateau) de la PCR».

Durante los primeros ciclos de la amplificacion por PCR, cada
iniciador actia como sonda, seleccionando las secuencias
"blanco". Si un par de iniciadores se hibridan préximos y en la
orientacion apropiada, se selecciona un subconjunto de
secuencias "blanco" para su amplificacion. Este subconjunto
determinara la especificidad de los productos®.

hyid infra; p. 65
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En el segundo ciclo de la PCR, los productos largos del primer
ciclo son desnaturalizados, alineados con los iniciadores contrarios
y extendidos para producir los primeros "productos cortos". Estos
productos cortos son DNA de hebra sencilla y de longitud discreta,
cuyos extremos §' y 3' estan definidos por la secuencia de los
iniciadores.

En el tercer ciclo de PCR, se producen 4 nuevos productos
cortos a partir de los productos largos y, por primera vez, la
extension de los iniciadores que hibridaron a los productos cortos
del segundo ciclo resulta en la sintesis. de una molécula discreta
de DNA de doble cadena lineal cuyos extremos estan definidos por
la secuencia de los iniciadores34.

A partir del tercer ciclo y, en los suhsecuentes, si cada ciclo es
100% eficiente, ia cantidad de productos cortos de doble cadena
serd el doble después de cada ciclo, resultando en una
amplificacion igual a 2n, donde n es el nimero de ciclos. Debe
notarse, también, que la amplificacién es en realidad mayor a la
exponencial durante los primeros ciclos, debido a la contribucidn
del producto largo.

Secuencia "blanco" u objetivo

Una secuencia "blanco" ptima debe tener un largo de 160 a
500 pares de bases (bp, por sus siglas en inglés), sin embargo,
longitudes entre 100 y 2,000 bp son susceptibles de amplificarse
en forma eficiente. Evidentemente, es preferible que dicha
secuencia sea unica, para evitar la competencia de moldes no
deseados34,

Légicamente, cuando se encuentran copias muitiples dentro del
genoma, se reduce el numero requerido de ciclos de ampilificacién.
L.a PCR es capaz de detectar minimas cantidades de DNA, o
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obstante, el riesgo de confusion con DNA contaminante
(proveniente de otras especies presentes en la muestra) aumenta,
si el nimero de copias de la secuencia "blanco" es muy baja.

Si la secuencia "blanco" contiene un sitio de testriccion, se
puede comprobar facilmente que el producto de la amplificacion es
el correcto; lo anterior también se logra si la secuencia se detecta
especificamente con una sonda que se posea en el laboratorio80,

Iniciadores para la amplificacion (Primers)

Una de las caractetisticas ideales de los iniciadores para PCR
es una longitud del aligonucledtido entre 15 y 25 bp. Los
iniciadores deben tener unha fongitud y composicion semejantes
para que sus temperaturas de fusién (Tyy, la temperatura a la cual
el 50% de las hebras se encuentran separadas) queden dentro de
un intervalo de £ 5°C entre los 50° y 60°C (dependiendo de la

composicion del DNA molde)54.

La temperatura de fusion DNA molde-iniciador (Ty), utilizada
para la fase de alineamiento, se calcula con base en el contenido
total de GC y AT de los iniciadores mediante Ia formula; Ty = 2 (A
+T)+4(G+C).

Preferentemente, el sitio de union al DNA debe ser una region
de secuencia conservada, al final de una gen no degenerado, por
ejemplo, la primera o segunda base del coddn de un aminoacido
conservadol4.

Los iniciadores no deben ser complementarios entre si (para
evitar estructuras secundarias) o complementarios con algiin otro
iniciado; del mismo modo, es preferible gue no presenten series de
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3 0o mas Gs o Cs en el extremo 3' y su contenido de GC debe ser
similar al del DNA molde (consultar figura 8).

La formacién de estructuras secundarias con forma de pasador
de cabello (haipin) o de tallo, debidas a hibridaciones
intramoleculares de los iniciadores, asi como la formacién de DNA
de doble cadena por union de los iniciadores (hibridacion
intermolecular), son dos de las principales causas de la produccion
de artefactos que son, comunmente, dimeros de iniciadores y se
detectan como material muy brillante (en la electroforesis en gel de
agarosa con EthBr) de bajo peso moleculard4.

Los dimeros pueden funcionar por si mismos como molde y
compiten con el DNA molde por la enzima, por los dNTPs y por los
iniciadores, lo que resulta en una reduccion en el rendimiento de
los productos de amplificacién deseados. El uso de técnicas de
arranque en caliente de la PCR disminuye o elimina estos
imponderables34.

Figura 8.  Estructuras secundarias Indeseadas de los
iniciadores
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Si existen problemas de unién entre las bases del primer y el
DNA molde, éstos deben ser minimos para el extremo 3', puesio
que es el sitio de union de la DNA polimerasa4.

Como los iniciadores quedan incorporados en el producto de la
PCR y existe cierta tolerancia de mal emparejamiento entre el
DNA molde y el iniciador, se pueden incluir sitios de restriccion en
el iniciador, a fin de facilitar ef clonado de los productos de
amplificacion, o mutaciones especificas, e incluso, elementos de
regulacion de la expresion genética. Asimismo, las marcas con las
cuales se detectar4 el producto, pueden colocarse en el primetS.

La sintesis local de los iniciadores aporta al taboratorio fa
ventaja de obtener rapidamente el producto, asi como la
posibilidad de disefiar iniciadores acoplados a compuestos
fluorescentes o radioactivos.

Para llevar a cabo andlisis de rutina por PCR, una sintesis a
escala de 40 nM rinde entre 80 y 120 pg de un iniciador de 20
nucledtidos de largo, el cual es suficiente para realizar cerca de
1,000 reacciones de PCR14.

Los iniciadores de PCR se almacenan en un amortiguador
compuesto de Tris-Cl 10 mM (pH 8.3) y EDTA 0.1 mM a -20°C. En
solucion, el DNA se comporta como un acido débil y {os enlaces
fosfodiéster se disocian en soluciones acuosas no amottiguadas.
Al recibir los iniciadores, éstos se deben dividir en allcuotas y
guardarse en congelacion. Las alicuotas pueden descongelarse
entre 5 y 10 ocasiones (como maximo), manteniéndose a 4°C
durante su uso. Ademds, los iniciadores deben guardarse en
congeladores separados para disminuir ¢l riesgo de contaminar a
los demés reactivos de PCR34,

Debido a que en muchos casos es hecesario disehar primers
de novo, 1a correcta seleccion de la secuencia de los iniciadores
es fundamental en el andlisis por PCR. El mejor mélodo para
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disefiarlos consiste en utilizar uno de los variados programas
creados para dicho proposito, destacando los siguientes:
PrimerGen (IBM) (ftp.bio.indiana.edu), Primer (Sun Sparcstations)
(jmullins.stanford.edu), PRIMER (Unix) (primer@genome.wi.edu),
Amplify (Macinfosh) (sumex-aim.stanford.edu), y OSF (Unix).

En general, dichos programas identifican caracteristicas criticas
de disefio y permiten al investigador encontrar un par de
iniciadores con propiedades conocidas y predictivas (consultar
figura 9).

Entre la informacion que incluyen los programas se encuentra el
tamafio esperado del producto, la temperatura optima de
alineamiento, el peso molecular, la localizacion y secuencia de
cada jniciador. La mayoria de los programas determinan si el
iniciador posee sitios de unién secundarios en cualquiera de las
hebras de la secuencia seleccionada.

Figura 9. Programa de disefio de iniciadores
DNA file: C:AHUMBY.SEQ

LoCuUs HUMBMYH? 28438hp ds DNA
30-JAN-1996
Annealing temp. 57.0° Upper Olige: Pasitive strand of C:\HUMBY . SEQ

Praduct Tra - Primer Tm 27 5 ° pos. 19778 (158-mer)

Primets difference in Trn 2.9°° 5LGCC CCC AAC ATC CAT CAT-'
Mr(U) - 5429 Mr () 6383

U: 19778 (18) L. 19970 (20)

Product length 212 bp Lawer Ofigo: Negative strand of C:\HUMBY . SEQ
Witial template conc. 0244 p  pos. 19970 (A0-mer)
Salt concentration 50 m 6-GGG GAG ACT GTG GTG GGAAC-¥

Maltiplication factar 4.00

UpperfLower dimer formation:

HAGCCCCOAACATCCATCAT-3'
FTGGTGTCAGAGGGGS'
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Los iniciadores se utilizan en concentraciones de 0.1 a 0.5 pM,
ya que las que son mayores pueden promover una union
inadecuada al DNA molde y, por ende, la acumulacion de
productos inespecificos que incrementan fa probabilidad de
generar artefactos54.

DNA Polimerasa | termoestable

Los protocolos originales de PCR se desarrollaron utilizando al
fragmento Klenow de la DNA pol | de Escherichia cofi; dicha
enzima presentaba actividad de exonucleasa en direccion 5'-»3'
pero, al no ser termoestable, se inactivaba durante la fase de
desnaturalizacién, debiéndose afiadir mas enzima antes de la
etapa de alineamiento. Este hecho, combinado con la baja
temperatura requerida para la elongacién, daba lugar & una
reaccion de baja eficiencia y especificidad?4.

En tal contexta, un descubrimiento técnico de gran importancia
para la PCR fue el reemplazo de la enzima Klenow por una serie
de DNA polimerasas termoestables’!. La primera de estas
enzimas en ser utifizada fue la Tag DNA polimerasa | (Taq pol {),
obtenida de la hacteria Gram-negativa Thermus aquaticus. El gen
estructural para la Tag pol | codifica para una proteina de peso
molecular estimado de 93,910 daltons y se ha clonado y
secuenciado debidamente.

La Taq pol | altamente purificada tiene una temperatura optima
(Topt) de 70° a 80°C con una Vipax ™*vima a los 180
nucledtidos/segundo/molécula de enzima (nt/s), cifra que supera a
los 16 a 20 nt/s de la E. colif DNA pol 123

La conicentracion a la cual se utiliza la Taq pol tes de 1.0a 2.5
unidades42. Cuando la concentracion es muy alta se pueden
acumular productos inespecificos de fonde: en contraste, cuando
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es muy baja suele obtenerse una canlidad insuficiente del
producto deseado.

Desoxirribonucledtidos

La sintesis de DNA requiere desoxirribonucleédtidos trifosfato
libres (ANTPs); la concentracién de cada uno debe de ser 200 pi,
para lograr la especificidad y fidelidad optima de la PCR. En todo
caso, los cuatro dNTPs (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) deben
utilizarse en concentraciones equivalentes, a fin de minimizar los
errores en la incorporacién33, mismos que pueden interferir
durante la hibridacion DNA-DNA, ocurrida entre el producto de la
amplificacion y las sondas marcadas empleadas en el diagnéstico
de las diversas enfermedades.

Basta una concentracion 20 uM de cada uno de los dNTPs, en
un volumen de reaccion de 100 uL, para sintetizar 2.6 pg de una
secuencia de 400-bp de DNAS4,

Asl las cosas, se prepara una solucion patron (stock) de cada
uno de los dNTPs, -en concentraciones de 5 6 2.5 mM
(determinada espectrofotométricamente), a pH 7.0 utilizando agua
destilada; dichas soluciones se conservan en el congelador
(-20°C), pero se recomienda tomar alicuotas pequeras para
disminuir el riesgo de contaminacion’0 y evitar el
descongelamiento repetido de la totalidad de la solucion patron de
dNTP, pues esto Gltimo disminuye su vida en anaquel, La solucion
de trabajo de cada dNTF se prepara a una concentracion 1 mM.

"Una concentracion final total de dNTPs mayor a 50 mM en la mezcla de reaceion de
PPCR intiibe la actividad de la Tag ONA pol §.
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lones magnesio

Uno de los ingredientes més importantes en la reaccion de PCR
es el ion Mg?2*, ya que su concentracion afecta el alineamiento de
los iniciadores, la temperatura de fusion del DNA y la actividad
enzimatica de la Tag DNA pol 134, £l intervalo 6ptimo se localiza
entre 0.5 - 4.0 mM.

Evidentemente, la presencia de EDTA o de otros agentes
quelantes en la mezcla de reaccion puede disminuir [a
concentracién de maghesio. Ademas, es conveniente determinar
la concentracion optima de dicho ion para cada par de iniciadores,
lo cual se logra mediante corridas simultineas en las que se varla
el factor en cuestién.

l.a Tag DNA pol | requiere de iones magnesio libres para poder
unir al DNA molde, los iniciadores y los dNTPs; en la mayoria de
las identificaciones de bacterias patégenas por PCR, Ia
concentracién optima de MgCly es de 2.5 mM.

Amortiguador de reaccion

La solucion amortiguadora recomendacda para realizar la PCR es
de Tris-Cl de 10 a 50 mM a pH 8.3 a 8.9. En la mayorla de los
casos, el empleo adecuado del medio de reaccién incrementa la
especificidad y el rendimiento de los productos de amplificacion54;
por ejemplo, el incremento de la concentraciéon de Tris-Cl a 50 mM
(pH 8.9), aunado a una concentracion de KCI 50 mM, facilita el
alineamiento especifico de los iniciadores, lo que se traduce en
una mayor especificidad de la reaccion. No obstante, también se
debe considerar que una concentracion de KCI mayor a 50 mM
inhibe la actividad de la Tag DNA pol 134,
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Adicionalmente, para estabilizar la actividad de la Taq DNA pol i,
se puede utilizar gelatina o albumina sérica bovina (100 pg/ml.)
junto con detergentes no idnicos como el Tween 20 o el Laureth
12 (0.05-0.1%); es importante mencionar que si se utiliza gelatina,
esta debe esterilizarse adecuadamente, ya que existen casos de
resultados falsos-positivos de deteccion de cierlas bacterias tales
como E. coli, debido a que contaminan a dicha proteina?0.

Cosolventes

Cuando el DNA molde contiene estructuras secundarias fuertes,
o se utiliza un iniciador que se une en las proximidades de una
estructura de "pasador”, es oportuno utilizar un cosolvente como el
dimetilsulfoxido (DMSQO) al 1-10%. De igual forma, la adicion de
glicerol al 5-20% incrementa el rendimiento de la reaccién de
amplificacion para fragmentos de DNA moalde mayores a 2.5 kbp.

Cubierta de aceite mineral

Frecuentemente, es necesario utilizar una cubierta de 50 a 80
pl de aceite mineral en la superficie de la mezcla de reaccion, a
fin de prevenir la evaporacién del liquido. Dicha cublerta también
estabiliza la temperatura y puede llegar a incrementar hasta §
veces el rendimiento de la reaccion. Actualmente, el uso de aceite
mineral se ha reemplazado por el de parafina para evitar la
contaminaciéon del producto y la necesidad de purificarlo mediante
extraccion con claroformo. Sin embargo, cahe subrayar que en
algunos de los termocicladores mas recientes existe un mejor
control de la temperatura, por lo que el tiempo total requerido para
fa PCR es tan corto que la cubierta se vuelve innecesariad.



Parametros de reaccion
A) Desnaturalizacion del DNA (94°C)

Una de las fallas mas frecuentes en la amplificacion por PCR se
debe a una desnaturalizacidon incompleta del DNA molde. En la
etapa inicial de la desnaturalizacion se somete el DNA a 94°C
durante 3 a 5 minutos, mientras que en los ciclos subsecuentes es
suficiente un periodo de 20 a 30 segundos. L.a temperatura de la
reaccion debe medirse mediante una termopar de poca masa,
colocada en un tubo de reaccidn, con un volumen de aceite
mineral similar a la mezcla de reaccion utilizada; con ello se
verifica que la solucion alcance en realidad la temperatura
requerida para la desnaturalizaciond.

Las fases de desnaturalizacion con temiperaturas muy altas o
tiempos muy prolongados suelen ocaslonar pérdidas innecesarias
en la actividad de la enzima. El liempo de vida media de la
actividad enzimatica de la Tag DNA pol | es mayor de 2h, 40
minutos ¥ 5 minutos a 92.5°, 95° y 97.5°C, respectivamente34,

B) Alineamiento de los iniciadores (1 minuta)

La femperatura y el tiempo requeridos para lograr el
alineamiento de los iniciadores dependen de la composicién,
tamafio y concentracion de los mismos. La temperatura se calcula
mediante la expresion Tiy= 2(A+T)+4(G+C), sin embargo, el ajuste
de la misma corresponde a un proceso emplrico, pues, en
ocasiones, se utiliza por arriba o por debajo de la Ty, estimada
para el par de iniciadores; esto, en parte, se debe a que en la
expresion no se toma en consideracion la concentracidon de Mg2+.

La Ty debe calcularse para cada iniciador y la etapa de
alineamiento se programa a una temperatura 5°C inferior de la
menor Ty estimadat.
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Si existen problemas con productos inespecificos de
amplificacion se puede llevar a cabo el alineamiento y la extension
eh unh solo paso, entre los 60° y 72°C. Como es sabido, el aumento
de la temperatura aumenta las condiciones de estringencia®4,

C) Extension de los iniciadores (72°C)

El tiempo requerido para la extensién o elongacion depende de
la longitud y la concentracion de la secuencia "blanco”, asl como
de la temperatura de operacion. Tradicionalmente se desarrolla a
72°C durante 1 minuto por cada 1,000 bp del producto deseado.

Si el producto es menor de 200 bp, se puede omitir el pasa de
extension, ya que la Tag DNA pol [ es lo suficientemente activa a
baja temperatura como para completar la reaccidn durante la
transicion entre las temperaturas de alineamiento y de
desnaturalizacion del siguiente ciclo. La velocidad estimada de
incarporacidn de nucledtidos de la Tag DNA pol | a 72°C varla
entfre 35 y 100 nucledtidos/segundo, dependiendo del
amortiguador, pH, concentracion de las sales y naturaleza del DNA
molde34,

D) Niimero de ciclos (25 a 30)

El numero adecuado de ciclos depende principalmente de la
concentracion inicial de DNA "blanco", una vez optimizados los
parametros restantes. Al finalizar los ciclos de amplificacion, la
reaccion se incuba a 72°C por 3 a 5 minutos para asegurar que el
DNA amplificado se encuentre completamente sintetizadoA.

Cuando se requieren mas de 40 ciclos para amplificar un gen de
copia unica, es muy probable que esié ocurriendo algin problema
con fa reaccion de PCR; generalmente, un programa con



numerosos ciclos incrementa la cantidad y la complejidad de los
productos inespecificos de la reaccion4.

Por otra parte, cuando no se obtiene ningin producto de
amplificacion bajo los parametros descritos, significa que existe
algun error en el disefio experimental. Antes de tratar de optimar a
reaccion, se debe revisar en busca de algin error eventual,
particularmente en relacion con el disefio de los iniciadores
(principalmente con la orientacion 3-OH), o la Ty, (bajo las
condiciones de concentracion salina de la reaccién). Las
condiciones inadecuadas de temperatura, dentro del ciclo de
amplificacion, son la causa mas frecuente de eror vy,
adicionalmente, las mas faciles de corregird.

Aunqgue la PCR es una reaccion muy compleja (con al menos 13
componentes diferentes), los parametros que influyen en el
rendimiento y la eficiencia pueden ajustarse en forma sistematica.
Las principales variables a controlar son: A) la concentracién de
los iniciadores y del DNA molde; B) la concentracion de Mg2+; C)
la concentracion de los dNTPs; D) la temperatura de alineamiento
y el programa de temperaturas del termociclador54.

Controles

Dado el gran alcance de amplificacion que reside en una sola
copia del DNA "blanco", es de extrema importancia evitar cualquier
traza de contaminacion con DNA gue contenga la secuencia
objetivo?0.  Cualquier contaminacion de la reaccion de
amplificacion, ya sea con productos de reacciones previas de PCR
(acarreo), con acidos nucleicos exogenos provenientes del medio
ambiente del laboratorio, con la piel del personal, o contaminacion
cruzada enlre muestras, pueden generar resultados falsos
positivos.
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Es fundamental contar con muestras "control" apropiadas en la
realizacion de cada corrida de PCR en la que se analicen
muestras  "problema". Para detectar la posibilidad de
contaminacion de los reactivos de la PCR con DNA "blanco", se
debe amplificar una muestra contral que no contenga DNA molde
y, se examinan los productos de la reaccion en un gel tefido con
EthBr4.

De igual forma, se pueden correr periodicamente diluciones
seriadas de los microorganismos "problema” obtenidos a partir de
cultivos pures, iniciando con una concentracion de 104 células que
se mezclan con la muestra bioldgica a analizar en el futuro
inmediato; esto facilita determinar la sensibilidad de la técnica y
permite detectar la presencia de eventuales agentes inhibitorios en
la propia muestra.

Entre las medidas preventivas para evitar la contaminacion de la
reaccion de PCR destacan las siguientes:

1. Trabajar en campanas de flujo laminar.

2. Utilizar guantes desechables, evitando tocar el interlor de los
tubos de reaccion y sus tapas. Ademés, en algunos
laboratorios utilizan cofia y cubreboca para reducir la
contaminacion debida al personal.

3. Contar con micropipetas de desplazamiento positivo.

4. Utilizar puntas de micropipeta con barreras, para prevenir la
contaminacién del barril de la micropipeta.

5. Utilizar micropipetas especificas para las diferentes fases de
la reaccion, que solo se utilicen para esos fines.

6. Preparar alicuotas de los reactivos y el amortiguador de
reacciéh, de modo que sdlo se utilicen una vez.

7. Separar fisicamente la zona de preparacion de la reaccion,
en relacion al area de andlisis de los productos de la
amplificacion.
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8. Utilizar controles negalivos, controles sin iniciadores y
controles sin DNA (para evidenciar la contaminacidn), en cada
corrida de PCR.

9. Evitar la reamplificacion de productos primarios de
amplificacion.

Para prevenir la amplificacién de contaminantes se han
desarrollado varios procedimientos425,70, entre los cuales figuran
la exposicion de la mezcla de reaccion & radiaciones ultravioleta (%
=264 nm, durante 5 a 20 minutos), previa a la adicion de la
muestra y de la Tag DNA pol |, u opcionalmente, el tratamiento de
la mezcla de reaccion con 0.5 a 1.0 U de DNAsa; la muestray la
Tag DNA pol | se agregan después de la .inactivacion
correspondiente.

Limitaciones de la PCR

Sin lugar a dudas, una de las principales limitaciones de la PCR,
es el efecto de meseta o Plateau; es decir, las reacciones de PCR
contindan hasta cierto punto y, de pronto, se detienen. En la
mayoria de los casos, después de 20 a 40 ciclos, la reaccion entra
en una fase lineal donde disminuye la acumulacién exponenmal
del productot4.

Dicha disminucién ocurre cuando el producto alcanza una
concentracion 10-8 M (aproximadamente 1012 moléculas en un
volumen de reaccion de 100 pl); a ello se le denomina efecto de
meseta.

La mayor limitante de la PCR es la cantidad presente de la Tag
DNA pol I. En una mezcla de reaccion tipica, 2.5 U de AmpliTag
DNA polimerasa (Perkin-Elmer Corp.) son aproximadamente 10-9
M, lo cual representa un exceso inicial de la enzima de- 200,000
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veces, en refacion a las moléculas del DNA "molde"”; por su parte,
el exceso de cada iniciador es de 2 x 107 y 4 x 1010 de cada
dNTP.

Si se asume que la eficiencia de una reaccion de PCR de 20
ciclos es del 85% y que el proceso inicid con 300,000 moléculas
de DNA "molde", la concentracion de éstas también sera de 10-9
M4,

En el momento en el que el numero de moléculas del DNA
"molde" excede al de molécuias de la enzima, l1a reaccién se
volvera lineal. Como la cantidad de enzima se reduce (por
inactivacion térmica después de cada paso de desnaturalizacion) y
la eficiencia del alineamiento de tos iniciadores también disminuye
(@ causa del aumento constante de la competencia por los
iniciadores, al disminuir estos Gltimos y existir, en contraste, un
mayor nimero de secuencias "hlanco"), la reaccion se termina,

Protocolo basico para la PCR

A continuacion se describe una reaccion de amplificacion
catalizada por la Taq DNA pol |, utilizando el equipo de PCR
AmpliTaq (Perkin-Elmer Corp.), el cual incluye un amortiguador de
reaccion previamente preparado, cuya composicion es la
siguiente:

Amortiguador de Reaccion 10 x
50 mM KCI

10 mM Tris-Cl (pH 8.4)
1.5 mM MgCly
0.01% [p/N] Gelatina estéril
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Generalmente, se usa una cantidad de DNA suficiente para
obtener 105 a 100 moléculas de la secuencia "blance”; en este
sentido, es Utit contar con las siguientes equivalencias:

10.0 ng de DNA de levadura equivalen a 3 x 109 blancos
1.0 ng de DNA de E. coli equivale a 3 x 105 blancos
1.0% de una placa de M13 equivale a 106 blancos

Las cantidades que se indican en el protocolo se encuentran
estandarizadas para preparar una mezcla de reaccion de PCR de
50 pl., mediante la cual se obtiene suficjente cantidad de producto
para la mayoria de las aplicaciones; sin embargo, es posible
escalar las cantidades para reacciones de 100 ul. 6 25 ul..

1.- Retirar los reactivos (alicuotas de los mismos) del congelador
de -20°C y colocarlos en un recipiente con hielo, dentro de la
campana de extraccion.

2.- Descongelar por completc los reactivos, agitandolos
ligeramente con el Vértex y centrifugandoios despues por 1 a 2
segundos en microcentrifuga (lo que ayuda a reducir la
contaminacion); colocarlos nuevamente en el bario de hielo.

3.- Preparar la mezcla maestra (Master mix) agregando los
reactivos a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL, en el siguiente
orden: HyO, amortiguador 10x y dNTPs; la cantidad debe ser
suficiente para el ntimero de muestras a analizar mas log
controles. No agregar los iniciadores, ni la muestra de DNA o la
enzima.

El voiumen de la mezcla puede variar en cada experimento,
debido a que los volimenes del DNA "molde" y de los iniciadores
pueden ser diferentes. El volumen final de la reaccién se ajusta
con el agua que se afiade a la mezcla maestra.
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Si se van a utilizar diferentes volimenes de DNA y de
iniciadores en una sola PCR, el agua se agregarad en forma
individual, para ajustar cada tubo de reaccién,

Es conveniente tomar en cuenta que la mayoria de las
presentaciones comerciales de Tag DNA pol | se envian en glicerol
al 50%, el cual es extremadamente viscoso, por ello, se debe tener
precaucion al medir con precision la cantidad de volumen de
enzima a utilizar.

4.- Distribuir la mezcla maestra en porciones equivalentes, en un
ntimero de tubos de reaccion estériles igual al numero de
muestras a procesar (incluyendo los controles). Una vez afiadida
dicha mezcla, los tubos deben mantenerse cerrados en todo
momento, excepto cuando se agregan la muestra de DNA y la
polimerasa. Este ltimo paso puede Ilevarse a cabo a temperatura
ambiente.

5.- Someter los tubos a radiacion UV, (A=254 nm por § a 20
minutos) para eliminar la posible presencia de DNA contaminante.

6.- Agregar la muestra de DNA al tubo correspondiente, tratando
de evitar la formacién de aerosoles que pudieran generar
contaminacién cruzada con otras muestras. Asegurarse de que el
DNA se deposita completamente, al mezclar con ayuda de la
micropipeta. Utilizar una punta nueva para cada muestra.

7.~ Afadir los iniciadores a la mezcla de reaccion, evitando el
contacto de la punta de la micropipeta con las paredes del tubo
(para evitar la confaminacion).

i2n caso de duda, es conveniente utilizar una punta nueva. Cabe
subrayar que cuando no se pretenda someter la mezcla maestra a
luz U.V,, los iniciadores se pueden incorporar a la mezcla antes de
su distribucion en los diferentes tubos de reaccion.
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Tabla 4. Composicion tipica de una reaccion de PCR

Componente | Solucion patron |Valumen (pl.) | Concentracion
Final
Amortiguador 10 x 5 1x
de reaccion*
MgClo 25 mM 3 1.5 mM
dGTP 10 mM 2 200 M
dATP 10 mM 2 200 pM
dTTP 10 mM 2 200 uM
dGTP 10 mM 2 200 uM
Iniciador 1 50 pmol/uL. 1 1.0 pmol/pl.
Iniciador 2 50 pmol/pb. 1 1.0 pmol/ul
DNA molde | 0.01-1.0 pg/ul. 5
Taq DNA pol | 5 Ulul 0.25 2.5U Total

Nota: EI amortiguador 10x contiene Tris-HCI 100 mM, pH 8.3, y KCI 500 mM.

8.- Agregar la Tag DNA pol | a cada tubo de reaccidn,
mezclando con ayuda de la micropipeta; descartar la punta
utilizada y colocar una nueva para cada muestra.

9.- Mezclar completamente la reaccion utilizando el Vértex y
centrifugar brevemente en microcentrifuga.

10.- Cubrir el contenido de la reaccion con aceite minetal,
usando por lo menos 40 ul. (para prevenir la evaporacion). En este
punto, se debe recordar que existen algunos termocicladores
disefiados para trabajar sin la adicion de barreras contra la
evaporacion.

11.- Colocar los tubos de reaccion en el termociclador e iniciar el
programa de amplificacion. Un programa tipico de amplificacion es
el siguiente;
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A) Desnaturalizacion: 96°C, 3 minutos
B) 25 a 35 ciclos de PCR con el siguiente perfil:
Desnaturalizacion: 94°C, 15 segundos
Alineamiento de iniciadores: 55°C, 30 segundos
Extension de los iniciadores : 72°C, 1.5 minutos
El programa debe concluir con una extension final a 72°C, &
minutos

Las reacciones se detienen al enfriar a 4°C y se mantienen a
dicha temperatura hasta su analisis.

Es importante sefialar que los tubos de reaccion deben
identificarse previamente para evitar confusiones, utilizando un
marcador indeleble para marcar en dos posiciones diferentes del
tubo; también es recomendable anotar todos los datos en una
hitdcora (fecha, procedencia de las muestras, tipo de muestra,
paciente, numero de tubo asignado, calculos de la mezcla
maestra, iniciadores utilizados y el programa de amplificacion de
PCR.).

Organizacion en el laboratoric

La tecnologia de PCR se ha convertido rapidamente en una
parte esencial de los laboratorios de Biologla Molecular,
habiéndose requerido en todo ellos de una considerable inversion
de dinero, tiempo y espacio. Sin lugar a dudas, la inversion a
realizar debe relacionarse con las necesidades experimentales.

Los iniciadores se almacenan separados de los deméas reactivos
(amortiguador 10x, MgCly, dNTPs, Tag DNA pol |}, se sugiere
filtrar el agua que se va a utilizar en la reaccion, con filtros MilliQ,
esterilizarla en autoclave y mantenerla en congelacion a -20°C en
alicuotas de 1.0 mL (de uso unico).
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Es recomendable trabajar en una campana de flujo laminar,
equipada con (uz ultravioleta, respetando los procedimientos de
esterilidad. La campana deber contener una microcentrifuga,
guantes desechables, un juego de micropipetas especlficas para
la PCR, uha cantidad adecuada de puntas para micropipeta y otros
suministros que sean necesarios.

Las puntas y guantes usados se depositan en un contenedor
desechable, el cual debe retirarse después de mezclar las
reacciones. Las lamparas de luz U.V. se mantienen encendidas
cuando la campana ho esté en uso.

Las reacciones de PCR deben realizarse y analizarse en areas
fisicamente separadas del lugar en donde se almacenan los
reactivos y se mezclan las reacciones. Como premisa, debe
considerarse que todos los equipos y suministros de dicho
laboratorio estan contaminados, por lo que se mantienen alejados
de las areas de mezclado y almacenamiento.
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CAPITULO Identificacion y analisis del
DNA amplificado.

Una de las principales decisiones del
usuario de la PCR consiste en
establecer el método adecuado para
detectar el producto amplificado. De
hecho, entre los métodos disponibles
existen diferencias significativas en
términos de sensibilidad, especificidad,
dificultad y costo.

Como el producto primario de la PCR
es una molécula diplex de DNA lineal, de longitud predeterminada
y secuencia definida, el método de deteccion ideal deberia permitir
una determinacion precisa de! tamaiio y de la pureza del producto
amplificado.

En ese sentido, fa PCR ha impulsado el desarrollo de un
sinnimero de técnicas asociadas al analisis de los productos de la
reaccion, existiendo desde las que se basan en el uso de simples
geles de agarosa hasta las que realizan la secuenciacion del DNA
y pueden ser utilizadas en la mayoria de los laboratorios de
Biologia Molecutar24,

Geles de agarosa-bromuro de etidio

Uno de los métodos de deteccion mas sencillos involucra el uso
de geles de agarosa que contienen bromuro de etidio (EthBr). Este
es un tinte fluorescente que se intercala entre las hases apiladas
del DNA y provoca su fluorescencia al exponerse a luz U.V.
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Bl andlisis por electroforesis (en geles de agarosa o
poliacrilamidai) de los productos de la PCR es particularmente atil
y representa el método mas utilizado en los laboratorios, ya que
aporta una evaluacion rapida y semicuantitativa de la reaccion,
con una capacidad de deteccion entre 1.0 a 5.0 ng de DNA,
mediante el uso del EthBr (consultar figura 10).

Figura 10. Molécula de etidio (EthBr)
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Por ofra parte, debe tenerse en mente las limitaciones
relacionadas con los principios del funcionamiento de las unidades
de electroforesis en gel, las cuales son circuitos eléctricos simples
y que pueden esquematizarse mediante dos expresiones
matematicas usadas para describir la electricidad: La ley de Ohm,
V=IR, declara que el campo eléctrico V (medido en voltios) es
praporcional al producto de la corriente | (medida en miliamperes)
por la resistencia R (medida en ohms).

I Es importante recordar que en fa electroforesis se utilizan voltajes letalmente
elevados. Debido al polencial riesgo, es conveniente usar aparatos con blindaje
adecuado, una fuente de poder regulable conectada apropiadamente a tierra,
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En este contexto, cuando se aplica un determinado voltaje al
circuito, fluye una cantidad constante de corriente a través de
todos los elementos, atn cuando éstos generan cierta resistencia.
Para un segmento del gel, la resistencia es inversamente
proporcional al érea transversal y la fuerza idnica del
amortiguador; usualmente, el gel genera casi toda la resistencia
del circuito, puesto que tiene la menor é&rea transversal
Consecuentemente, el voltaje aplicado al gel serd igual al voltaje
total aplicado al circuito, como lo indica fa fuente de poder2.

Si se disminuye el grosor del gel (y de la capa de amortiguador
que lo cubre), o la fuerza iénica del amortiguador, aumentaran
tanto la resistencia como el gradiente de voltaje a lo targo del gel,
lo que incrementara la movilidad electroforética de la muestra.

El limite superior de voltaje utilizable dependera de la capacidad
del aparato para disipar el calor. La expresién P=/2 R indica que la
potencia producida por el sistema P (medida en watls), es
proporcional al producto de la resistencia por el cuadrado de la
carriente.

La potencia generada se manifiesta como calor y los equipos de
electroforesis tan sélo pueden disipar una fraccidn limitada de la
potencia sin incrementar la temperatura del gel. Por arriba de este
punto, cualquier aumento en el voltaje puede ocasionar tn
incremento  significativo y potencialmente perjudicial, en la
temperatura del gel.

Tomado en cuenta lo expuesto anteriormente, la electroforesis
en gel de agarosa puede usarse para separar y purificar
fragmentos de DNA de longitudes comprendidas entre 0.5 y 25 Kb,
variando tnicamente la concentracion de agarosa:
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Tabla 5. Concentracion apropiada de agarosa para separar

fragmentos de DNA de diferente tamario

% de Agarosa |Intervalo efectivo de resolucion de
fragmentos lineales de DNA (IKb)
0.5 30a1
0.7 12a0.8
1.0 10a 0.5
1.2 7a04
1.5 3a0.2

El gel se prepara mezclando el amortiguador de electroforesis y
la agarosa; la mezcla se derrite en un horno de microondas o en el
autoclave, se agita hasta lograr su homogeneizacién, se enfria a
55°C y se adicionan 0.5 pg/mbL de EthBre . Posteriormente, se
vierte en la plataforma de moldeado (también llamada porta gel, la
cual esta sellada en sus extremos) y el peine se coloca en
posicion. El gel se deja solidificar a temperatura ambiente,

Una vez que solidifica el gel, se retiran con cuidado los sellos
del porta geles y el peine. El gel se coloca con todo y porta gel en
el tangue de electroforesis, cubriéndolo con suficiente
amortiguador de electroforesis hasta 1 mm por encima de la
superficie del gel, con lo cual queda listo para cargarlo con las
muestras del producto amplificado.

Por su parte, los tubos de microcentrifuga que contienen el
producto de la reaccidn de PCR se centrifugan durante 10
segundos en una microcentrifuga clinica y se toman 10 ul., por
debajo de la capa de aceite mineral. Las muestras de DNA se
preparan para cargarlas en el gel al mezclarlas con 2 pl de
amortiguador de carga 10x, el cual contiene los colorantes azul de
bromofenol y cianol-xileno; el azul de bromofenol co-emigra con
los fragmentos de aproximadamente 0.5 kb, mientras que el

£ bromuro de etidio es potencialmente carcindgeno. Se debe usar guantes para su
manejo.
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cianol-xileno corre un 50% menos rapido que el azul de
bromofenol y facilita el control de corridas electroforéticas
prolongadas (con un % de agarosa elevado).

Se conectan las terminales de la fuente de poder, de tal modo
que el DNA emigre al anodo (+) y se aplican de 1 a 10 Volts/por
cm de gel, hasta que el azul de bromofenol haya emigrado una
distancia suficiente para lograr la separacién de los fragmentos de
DNA.

Para fotografiar el gel de agarosa se coloca en un
transiluminador U.V. (>2,500 pW/cm?2) utilizando un filtro rojo y
pelicula a blanco y negro (como la Polapan Pro 100 de Polaroid), o
bien, con un filtro naranja y un filtro transparente bloqueador de luz
U.V., con pelicula a blanco y negro de ASA elevada (como la
Polaroid 667 ASA 3,000).

Southern bloty sondas radioactivas

Una vez que se ha separado la mezcla de PCR por
electroforesis en gel, se puede identificar un fragmento especifico
del DNA mediante la técnica de Southern blot. En esta técnica, se
transfieren los fragmentos de DNA contenidos en el gel, a una
membrana de nylon y la secuencia de interés se identifica por
hibridacién con una sonda de oligonucleétidos marcada2.

L.a sonda marcada posee una secuencia especifica (que no es
complementaria a la secuencia de los iniciadores), localizada
dentro del fragmento del DNA amplificado; generalmente, dicha
sonda es de 18 a 50 nucledtidos de largo.

! Tener precaucién al trabajar con luz U.V. ya que puede dafar los bios y la piel
expuesta; se debe usar lenies o careta protectora.



67

Después de la electroforesis, el gel se cubre completamente con
500 mL de HCH 0.2 N durante 10 minutos™ y se lava varias veces
con HpyOm, Por otro lado, se recorta una pieza de membrana de
nylon, de modo que sea 3 mm menor que las dimensiones del gel
de agarosa, se humedece en un recipiente con agua durante 1
minuto y, después, se coloca en una charola con NaOH 0.4 M por
espacio de 5 a 10 minutos.

Posteriormente, se cortan entre 3 y 5 hojas de pape! filtio
Whatman 3MM, en piezas 7 mm menores (en ambas
dimensiones) que la membrana de nylon. Ademas, se prepara una
cinta de paps! filtro ~2 cm mas ancha que el ancho del gel y entre
30 y 40 cm de largo, la cual se humedece en la charola con NaOH
0.4 M. Se ubica una placa de vidrio sobre la charola y se coloca la
cinta sobre ella (consultar figura 11). Es importante retirar las
burbujas de aire que se formen entre la cinta y la placa de vidrio.

Figura 11. Transferencia del DNA para Southern blot

Nylan

Peso 0.2-0.4 ky

Soporte

Charola

M Agitar suavements, levantando un extremo del recipiente, con movimiento
basculante.
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El gel se retira del agua y se acomoda encima de la cinta de
papel filtro, retirando cualquier burbuja de aire. Después, se
dispone cuidadosamente la membrana de nylon, exactamente
sobre el gel (una vez colocada no debe moverse) y sin que se
quede aire atrapado.

Se humedece una pieza de papel Whatman 3MM en NaOH 0.4
M, y se coloca encima de otro papel seco, para retirar el exceso de
NaOH. £l papel himedo se sitia sobre la membrana de nylon, de
modo que la cubra exactamente y sin capturar aire.

Encima del papel himedo se emplaza una pila de papel
Whatman 3MM, de aproximadamente 1 cm de altura y, sobre de
ésta, se colocan toallas de papel hasta alcanzar entre 2 a 3 cm de
altura. Finalmente, se cubre con una placa de vidrio y se hace
presion sobre el sistema, mediante un objeto que pese entre 0.2 y
0.4 Kg (consultar figura 15).

Los extremos de la charola se cubren con el plastico
autoadherente y se realiza la transferencia durante 2 a 12 horas;
transcurrido dicho tiempo, se retira el dispositivo y se marca Ia
posicion del primer pozo en la esquina superior derecha de la
membrana (con una pluma azul de punto rodante). Se retira la
membrana de nylon y se introduce durante 5 minutos en solucién
salina de citrato de sodio (SSC) al 2x y, ain humeda, se le cubre
con una capa de plastico auto adherente (Reynolds Wrap)».

Se coloca la membrana de nylon dentro del transiluminador U.V.
(con el DNA hacia arriba) durante un periodo dptimo, determinado
empiricamente. Los lapsos de exposicion muy largos pueden
dafiar al DNA y producir una hibridacién muy pobre con la sonda
marcada.

n Mantenga la membrana de nylon himeda para reducir 1a radioactividad de fondo.
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Posteriormente, se retira el plastico de la membrana y ésta se
coloca en una holsa de cierre hermético para pre-hibridarla con 6 a
10 mL de solucién de pre-hibridacion, durante 3 a 6 h, a una
temperatura de 372 a 42°C.

La sonda marcada se prepara previamente al hewvir una
cantidad aproximada de 500,000 cuentas por millén/ml., en 6 a 10
mb de solucion de hibridacion, durante 5 minutos y, una vez
completada la pre-hibridacion, se desecha la solucién de pre-
hibridacién y se coloca la solucién de hibridacion-sonda marcada
durante 6 hr, a la misma temperatura a la cual se realizd la pre-
hibridacion.

Una vez terminada la hibridacion, se retira la membrana de la
holsa y se lava con agitacion con las siguientes soluciones, como
se indica a continuacion:

SSC 2x/SDS 0.1% - 5 minutos, a temperatura ambiente

SSC 2x/SDS 0.1% - 15 minutos, a temperatura ambiente

SSC 0.5x/SDS 0.1% - 15 minutos, a temperatura ambiente

SSC 0.1x/SDS 0.1% - 15 minutos, a temperatura ambiente

SSC 0.1x/SDS 0.1% - 30 minutos, a 42°C

Finalmente, se deja secar la membrana al ambiente y se le
expone una pelicula de rayos-X, eh un casselte metdlico con
pantalla intensificadora, durante 24 h,

Polimorfismo de longitud en fragmentos de
restriccion (RFLP)

Otra concepto importante relacionado con el uso de soridas para
identificar especies bacterianas, es el polimorfismo de longitud en
los fragmentos de DNA cortados mediante enzimas de restriccion.
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La mayoria de los genomas microbianos poseen regiones que
presentan una variabilidad muy grande; es decir, en ciertas partes
del genoma, algunas secuencias de oligonucledtidos tienden a
variar de una cepa a otra, aunque no dentro de una cepa
determinada.

Esta variabilidad puede ser observada cuando el DNA
cromosomal es purificado y separado en varios fragmentos con
endonucleasas de restriccion (enzimas que cortan el DNA en
fracciones especificas de nucleédtidos). Consultar tabla 6.

Tabla 6. Secuencias de reconocimientoe de algunas enzimas
de restriccion

Microorganismo Nombre de la . Secuencia de
enzima reconocimiento
Escherichia coli EcoRl| GIAATTC
Escherichia coli EcoRl| VCCAGG (secuencia no
palindromica)
Haemophilus Hindl! GTPy{PuAC
influenzae
Haemophilus Hindlll AAGICTT
influenzae
Bacillus subtilis BsuRI GGlCC
Thermus aquaticus Taq| TICGA

Nota: Las flachas indican los sitios de ataque enzimatico. Las negritas
sefialan sitios de metilacion (modificacion); Pu=cualquier purina,
Py=cualquier pirimidina. A=adenina; T=timina; G=guanina; C=citosina. Sélo
se muestra la secuencia de 5'->3".

Una vez digerido el DNA con la enzima de restriccion
correspondiente, los fragmentos se separan mediante una
electroforesis en gel de agarosa; la distancia emigrada por
cualquiera de las bandas del DNA en dicho gel, puede

° {as secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccidn son de 4 a 6
nucledtidos de largo; generalimente, se encuentra un numero limitado de dichas
secuencias en una pieza de DNA.
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relacionarse con la longitud del fragmento, al calibrar el sistema de
electroforesis con moléculas de DNA de tamafio conocidor.

Cuando se segmenta el DNA de dos cepas diferentes y se
separa a los fragmentos mediante electroforesis, es posible
distinguir a simple vista las diferencias en el patréon de bandeo. En
ocasiones, dichas diferencias pueden ser muy sutiles y dificiles de
discernir, sin embargo, al emplear sondas que hibridan
especificamente dentro de las regiones de alta variabilidad, se
acentuan las diferencias y se facilita el reconocimiento.

El patron de bandas obtenido mediante la digestion con distintas
enzimas de restriccion y el posterior andlisis mediante Southem-
blot (proceso conjunto denominado mapa de restriccion), es
(inico para cada cepa, puesto que es el producto de la hibridacién
de la sonda a los fragmentos de restriccion de diferentes tamarios
(polimoifismo) creados por la variabilidad en los sitios de
reconocimiento de las enzimas. Esto permite tipificar conexactitud
las diferentes cepas82 (consultar figura 12),

Las enzimas de restriccion deben almacenarse a -20°C vy,
mientras se estan utilizando, mantenerse en hafio de hielo. El
amortiguador puede almacenarse a -20°C en soluciones patrén al
10x, hasta por un afio. Se debe procurar no contaminar las
soluciones con DNA de plédsmidos, otras enzimas de restriccién o
DNAsall.

La digestion completa del DNA se realiza (por separado) en
diferentes tubos de microcenttifuga, a 37°C durante 1 ha. utilizando
diferentes enzimas de restriccion; por ejemplo: EcoRl, Hindll,
BamHt, Pstl, Kpnl, Salll y Xhol.

P Calibrador de peso molecular: puede tratarse de fragmentos sintéticos de DNA de
tamaiio conocido, como las escaleras (por ejemplo Ladder 100 bp), o Acidos
nucleicos de virus conocidos, que se han cortado con enzimas de restriccion, como
el Fago AMHindill.

91U de enzima de restriccion digiere completamente 1 g de DNA en 60 minutos
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Para detener la reaccion se agregan 5 jl. (20% del volumen
total) de amortiguador de carga al 10x; alternativamente, puede
inactivarse la enzima por calentamiento. Se toma una allcuota det
DNA digerido y se separa mediante electroforesis en gel,
determinando el nimero de sitios de corte para cada
endonucleasa.

Posteriormente, se transfiere una alicuota de cada una de las
muestras a sus respectivos tubos (por separado) y se fragmenta
con una segunda enzima; habienda terminado la electroforesis, se
comparan los fragmentos resultantes de la digestion con: (1) la
primera enzima Unicamente; (2) dos enzimas; y (3) la segunda
enzima solamenter

Figura 12. Mapa de restriccion obtenido por andlisis de RFLP
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El anterior procedimiento se repite hasta que pueda
determinarse un mapa de restriccibn con sitios de corte
categdricos y consistentes?.

El analisis de DNA cromosomal por RFLP's se ha utilizado
exitosamente para tipificar diferentes especies bacterianas; en
este procedimiento, el paso clave radica en la obtencion de DNA
de alto peso molecular. Sin embargo, la técnica depende de la
capacidad del investigador para dlscernir las posibles diferencias,
alin cuando el analisis por Southem blot facilita la interpretacién.

Polimorfismo conformacional de cadena sencilla
(SSCP)

El analisis de SSCP permite identificar mutaciones puntuales y
deleciones en una molécula de DNA amplificada por PCR. La
técnica se fundamenta en el principio tedrico de que una hebra
sencilla de DNA no asume una conformacion espacial aleatoria en
soluciones hidrofilicas, sino que cada molécula existe en una
configuracion especifica de menor energia, donde el reemplazo de
un par de bases puede alterar considerablemente la conformacion
final. Dichas diferencias conformacionales derivan en movilidades
electroforéticas distintivas para moléculas de DNA que difieren,
adn en un solo par de bases, en su secuencial4,

En una PCR-SSCP, el producto de la amplificacion se calienta
para obtener hebras sencillas de DNA (ssDNAs), se enfria
rapidamente la muestra en hielo y las ssDNAs se fraccionan
mediante  electroforesis en gel de poliacrilamida no
desnaturalizante (en condiciones no desnaturalizantes).
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Los métodos de deteccion pueden incluir la autorradiografia, la
tincion con plata y el uso de iniciadores marcados con compuestos
fluorescentes, entre otros.

La presencia de bandas de ssDNA, en diferentes posiciones
dentro del gel, indican una secuencia diferente; la PCR-SSCP es
capaz de detectar mas del 90% de las mutaciones puntuales en
fragmentos de 200 bp89,

En un estudio realizado por Widjojoatmodjo89 se amplificé una
secuencia altamente conservada, la 16S rRNA, que se encuentra
presente en todos los microorganismos procariotes y, ademas,
contiene regiones variables; esto permitid a los investigadores
discriminar entre géneros y especies, mediante el analisis de los
patrones electroforéticos obtenidos de diferentes bacterias.

Suelen emplearse de 1 a 10 pL del producto de PCR, mezclados
con 3 ul. de amortiguador de secuencia (5 mM EDTA, 0.05% de
azul de bromofenol y 0.056% de xilen-cianol en formamida), los
cuales se calientan a 95°C por 5 minutos. El DNA desnaturalizado
se coloca directamente en hielo por 10 minutos, antes de cargarlo
al gel, para lo cual se toman 6 pL de cada muestra.

El mini-gel de poliacrilamida se prepara al 6.0% (conteniendo
10% de glicerol y 0.005% de N,N,N',N'-tetrametiletiendiamina) y
se usa un amortiguador de Tris/acido borico/EDTA (TBE) al 0.6x
para correr la electroforesis, durante 3 a 14 h (dependiendo del
tamafio del DNA), a corriente constante (usualmente entre 3y 5
watts), de forma tal que la temperatura del gel no se eleve mucho
por encima de la temperatura ambiente.

Después de la electroforesis, el SSCP puede detectarse
mediante una tincién con plata, mediante el método de BassamS,
donde se fija el gel en una solucion de acido acético al 10%
durante 20 minutos a temperatura ambiente y se lava 3 veces con
agua desionizada durante 2 minutos. L.a impregnacion de color se
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logra al colocar el gel en una solucién de nitrato de plata al 0.1% y
formaldehido al 0.056% durante 30 minutos.

El gel se lava con agua desionizada por 20 segundos y se
desarrolla el color mediante una mezcla de 30 g de carbonato de
sodio por litro, formaldehido al 0.056% y 2 mg de tiosulfalo de
sodio por litro (durante 2 a 10 minutos); se detiene la tincion
agregando acido acético al 10%.

Marcaje con biotina o digoxigenina (DIG) y
deteccion inmunoenzimatica

Dado que la amplificacién por PCR produce grandes cantidades
de DNA, es posible utilizar marcas no radioactivas para intentar la
deteccion de las secuencias de interés. Dichas marcas pueden
incorporarse directamente en el producto de PCR, mediante el
empleo de nucledtidos trifosfato modificados o iniciadores
marcados en su extremo 5',

Alternativamente, la PCR puede desarmollarse con los
iniciadores y nucledtidos convencionales y detectar posteriormente
el producto mediante el uso de sondas marcadas no
radioactivas91t.

Las marcas no radioactivas son preferibles que las radioactivas,
ya que son estables por perfodos considerables (por ejemplo 1
afio) y tienen un margen de seguridad mas amplio.

Las principales marcas localizadas en el extremo 5' de los
iniciadores son el hapteno biotina (vitamina H) y una gran variedad
de compuestos fluorescentes 10,81,

Por otra parte, entre las sondas de mayor sensibilidad, se
encuentran los conjugados entre oligonucledtidos y enzimas tales
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como la peroxidasa de rabano (HRP, por sus siglas en inglés), la
fosfatasa alcalina o la j-galactosidasa (consultar figura 13).

En la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE, por sus
siglas en inglés), los iniciadores marcados migran mas lentamente
que los no marcados, excepto cuando la marca posee un fuerte
caracter aniénico.

Similarmente, es posible obtener sondas marcadas con biotina
cuando se incluyen nucledtidos modificados como la biotina-11-
dUTP (en una reaccion previa de PCR) utilizando como DNA
molde a dicho oligonucledtido. La biotina-11-dUTP se comercializa
en forma de polvo (Sigma Chemical Co.) por lo que se requiere su
disolucion previa en Tris 100 mM + EDTA 0.1 mM a pH 7.5; cabe
sefialar que dicha marca se usa en una proporcién de 3:1 (en
relacion con la concentracion de dTTP) para lograr una
incorporacion del 25 al 30%.

Otro procedimiento que involucra marcar directamente al
producto de una PCR es el siguiente: se aflade a la mezcla de
reaccion  bictina-11-dUTP o  digoxigenina-11-dUTP  (DIG,
Boehringer Mannheim Biochemicals) en una proporcion de 3:1,
respecto a la concentracion de dTTP o dCTP, segtin el caso (junto
con los otros dNTPs)53,

Como resultado de la amplificacién se obtiene DNA marcado,
debido a la incorporacién al azar del nucledtido modificado; en
este procedimiento se deben purificar las muestras marcadas para
retirar la biotina o la DIG no incorporada, mediante el uso de un
microconcentrador como el Centricon™ 10 (Amicon) vy
amortiguador TE a pH 7.5.
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Figura 13. Sonda marcada con biotina
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Una vez que se ha amplificado y marcado el DNA, éste se
puede analizar mediante un ensayo de captura pot hibridaclén en
sandwich, con una sonda inmovilizada a algln soporte sélido, se
trate de una membrana de nylon o de una microplaca de
poliestireno39,

La sonda inmovilizada es un oligonucledtido de secuencia
complementaria al DNA amplificado y marcado (consultar figura
14), que posee un extremo homopolimero terminal de dT,
denominado "cola poli-dT", de 100 a 150 nucledtidos de longitud.
El mencionado homopolimero terminal de dT se forma durante la
sintesis de la sonda por accibn de la enzima
desoxirribonucleotidiltransferasa (TdT) terminal86.
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La sonda se puede subclonar en un plasmido si antes se digiere
con una enzima de restriccion y se trata con DNA ligasa; el
plasmido que contiene la sonda capturadora se fijja por
transferencia pasiva a la microplaca de poliestireno (mediante una
modificacion del método desarrollado por NagataS9 para la fijacion
no covalente del plasmido al pozo de la microplaca) con la
participacion de un amortiguador de unién compuesto por KHoPO4
25 mM, pH 7.2 y MgClp, 200 mM. Posteriormente, se lavan ios
pozos y se bloquean los sitios de unién restantes con alblimina
sérica bovina (BSA, por sus sigias en inglés) al 1% en
amortiguador salino de fosfatos 1x con pH 7.2,

Las placas se lavan y se secan, e inclusive, pueden
almacenarse a temperatura ambiente en bolsas selladas
térmicamente. Para su uso, las placas se pre-hibridan a 42°C por
30 minutos con amortiguador de hibridacion.

Una vez pre-hibridadas, se recoge una alicuota {(de 5 a 10 pL}
de la muestra de PCR, se diluye con Tris 10 mM (pH 8.0) + EDTA
2 mM hasta un volumen final de 10 uL y se mezcla con 2 pl de la
sonda detectora. La hibridacion se desnaturaliza agregando 2 pl
de NaOH 2.5 M y se incuba a temperatura ambiente durante 10
minutos, deteniendo la reaccién con 15 ul de HEPESs 2 M. A la
mezcla se afiaden 100 plL de amortiguador de hibridacion y se
coloca en la microplaca, una vez eliminada la reaccion de pre-
hibridacién.

Las muestras se hibridan a 42°C durante 4 h y se lavan 4 veces
con 200 pl. de SSC al 2x. Los espacios libres se bloquean con 200
pl de BSA al 3% durante 10 minutos y se lavan los pozos con
amortiguador de lavado, para agregar 100 L. del conjugado
estreptavidina-peroxidasa (1 pg/mbL en BSA al 3%).

s Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etansutfonico
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Finalmente, se lavan los pozos con 200 pl. de amortiguador de
lavado, y la reaccion se revela con 300 ul del reactivo de color
tetrametilbencidina durante 30 minutos; el revelado se detiene con
100 ul. de HpSO4 al 2 N y se obtiene una coloracién amarilla, la
cual se mide a A=450 nm contra un pozo control.

Figura 14. Captura por hibridacion en sandwich
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La estreptavidina es un tetramero de subunidades idénticas que
liga biotina con gran afinidad (Ka=105); de hecho, se une a 4
moléculas de biotina, mediante interacciones no covalentes que
son esencialmente irreversibles. Se obtiene en forma
recomhinante a partir de Streptomyces avidinii y se conjuga con
diversas enzimas o fluorocromos tales como el Cy-3, el cual tiene
un maximo de excilacion a 554 nm y emite entre los 568 y 574 nm.
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Actualmente, se cuenta con estreptavidina conjugada a
Isoluminol (Sigma Chemicals), que es un compuesto que
presenta quimioluminiscencia.

Esta técnica de analisis por hibridacion en sandwich es casi tan
sensible como el Southem-blot tradicional, pero tiene la ventaja de
ser mas rapida y conveniente, puesto que no usa radioisétopos y
permite utilizar el equipo estdndar de ensayo inmuno-adsorbente
ligado a enzima (ELISA), presente en la mayorla de los
laboratorios de diagnéstico.



81

CAPITULO  La PCR en el diagnéstico de
enfermedades bacterianas
del humano

El andlisis por PCR permite detectar
con una elevada sensibilidad vy
especificidad, a diversos patdgenos
presentes en las muestras clinicas.

Evidentemente, cada vez son mas numerosos los reportes que
difunden las ventajas asociadas a esta metodologla?,15,19,22,44,92
entre las cuales destaca la reduccién del tiempo de identificacion
del agente etioldgico, en relacién con el cultivo convencional. En
este sentido, la PCR es una herramienta particularmente Gtil para
identificar patégenos cuyo cultivo in vitro es diftcil, imposible o
prolongado40.62,

Tradicionalmente, |a estrategia vtilizada en la identificacién de la
mayorfa de los patégenos involucra un cultivo de enriquecimiento,
el aislamiento del microorganismo en medios selectivos vy,
finalmente, la realizacion de diversas pruebas bioquimicas.

Dichas técnicas microbioldgicas son laboriosas, con frecuencia
requieren de varios dlas a semanas, e inclusive, algunos de los
protocolos suelen fallar en la deteccion de ciertas cepas de
bacterias virulentas que alcanzan cantidades poco abundantes.

Inclusive, algunas de dichas cepas no son capaces de competir
por sus requerimientos nutricionales de mayor demanda, por lo
que en muchas ocasiones llegan a ser encubiertos por los
miembros de la flora habitual del humano. Aln actualmente, no
existen numerosas técnicas econdmicas y satisfactorias para
identificar algunos patégenos importantes, incluyendo a las cepas
enterotoxigénicas de Escherichia coli, por fo que no es ficil
discriminar entre éstas y las no patégenas. Adicionalmente, cabe
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considerar que las condiciones de seleccion de los cultivos
convencionales pueden conducir a la pérdida de los plasmidos
implicados en la produccién de las toxinas60.67,

Por tales motivos, en las dltimas décadas se contindan
afiadiendo métodos de diagnostico que detecten patdgenos por
ensayos inmunoldgicos y via el uso de sondas de 4&cidos
nucleicos43.63.64 Sin embargo, en los ensayos inmunoldgicos
influye la variabilidad de la expresion genética y de la respuesta
inmune; ademas de la posibilidad de que ocurra alguna reactividad
cruzada de los sueros anti-especificos. .

En numerosos casos, los Ac's dirigidos contra Ag's de superficie
permiten una identificacién confiable hasta el nivel de género, pero
es necesario realizar pruebas bioquimicas a los microorganismos
aislados para confirmar su especie.

Por ofra parte, cuando la muestra contiene bajas
concentraciones de toxinas, otros factores quimicos pueden llegar
a ocultar su presencia en los ensayos inmunoldgicos,
obteniéndose falsos negativos.

Adicionalmente, existen evidencias de que la produccion de
enterotoxinas por parte de algunos patégenos, tales como
Staphylococcus aureus, se puede perder cuando éste se cultivaen
los medios sintéticos usados dentro del laboratorio29,

Finalmente, la limitada disponibilidad de reactivos asociados ala
serologia impide el uso generalizado de esta metodologia.

Asi las cosas, como las sondas de &cidos nucleicos se
relacionan directamente con el material genético, las pruebas
basadas en la técnica de Southern-blot generalmente son mas
especlficas y confiables que los ensayos inmunoldgicos46.50. Sin
embargo, las técnicas moleculares frecuentemente requieren que
la muestra contenga entre 105 y 106 copias de la secuencia
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blanco, para generar una sefial positiva fiableS. En este sentido,
dicho espécimen podria incubarse durante horas a fin de que la
reproduccion de los microorganismos se tradujera en un nimero
adecuado de secuencias blanco, de esta manera, los ensayos de
hibridacion tradicionales resultarian exitosos, aunque el tiempo
requerido para el diagndstico se incrementaria notablemente30.

En este contexto, destaca la incuestionable importancia de la
PCR en la deteccién de patégenos microbianos, que incluye
ventajas como las que se sefialan a continuacion:

A) La posibilidad de obtener resultados en corto tiempo, lo que
se refleja en beneficio de los pacientes y en una reduccion de los
costos asociados al personal del laboratorio clinico.

B) La deteccién de microorganismos cuyos cultivos in vitro son
dificiles o imposibles.

C) Disponibilidad de los reactivos de PCR, los cuales se
almacenan con menor dificultad que los utilizados en los
procedimientos seroldgicos.

D) No requiere de modelos animales.

E) La eleccion de los iniciadores determina la especificidad del
método, lo que contrasta con la frecuente reactividad cruzada de
los sueros usados en los inmunoensayos.

F) En general, no se requieren complicados equipos de
diagndstico, lo que aumenta su flexibilidad respecto a la eleccién
del espacio en donde se realiza la PCR, con solo eliminar los
problemas de acarreo y contaminacion de fas muestras,

G) Los modernos termocicladores automatizados dan lugar a
una excelente relacion costo/eficiencia.
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Adicionalmente, otros avances favorecen indirectamente a la
PCR; por ejemplo, el uso de sondas radioactivas en el Southem-
blot, se ha venido reemplazando en forma gradual por equipos de
marcaje no radioactivo, sin que ello afecte la sensibilidad de la
técnica, ya que se pueden detectar cantidades de DNA del orden
de 50 a 100 ng, utilizando conjugados con biotina-estreptavidina o
digoxigenina’?.

Inclusive, las sondas de DNA para Southem-blot podrian
resultar innecesarias, debido a que las moléculas generadas por la
amplificacién son de tamario uniforme y se encuentran presentes
en cantidades adecuadas para ser identificadas por electroforesis
en gel de agarosa.

Otro aspecto digno de mencién radica en el hecho de que, en la
mayotia de los estudios que reportan el uso de la PCR aplicada al
diagndstico de enfermedades bacterianas, las muestras 1o
requirieron de tratamientos especiales: un alto porcentaje de ellas
utitizaron la técnica de congelamiento/ebullicién para liberar y
desnaturalizar los 4cidos nucleicos de las bacterias, usando el
termociclador para este fin.

En contraste, ocasionalmente la Taq DNA Polimerasa | puede
llegar a ser inhibida por compuestos presentes en las muestras, en
consecuencia, la extraccion y purificacion del DNA (previa a la
amplificacion por PCR) es muy Util en humerosos casos.

Algunas bacterias tales como Vibrio cholerae, Salmonella spp,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli'y Vibrio vuinificus pueden
enfrar en un estado no cultivable (de estrés), aunque estén
viables; a este respecto, es preciso subrayar que la PCR sdlo
depende de la presencia del DNA "blanco” en fa muestra (y no de
la existencia de células cultivables) para detectar a dichos
microorganismos51,



Evidentemente, el uso simultdneo de mas de un par de
iniciadores cuidadosamente disefiados, en la mezcla que se
somete a amplificacion por PCR (variacion denominada PCR
Mualtiple) permite la identificacion simultdnea de varias bacterias
en un sélo ensayo868, En el citado estudio de Bej y cols, se
identifico a E. coli, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter freundii,
Enterobacter cloacae, Enterobacler aerogenes, Shigella sonnei,
Acinetobacter spp, Flavobacterium spp, Providencia spp, Serratia
marcescens y Pseudomonas spp, a partir de una muestra de agua
ala que se le determiné su calidad microbioldgica.

A continuacién se sefialan aspectos particulares de la PCR,
aplicadas a varios agentes etiolégicos de enfermedades
bacterianas que afectan al humano, haciendo referencia a las
principales caracteristicas de dichas bacterias, a los métodos
convencionales  del  diagndstico de las  afecciones
correspondientes y a las limitaciones de estos Ultimos.

Bordetella pertussis

El principal agente causal del sindrome tosferina, es un
cocobacilo capsulado Gram negativo no invasivo, pero se fija al
tracto respiratorio superior causando tos "paroxistica" convulsiva,
mediante 1a accion de tres toxinas (el pertusigeno, una exotoxina y
una endotoxina) que paralizan los cilios y dafian el tejido traqueo-
bronquio-pulmonar, causando severas reacciones de inflamacion.
Su crecimiento es lento (las colonias aparecen en 48 a 72 h en
medio Bordet-Gengou) y requiere de medios nutricionalmente
complejos para retener sus Ag's de fase 1 (fase infecciosa).
Generalmente se |le diagnostica mediante inmunoflourescencia, a
paritir de exudados nasofaringeos, con Ac's dirigidos contra un
lipopalisacarido de su pared celular, denominado Ag bactericida, o
bien, por contrainmunoelectroforesis (CIEF).
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La tosferina dura entre 15 y 20 dias y puede resultar mortal,
afecta principalmente a nifios menores de 10 arios de edad y su
diagnostico seroldgico no es utl en la fase aguda de la
enfermedad3.

En el estudio desarrollado por Bickman y cols3 se realizd una
PCR "en nido", en la cual se amplifico el DNA en un ptimer paso,
con un juego de iniciadores externos a la secuencia "blanco",
seguido por la amplificacién "anidada" con un par de iniciadores
que cubrian {a secuencia seleccionada dentro del producto de
amplificacién primario.

Una de las ventajas de dicho método reside en que el material
original se diluye en forma significativa, lo que disminuye a las
sustancias inhibitorias. El nivel de deteccion (sensibilidad) del
método es de 10 bacterias/mL de muestra (8 secuencias blanco/10
pL de muestra), en este sentido, el diagndstico por amplificacion
"en nido" condujo a la deteccion del patdgeno en 18 muestras de
un total de 196 (9.18%) que hablan resultado negativas por cultivo
microbiolégico; con ello, su sensibilidad fue del 100%, contra el
86% obtenido mediante el método convencional.

Staphylococcus aureus

Es un coco Gram positivo no capsulado cuyos principales Ag's
corresponden a los Acidos teicoicos de la pared celular y a la
protelna A, la cual interacciona inespeclficamente con la porcién
Fc de la IgG; se identifica en el laboratorio con bhase en la
deteccion de la coagulasa, previo aislamiento en medios selectivos
tales como el S110 y el manitol-sal-agar (MSA).
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Produce dos tipos de enfermedad:

A) La invasiva, provocando abscesos superficiales (forinculos),
que pueden conducir a septicemia y causar lesiones metastasicas
tales como la endocarditis, artritis, meningitis, pielonefritis y cistitis.

B) La toxigénica, mediante las exotoxinas A, B, Cq, Cp, D, E, y
F, destacando las intoxicaciones alimentarias que cursan con
vomito en proyectil y diarrea; por otra parte, la dermonecrotoxina
presenta accion exfoliativa, causando el sindrome de la piel
escaldada (SEPE), que se manifiesta como una . gruesa
descamacion dérmica.

Adicionalmente, puede producir el sindrome del shock toxico, el
cual estd relacionado con el uso de tampones superabsorbentes
contaminados con S. aureus; la sintesis de las toxinas F y A, que
son absorbidas hacia la circulacion, llega a causar fiebre, cefalea,
diarrea, hipotension, inconsciencia y trastornos renales,
pulmonaies y cardiacos.

En un estudio de identificacion rapida de bacterias por PCR-
SSCP, disefiado por Widjojoatmodjc89 se emplearon iniciadores
especificos para amplificar una region conservada de! genoma,
comun a todos los procariotes, perteneciente a la secuencia 165
rRNA, dicho gen también contiene secuencias variables que
permiten la discriminacion entre los diferentes géneros y especies
bacterianos.

Mediante tal técnica se logré obtener el patrdén especifico de
amplificacion de S. aureus en menos de 20 h (2.5 h para la PCR y
15 h para el SSCP, mas 1.5 h para la tincién con sales de plata).
Por tal motivo, los investigadores recomiendan su uso para el
analisis de muestras de sangre y de liquido cefalorraquideo (LCR)
de pacientes con meningitis.
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Streptecocceus pyogenes

Se trata de un coco Gram positivo que posee una pared celular
constituida por 3 capas, de las cuales la intermedia es un
carbohidrato denominado "C" y cuya composicion es especifica del
grupo; este microorganismo es f-hemolitico y frecuentemente se
asocia a padecimientos de las vias aéreas superiores, tales como
la faringitis y la amigdalitis.

Se le clasifica mediante pruebas microbiolégicas y/o
seroldgicas, con base en el carbohidralo "C" (segin Rebeca
Lancefield). Su principal factor de virulencia es la proteina M, que
impide la fagocitosis y promueve ia agregacion de plaquetas y
leucocitos.

Entre sus toxinas extracelulares se encuentran las
estreptolisinas O (cardiotdxica) y S (necrosante), S. pyogenes
ocasiona reacciones autoinmunes tales como la fiebre reumatica y
la glomeruloneftitis aguda o la artritis cronica. Ademas, elabora la
toxina eritrogénica, causante de la fiebre, erupcion y shock
asociados a la escarlatina y la erisipela.

Las enfermedades ocasionadas por esta especie se
diagnostican eventualmente en el laboratorio mediante las técnicas
de inmunofluorescencia o titulacion de antiestreptolisina O vy,
aunque es una bacteria muy delicada y exigente se puede cultivar
en agar sangre de carnero y se le puede identificar faciimente con
la prueba de la bacitracina (0.02 U).

John Welsh y Michael McClelland del Instituto de
Investigaciones Biologicas de California88 lograron obtener la
"huella digital" del DNA de S. pyogenes, mediante una
amplificacién por PCR al azar, es decir, utilizando un par de
iniciadores arbitrarios y condiciones de baja estringencia. Con este
metodo fue posible distinguir 11 cepas bacterianas distintas,
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requiriendo un minimo de aplicaciones de la bioquimica o biologfa
molecular asociadas a la especie.

Streptococcus pneumoniae

Es una bacteria lanceolada, a-hemolitica, que se agrupa en
pares; produce hemdlisis parcial (verdosa) en gelosa sangre, por
accion de una neumoalising, y es sensible a 5 U de optoquina. Su
pared celular es susceptible a la accion de una enzima altolitica
que se activa en presencia de sales bhiliares.

El neurnococo es uno de los principales causantes de neumonia
en adultos, puede llegar a presentar reaccion cruzada con otros
géneros y se tipifica mediante reaccion de quellung.

Se identifica con base en su sensibilidad a la optoquina y su
solubilidad en sales hiliares, empero, en el caso de meningitis, el
diagnastico se realiza por CIEF, utilizando como muestra L.CR.

Segun el reporte de Hassan-King32, el hemocultivo realizado a
un grupo de pacientes con neumonia causada por S. pneumoniae
resultd positivo sélo en un 30% de los casos, debido posiblemente
a que los pacientes no estaban bacterémicos al momento del
muestreo, o bien, se encontraban bajo terapia con antibioticos.

En dicho estudio se amplifico el gen que codifica para la
autolisina y se analizaron 12 serotipos diferentes de S.
pneumoniae, obteniéndose un limite de sensibilidad de 0.05 pg, el
cual se determiné mediante diluciones seriadas del extracto de
DNA. Lo anterior contrasta en comparacion con las 3 unidades
formadoras de colonias (UFC), obtenidas por diluciones seriadas
de la muestra y el subsecuente cultiva en placas de agar san'gre‘
Adicionalmente, mediante PCR resultaron positivas 4 de 9
muestras que fueron negativas via su cultivo.
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Listeria monocytogenes

Es un bacilo Gram positivo con flagelacién peritrica que causa
septicemia con manifestaciones clinicas variables, pero también
afecta al higado, bazo y sistema nervioso central (SNC) y produce
inflamaciocnes purulentas en membranas mucesas, hinchazdon
glandular y monocitesis.

Afecta principalmente a recién nacidos Yy lactantes; puede
inclusive ocasionar abortos en mujeres embarazadas. Se
diagnostica mediante cultivo y examen microscopico de extendidos
(froftis).

A menudo no se detecta o se le clasifica errdneamente
(obteniendose resultados falsos positivos y negativos), puesto que
las reacciones de aglutinacion entre los Ac's séricos de los
pacientes y los Ag's somaticos y flagelares presentan reacciones
cruzadas con Ag's enterococcicos y estafilocdccicos. Este
microorganismo se ha identificado con éxito mediante analisis por
PCR-SSCP, distinguiéndose los patrones de amplificacion de 7
cepas diferentes89,

Neisseria meningitidis

Son cocos Gram negativos que se disponen en pares y
presentan sus lados adyacentes aplanados, por lo que
morfolégicamente semejan rifiones. Son capsulados y aerobios;
requieren de nutrientes complejos (como los contenidos en el
medio Thayer Martin modificado) y su crecimiento se inhibe por los
acidos grasos libres y diversos metales incluidos como
contaminantes en diversas peptonas o en el agar comercial.

Este microorganismo se identifica poniendo de manifiesto sus
polisacéridos capsulares o mediante pruebas bioquimicas
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(citocromo oxidasa y oxidacion de carbohidratos), apoyandose en
frotis teflidos, cultivos de 48 h obtenidos a 35°C en atmosfera de 5
a 10% de COy o mediante CIEF empledndose Ac's anticapsulares.

De inicio produce faringoamigdalitis, la cual posteriormente
puede evolucionar a meningococcemia vy, finalmente, a meningitis.
En los paises sajones figura entre los 3 principales agentes
causales de meningitis infantil (en nifios de 3 meses a 2 afios de
edad), que cursa con fiebre elevada, cefalea, vomito y rigidez de
nuca.

De acuerdo con un estudio efectuado en el Departamento de
Microbiologla Aplicada de la Universidad Lund, en Sueciab8, se
realizd la deteccion simultanea de N. meningitidis y Haemophilus
influenzae, mediante PCR "en nido", a partir de una muestra
patologica de LLCR. En este sentido, cabe recordar que la
meningitis bacteriana aguda se diagnostica rutinariamente
mediante microscopla directa y cultivos en medios especificos (lo
que requiere de 48 a 72 h), con un alto indice de falsos negativos,
'debido a los antibidticos que suelen administrarse antes de la
recoleccion de la muestra.

El diagndstico por PCR demostré una sensibilidad del 98%
(detectandose al meningoceco en 130 de 133 casos totales) y una
especificidad del 96% sin ocurrencia de resultados falsos
positivos. Los investigadores refieren que los falsos negativos se
debieron probablemente a muy bajas concentraciones de la
bacteria en la muestra.

Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae se integra principalmente por los
generos  Escherichia,  Salmonella,  Shigella,  Klebsiella,
Enterobacler, Serratia, Proteus y Providencia. Son bacilos Gram
negativos morfolégicamente indistinguibles entre si, que se
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diferencian macroscopicamente mediante el uso de medios
diferenciales (ENDO, EMB, SS, XLD, VB, McCankey, Hecktoen y
Tergitol 7) y se identifican via pruebas bioquimicas.

Su pared celular es rica en lipopolisacaridos (LPS), los cuales
poseen algunas de las propiedades toxicas y bioldgicas de estos
microorganismos; los Ag's O (LPS), K (polisacéridos capsulares) y
H (flagelares) son fundamentales para su serotipificacion. La
mayoria de estos bacilos son patdgenos oportunistas que causan,
entre otras enfermedades, septicemia e infecciones urinarias.
Aunque no son exigentes en cuanfo a sus requerimientos
nutricionales y desarrollan en medios sencillos, su identificacion
suele requerir un lapso minimo de 48 h.

En ese sentido, Bej’ reportd un método de deteccion de
coliformes en agua, mediante la amplificacion por PCR y la
posterior identificacion con sondas gen-especificas; el investigador
justifica la aplicacion de dicha metodologia con base en algunos
problemas de la técnica convencional, entre los cuales destacan la
dificultad para mantener la viabilidad de las bacterias durante la
recoleccion y la presencia de microorganismos viables que en
ocasiones no crecen in vitro. Mediante {a PCR se ha logrado
detectar entre 1 a 10 fg de DNA gendmico de E. coli (lo cual
representa entre 1y 5 bacterias/100 ml. de Hy0).

Por lo que respecta al tiempo, en un estudio posterior realizado
por el mismo autor8 se comprobé el contraste entre las 48 a 72 h
que requiere el analisis convencional con filtracién en membrana y
cultivo en tubos de fermentacion, contra las 6 h que resultan
suficientes mediante PCR, empledndose sondas no-radioactivas.

Escherichia coli

Es el principal agente etiolégico de infecciones urinarias,
septicemia, meningitis y neumonia, e inclusive, figura entre los
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mas frecuentes causantes de diarrea en infantes. Por ejemplo, E.
coli enterotoxigénica (ECET) produce dos tipos de toxinas: fa
termo estable (ST) y Ia termo Iabil (I.T); ésta actia estimulando ta
adenilatociciasa en las células epiteliales del intestino.

L.a identificacién de ECET es compleja y se realiza mediante
inmunoensayos y bioensayos que generalmente sélo se practican
en lahoratorios de investigacion. Entre estos Ultimos ensayos se
encuentran el analisis de la influencia de la toxina sobre la
morfologia de células suprarrenales o del ovario de hamster, o
bien, la ohservacion de la acumulacion de liquido de ascitis,
posterior a la inyeccion intraperitoneal de la muestra en ratones
recién nacidos.

Por su parte, la ECEI y ECEH se diferencian principaiimente de
acuerdo con los serotipos que abarcan cada una.

Existen numerosos estudios relacionados con ia deteccion por
PCR de cepas de E. coli productoras de diarread9.61.77 en los
cuales se han amplificado directamente los genes que codifican
para ia sintesis de toxinas u ofras proteinas, obteniéndose una
sensibilidad de hasta 102 UFC/g de heces; es decir, no se requiere
del previo aislamiento de las bacterias ni la purificacién del DNA.

Salmonella typhi

Causante de gastroenteritis y, principalmente, de fiebre tifoidea;
este es un microorganismo invasivo que penetfra a través de fa
mucosa del intestino delgado, se multiplica en los ganglios locales
y se disemina por via sahguinea, estableciéndose en bazo, higado
y vesicula biliar.,
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S. typhi se clasifica inmunolégicamente con base en sus Ag's H,
QO y Vi y se clasifica en el laboratorio mediante pruebas
bioquimicas.

El hemocultivo dista de ser el recurso mas sensible y eficaz, ya
que tan solo detecta entre el 45 y 70% de los casos y requiere
hasta de 72 h.

Si bien el uso de sondas de DNA mejord la capacidad de
deteccion de S. typhi, esta técnica necesita de un minimo de 500
bacterias en la muestra, cuando los pacientes con fiebre tifoidea
usualmente contienen menos de 15 bacterias/mL de sangre83,
Este problema se resolvié mediante la amplificacién por PCR de la
secuencia que codifica para la sintesis de flagelina’9, ya que se
alcanzd una sensibilidad del orden de 40 fg de DNA de S. typhi
(correspondiente a 10 bacterias).

Shigella dysenteriae

Es una de las especies causantes de la disenteria bacteriana, la
cual provoca al invadir la mucosa del fleon terminal y el colon,
originando ulceraciones que dan lugar a que las evacuaciones
contengan moco y sangre.

Shigella se identifica por pruebas bioquimicas y aglutinacion con
suero anti O; cabe subrayar que es muy delicado y pierde
facilmente su viabilidad en las muestras de materia fecal.

Matthew P. Jackson35 reportd la deteccidn de S. dysenteriae
Tipo 1, productor de toxina Shiga, mediante PCR, con
incorporacion de DIG-11dUTP, utilizando como revelador un Ac
anti-DIG conjugado con fosfatasa alcalina; esta metodologia
resulta mas adecuada para los laboratorios clinicos.



Vibrio cholerae

Son bacterias curvas o en forma de coma, Gram negativas, con
singular movilidad gracias a un largo flagelo polar ondulante,
poseen Ag's flagelares proteicos termolabiles (H) y somaticos (O)
constituidos por polisacdridos termoestables,

Este microorganismo atraviesa la barrera gastrica y llega al
intestino delgado, en donde se fija a la mucosa y libera la
enterotoxina (denominada colerageno) que estimula a la adenilato
ciclasa, provocando la eliminacion de liquido isotonico (diairea de
aspecto similar al agua de arroz) que puede conducir a un shock
hipovolémico.

El diagnéstico de laboratorio se realiza mediante un previo
enriuecimiento en caldo peptonado alcalino, seguido por el cultivo
en medios selectivos (TCBS o GTT), pruebas bioguimicas y
serologla. Actualmente, se puede realizar el diagnostico por PCR
mediante la amplificacion del gen que codifica para la sintesis de!
colerageno26,78,

Pseudomonas aeruginosa

Son bacilos Gram negativos productores de dos pigmentos
caracteristicos, la piocianina y la fluorescelna, que confieren un
color verde a la colonia; es B-hemolitico y sus colonias suelen

desprender un olor patticular.

Se asocia, entre ofras afecciones a infecciones
intrahospitalarias, sepsis post-quemaduras, ulceraciones de la
cdrnea (por accion de proteasas) e infecciones de meninges y
pulmones18; el diagnostico correspondiente se realiza por cultivo y
pruebas bioguimicas.
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En un estudio desarrollado por Khan4! se amplificd por PCR el
gen que codifica para la sintesis de la exotoxina A, lograndose una
especificidad y sensibilidad del 100 y 96%, respectivamente, en la
deteccion del microorganismo en las muestras clinicas.

Dicho ensayo fue capaz de evidenciar la presencia de entre 5 a
10 bacterias/mL de muestra (0.1 pg de DNA de P, aeruginosa en 5
uL de la mezcla de reaccién), revelandose al material amplificado
por una simple electroforesis en gel de agarosa con bromuro de
etidio (en tan sélo 6 h).

Haemophilus influenzae

Son cocobacilos Gram negativos que en ocasiones semejan
diplococos y en condiciones desfavorables se alargan,
apareciendo filamentosos. Presentan capsulas de polisacaridos,
las cuales se pierden y pasan al medio liquido del cultivo después
de 24 h. Su crecimiento requiere de los factores X y V, presentes
en la sangre, los cuales utiliza para la biosintesis de citrocromos
respiratorios y en otros procesos de oxido-reduccion.

El factor X se obtiene al calentar la sangre (obteniéndose el
medio gelosa chocolate), mientras que el factor V (NAD*) se
agrega purificado o se provoca que lo aporte la especie S. aureus,
dando lugar al fendémeno de satelitismo.

H. influenzae es el principal agente causal de la meningitis en
nifios entre los 3 meses y 2 afos y se asocia a cuadros de
seplicemia y epiglotitis. Al parecer, este microorganismo es
extremadamente labil y con facilidad pierde su viabilidad en las
muestras clinicas.

Se le identifica (previo aislamiento) por pruebas bioquimicas o
biologicas, demostrando su dependencia de los factores Xy V, o
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por reaccion de Quellung o CIEF con suero anti-capsular
especifico.

De acuerdo con un estudio efectuado por Radstrém et alb8, se
realizo la deteccion simultanea de N. meningitidis y Haemophilus
influenzae, mediante PCR "en nido", a partir de una muestra
patoldgica de LCR. El diagnodstico por PCR demostré una
sensibilidad del 98% y una especificidad del 96%, sin ocurrencia
de resuitados falsos positivos. Los investigadores refieren que los
falsos negativos se debieron probablemente a muy bajas
concentraciones de la bacteria en la muestra.

Mycobacterium tuberculosis

Es un microorganismo delgado, pleomérfico, de pared celular
gruesa, rica en lipidos (como el &cido micdlico) y éacido-alcohol
resistente, que crece con lentitud en medios tales como el
Lowenstein-Jensen, llegando a requerir incubaciones de hasta 8
semanas a 37°C, debido a que su tiempo de generacion es de 20
a24h.

Adn cuando son facilmente fagocitados por macrofagos, se
multiplican intracelularmente gracias a la accion del factor
"cordén”, que es leucotoxico; M. fuberculosis sobrevive a la
respuesta inmune en los lugares con alta presion parcial de
oxfgeno (como en el pulmén) y donde permanece en forma latente
sin manifestar sintomas en el paciente, excepto por la
seroconversion a tuberculina positiva,

Cuando el proceso infectivo progresa a tuberculosis, un estudio
radiolégico revela sitios de calcificacion en el &area apical y
subapical de los pulmones que se conjuntan a la expectoracién de
liquido caseoso, fiehre moderada, hemoptisis, astenia y malestar
general.
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La tuberculosis frecuentemente se diagnostica por baciloscopia
del esputo, cullivo y pruebas bioquimicas; la serotipificaciéon no
diferencia las diferentes cepas del complejo de M. tuberculosis,
segun lo refiere Linton48,

Esta falta de marcadores especificos para las diferentes cepas
de M. tuberculosis ha dificultado los estudios epidemiol6gicos
asociados a la tuberculosis; por tal razon, Linton disefié un método
de ampilificacion al azar, con un subsecuente analisis del
polimorfismo del DNA amplificado (RAPD, por sus siglas en
inglés).

De esta manera, el autor diferencié con éxito 14 cepas distintas
en aproximadamente 8 h; no obhstante, la principal ventaja del
método de RAPD reside en que no requiere del conocimiento
genético previo del microorganismo "blanco".

Borrelia burgdorferi

Es el agente causal de la enfermedad de Lyme, se transmite
principaimente por un vector artrépodo. la garrapata Ixodes
scapularis y su clasificacion es imprecisa, debido en parte a que
no se ha logrado cultivar consistentemente in vitro.

Se trata de microorganismos helicoidales puntiagudos
(espiroquetas), que se evidencian previa tincion de Giemsa; fue
reconocida por primera vez en la ciudad de Lyme, Conn. U.S.A,
siendo identificada hasta 1982 por Willy Burgdorfer y, desde
entonces, se le ha encontrado en diversas partes del mundo. La
enfermedad inicia con la aparicion de un eritema pronunciado en el
sitio de la mordida de la garrapata (denominado eritema migrans),
que no genera prurito ni dolor, pero se expande gradualmente,
semejando una diana o blanco de tiro,
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Dicha lesion desaparece en el transcurso de algunas semanas
quedando en su lugar algunos sintomas similares a los del catarro
comln; escalofrios, fiebre, fatiga, dolor en musculos y
articulaciones, y pérdida del apetito.

No obstante, las espiroquetas se diseminan por via hematogena
y pueden ocasionar darios neuroldgicos, tales como paralisis facial
parcial, meningitis, encefalitis, suefio y pérdida de la memoria.
Adicionalmente, el microorganismo causa problemas cardiacos,
destacando un blogqueo atrio-ventricular que se refleja como una
arritmia. Estos sintomas disminuyen, sin embargo, en pacientes
sin ningun tratamiento, después de 6 meses aproximadamente, se
manifiesta una arlritis franca de las articulaciones, con inflamacién
en una de las rodillas (asimétrica) a diferencia de la artritis normal
que generaimente afecta ambas arlicutaciones.

E! diagndstico de la enfermedad de Lyme es muy dificil, dado
que muchos pacientes no muestran el rash caracteristico y debido
a que los sintomas iniciales semejantes al catarro pueden tener
otros orfgenes.

El inmunodiagndstico via la deteccion de Ac's especificos por la
técnica de ELISA sblo resulta evidente varios meses después del
inicio del cuadro, por lo que el recohocimiento lo realiza el médico,
con base en el cuadro clinico.

Recientemente, se establecié un método diagnéstico a partir de
muestras de orina, realizandose la amplificacion por PCR en nido
del gen que codifica para la flagelina (fla)38. De esta manera se
detectd la presencia del microorganismo, tanto en poitadores
asintomaticos como en enfermos.
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Mycoplasma pneumoniae

Son los organismos de vida libre mas pequerios que se conocen
(alin mas pequerios que algunos virus), carecen de pared celular,
son esféricos, aunque poseen una estructura terminal filiforme y
son patogenos de las vias respiratorias del humano.

Ademds, presentan algunos glucolipidos inmunogénicos que
fijan complemento y dan lugar a reacciones cruzadas con Ag's del
tejido cerebral humano.

Los micoplasmas se multiplican a menor velocidad que otras
bacterias, pues su tiempo medio de generacion es de 6 a 9 h; una
teoria establece que estos microorganismos se fijan a los
receptores del acido neuraminico, presentes en la superficie de las
mucosas de traquea y bronquios, a las cuales después daria por
medio de un factor toxico que activa el complemento.

M. pneumoniae causa neumonia, traqueobronquitis, bronquiolitis
y otros padecimientos menos severos, afectando principalmente a
nifios de 4 a 12 afios. Generalmente, su diagnéstico se realiza
mediante pruebas seroldgicas, pues su cultivo llega a requerir de 4
a 21 dias; no obstante, las pruebas inmunologicas son positivas en
tan sdlo el 80% de los casos.

Recientemente se ha identificado a una proteina denominada
P1, que funge como adhesina y en un estudio realizado por Ursi84
se logrd evidenciar la presencia del microorganismo en muestras
de aspirados nasofaringeos provenientes de pacientes pediatricos,
precisamente mediante la amplificacion del gen que codifica para
la sintesis de P1 y su deteccién por electroforesis en gel de
agarosa con EthBr,
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Chlamydia trachomatis

Las clamidias poseen una envoltura celular semejante a la pared
celular de las bacterias Gram negativas y son susceptibles a la
tetraciclina y la eritromicina; sin embargo, exhiben algunas
caracleristicas excepcionales, tales como la de ser parasitos
energéticos, debido a que no producen ATP (emplean el ATP de la
célula hospedadora) y la de presentar un ciclo vital con dos
diferentes formas celulares: (A) el cuerpo elemental o CE,
correspondiente a una bacteria esférica (de hasta 0.4 um de
didmetro), que actia como forma infectante mediante una
adhesina que promueve su fagocitosis no profesional, por parte de
las células del hospedador y (B) el cuerpo reticular o CR (de hasta
1 um de diametro), que representa la forma metabdlicamente
activa (capaz de reproducirse por fision binaria) y se localiza en el
interior de la célula hospedadora; después de 22 h, los CR se
convierten en CIE, los cuales se liberan al destruirse la célula que
los alberga, en aproximadamente 48 h.

C. trachomatlis posee dos variedades de importancia clinica para
el humano: La variedad LGV, responsable del linfogranuloma
venéreo y la variedad TRIC (de mayor importancia en salud
publica); en cuanto a esta ultima, los serotipos A, B, Bay C
ocasionan conjuntivitis por inclusion, cervicitis y uretritis no
gonocdccica, entre otros padecimientos, mientras que Ios
serotipos de la D a la K producen el tracoma (padecimiento
considerado como la principal causa de ceguera previsible en el
mundo), que cursa con lagrimeo, fotofobia, sensacion de cuerpo
extrafio y secrecion purulenta, hasta la etapa cronica, en la que
ocurren la deformidad del parpado, neovascularizacion, pannus y
ceguerad’3,

El diagnostico tradicional de la clamidiasis se realiza
principalmente mediante el cultivo de muestras de exudados en
lineas celulares, tales como la McCoy (fibroblastos de ratén) o la
Hel.a 229 (células cancerigenas de cérvix humano), incubadas por
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48 h (para los casos de cervicitis, faringitis, proctitis, tracoma y
conjuntivitis por inclusion); los exudados se recolectan mediante
hisopos de dacrén o algodén, con aplicadores de plastico (debido
a que los aplicadores de madera y los hisopos de alginato son
toxicos para Chlamydia)93,

Dentro de los métodos empleadas con mayor frecuencia para
lograr la deteccion de C. trachomatis se enhcuentran las técnicas
de tincion (para observar las inclusiones intracitoplasmicas)
empleando lugol o Giemsa y la deteccion directa de Ag's
clamidiales, destacando la inmunofiuorescencia directa y los
ensayos inmunoenzimaticos43; cabe sefialar que los CE de C.
frachomatis constituyen la forma que se detecta mediante las
técnicas inmunocitoquimicas®3.

En un estudio desarrollado por Claas!0 se evalu6 la importancia
diagnostica de la PCR en la deteccion de C. trachomatis,
comparandola con la téchica de cultivo. Para ello, utilizaron
muestras de exudado genital, a partir de las cuales se extrajo el
DNA mediante fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y la
subsecuente precipitacidn en etanol. Posteriormente, se realizé fa
amplificacion por PCR, empleandose dos pares diferentes de
iniciadores: uno de ellos amplificd la regién género-especifica del
16S rRNA Y, el otro, amplificd un plasmido endégeno caracteristico
de la especie. De esta forma, la PCR mostré una especificidad del
100% y una sensibilidad del 108%; ademads, la PCR resolvidé un
falso-negativo obtenido por el método de cultivo, mismo que se
debid a que la terapia con antimicrobianos habla iniciado antes de
la recoleccion de la muestra.

Por su parte, Domeika2! compard la técnica de ELISA con la
PCR, analizando inuestras de  sedimento  urinario
(correspondientes a la primera orina de la mafana) de 184
pacientes masculinos; para ello, amplificé el gen que codifica para
la sintesis de una de las principales proteinas de la envoltura
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externa de C. frachomatis, obteniendo los resultados sefialados en
la tabla 7.

Tabla 7. Comparacion de la PCR con la prueba de ELISA en
el diagnéstico de la clamidiasis

ELISA PCR
Sensibilidad 85.3 % 100 %
Especificidad 100% | 100 %
Valor predictivo | 100 % 100 %
positivo
Valor predictivo | 77.5 % 100 %
negativo

De esta forma, los investigadores concluyeron que la PCR
representa un método diagndstico altamente sensible y especifico
para la deteccidn de Chiamydia trachomatis.

NOTA:

La informacion acerca de los iniciadores utilizados para el
reconocimiento de los microorganismos antes sefialados, as! como
el gen amplificado en cada caso, las condiciones de reaccion y la
metodologia involucrada se cita en las tablas siguientes.



Tabla 8. Bacterias patégenas para el hombre: Secuencias de iniciadores para PCR, DNA blanco,
tamaifio del producto amplificado y método de deteccion

Bacteria Iniciadores DNA Tamano | Analisis del preducto | # Ref.
"blancao" del amplificado biblio
praducto grafica
amplificado
(bp)
Bordetella 1: 5-GAC TTC GTC TTC GTG GCC AT-3’ {S480 205 por RFLP con 3
pertussis 2: 5-GTA CAG CGC GCC CGA TGC CT-3 PCR "en endonucleasa Mval
nido” en gel de agarosa al
3:5-CGC GTG GCC TTC ACC GAC AT-3' 3%
4. 5'-GGG CGG TAA GGT CGG GTA AA-3
Borrelia 1. 58-CGT CTG TCT CCA AGA TAT GT1-3' gen de 240 Secuenciacién de 38
burgderferi 2:5-CAA CCTCGTTGG GTT CTACTT-& flagelina DNA
(fla)
Borrelia OspAZ2: 5-GTT T1G TAATTT CAACTG CTG gen de 156 Electroforesis en gel (513
burgdorferi ACC-3 proteina de agarosa con EthBr
OspA4: 5-CTG CAG CTT GGA ATT CAG GCA |superficia y confirmacion per
CTr3 | {(oSpA} Southem Blot 32p-
Osp3
Clostridium 1: 5-TAA TAG AAA ACA GTT AGA AA-Z gendeia 301 Ensayo inmuno- 20
difficite 2: 5-TCC AAT CCA AAC AAA ATG TA-3' toxina B magneético (MIPA)
Escherichia | 1. 8~TIACGG CGTTAC TATCCTCTC TA-3" | geniT1 275 Electroforesis en gel 28
colfi entero- | 2: §'- GGT CTC GGT CAG ATA TGT GAT TC-3' de agarosa y
toxigénica Southerri Blot
(ECET)
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Sacteria Iniciadores DNA Tamano | Analisis del producto | # Ref.
"blanco" del ampiificado biblic
producto arafica
amplificado
{(bp)
Ciostridium | P13P: 5-AGG CCC GGG AAC GTA TTIC AC-3' | gen 16S 216 SSCP en gel de 88
spp 11P: 5-GAG GAA GGT GGG GAT GAC GT7-3' | rRNA en potiacrilamida tefiido
Listeria spp ) regiones con sales de Plata.
Pseudomonas ER10: 5-GGC GGA CGG GTG AGT AA-3' Viyvz 255
spp ER11: 5-ACT GCT GCC TCC CGT AG-3'
Enterobacter
spp
Escherichia | ZL1675: 5-ATG AAA GCT GGC TAC AGG AAG lacZ 876 Electroforesis en gel 7
coli GCcC-3 de agarosa -EthBr al
ZR2548: 5'-CAC CAT GCC GTG GG TTC AAT 1% y Southem Biot
ATT-3' iamB 554 con sondas 32P-L7-1
y 32p.1B-1
£ 4899: 5-GGA TATTTC TGG TCC TGG 1GC
CcGG-3
BR5452: 5-ACT TGG TGC CGT TGT CGT TAT
CCcc-3
Escherichia 1: 5-GAC AGG ATT TGT TAA CAG G-3' gen de 680 Inmunodeteccion de 35
coli entero- 2: 5-TTC CAG TTA CAC AAT CAG GC-3' toxina productoc marcado por
nemorragica Shiga-like incorporacion de DIG-
(ECEH). (slt-1A} 11-dUTP en Southern
Biot B

-
o
[0)]



Bacteria Iniciadores DNA Tamano | Analisis del producto | # Ref.
"biancao” dei ampiificado biblio
productc grafica
ampilificado
(bp)
&scherichia | LT-A1:5-GGC GAC AGA TTATAC CGTGC-3' | gende 696 Southern Blot con 77
coli entero- | LT-A2: 5-CCG AAT TCT GTT ATA TAT GTC-3' toxina sondas marcadas con
toxigénica termoiabil digoxigenina (DIG) y
(ECET) STla-1: 5-TCTGTATTATCT TIC CCC TC-3' | (LT-Ayy 186 radioactivas con 32pP
STla-2: 5-ATA ACA TCC AGC ACA GGC-3' termo
estable
ST
Escherichia LTL: 5-AGA GAT ACA CGTATG CCT CG-3 gen de 322 Electroforesis en gel 61
coli entero- LTR:8-AAC GCC GTT AGT CAT ACC-3' toxina de agarosa al 3% con
toxigénica termo- EthBry confirmacion
(ECET) iabil (LT) por Southermn con
sonda conjugada a
fosfatasa aicalina.
Halicobacter HPU1: 5-GCC AAT GGT AARATTAGTT-3' Gen 411 Electroforesis 17
pylor HPU2: 5-CTC CTT AAT TGT TTT TAC-3' ureasa A agarosaal 1.5% vy
Southern para
detectar iniciador
32p.5' HPU1.
confirmando por sitios
de restriccion con
Hinfi y Alul
amplificados.
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Bacteria Iniciadores DNA Tamafio | Analisis del producto | # Ref.
"blanco" del amplificado biblio
producto grafica
amplificado
(bp)
Helicobacter | 3: 5-TGG CGT GTC TAT TGA CAG CGA GC-3' Gen 298 Electroforesis en gel 31
pyiori 4:- 5.CCT GCT GGG CAT ACT TCA CCA TG-3' | proteina de agarosa 3%-EthBr
antigénic
a especie
especific
a
Helicobacter | JW21: 5-GCG ACC TGC TGG AAC ATT AC-3' | gen 16S 119 Comparacion entre un| 87
pviori JW2z: 5-CGT TAG CTG CAT TAC TGG AGA-3 TRNA Western Biot, un
ensayo
inmunoenzimatico
(ElIA) y PCR-Southem
Blot con sonda
radioactiva 32pP
Legionella 1: 5-GGC CAA TAG GTC CGC CAA CG-2 gen (mip) 830 Southern con sonda 47
pneumoghila 2: 5-GGT GAC TGC GGC TGT TAT GG-3

conjugada a biotina y
revelado con sistema
estreptavidina-
fosfatasa alcalina con
substrato cromogeno
BCIP




Bacteria Iniciadores DNA Tamano | Analisis del producto | # Ref.
"blanco” del amplificado biblio
prcducto grafica
amplificado
(bp)
Listeria Lis-1: 5'-GCA TCT GCA TTC AAT AAA GA-3' gen de 174 Electroforesis en gel 20
monocytogenes | Lis-2: 5-TGT CAC TGC ATC TCC GTG GT-3' Listeric de agarosa con EthBr
-lisina O
(hiyA)
Mycobacterium |  Bateria de 40 iniciadores diferentes de 10 a 20 é? i? Anzélisis por RAPD: 48
tuberculosis nucleétidos de longitud. Random Amplified
Seleccion de 4 iniciadores que generan patrones Polymorphic DNA
de bandeo discriminatorios: 1IS986-FP, |1S986-RP, (Iniciadores
INS-2 y MTBC-RP arbitrarios) en gel de
agarosa al 2%
Mycoplasma | Iniciador seleccionado en base a la secuencia gen de &? "PCR-Fingerprinting" 84
pneumoniae conocida del gen P1: adhesina por electroforesis en
o factor gel de agarosa al 1%
OJPU4: 5-GGC CAT GAC CGC GAACTATCC de con EthBr
G-3 virulencia
(P1)
Neissenia NM: 8-TGT TGG GCAACC TGATTG-3 gen 16S 700 Electroforesis en gel 68
meningitidis | ru8: 5'-AAG GAG GTG ATC CAA CCG CAGGTT| rRNA de agarosa al 1.0%
Cc-3' con EthBr.
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Bacteria iniciadores DNA Tamano | Analisis del producie | # Ref.
"blanco” del amplificado biblic
producto grafica
amplificado
{op)
Pseudomonas| ETA1: 5-GAC AAC GCC CTC AGC ATC ACC gen de 396 RFLP con 41
aeruginosa AGC-3' exotoxina endonucleasa Pvul en
ETA2: 5-CGC TGG CCC ATT CGC TCC AGC | A(ETA) gel de agarosa-EthBr
GCT-3' vy sonda marcada con
DIG por Southern
Saimonella ST1: 5-ACT GCT AAA ACC ACT ACT-3' gen de 458 PCR en nido, 78
tyvphi ST2: 5-TTA ACG CAG TAA AGA GAG-Z flagetina electroforesis en
agarosa y Southern
ST3: 5-AGA TGG TAC TGG CGT TGC TC-3' 343 Blot con sonda
ST4: 5-TGG AGA CTT CGG TCG CGT AG-3' radioactiva 32p
Shigella 1: 5-GAC AGG ATT TGT TAA CAG G-3' gende 680 Inmunodeteccion de 35
dysenteriae 2: 5-TTC CAG TTA CAC AAT CAG GC-3 toxina producto marcado por
Tipc 1 Shiga incorporacion de DIG-
{StxA) 11-dUTP en Southern
Biot
Shigella spp | Shig-1: 5-TGG AAA AAC TCA GTG CCT CT-3' | plasmido 422 Electroforesis en gel 49
Shig-2: 5-CCA GTC CGT AAATTC ATT CT-3 de de agarosa at 3% con
antigeno EthBr.
invasivo
H (ipaH)
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Bacteria Iniciadores DNA Tamafo | Andlisis dei producto | # Ref.
"blanco”" dei amplificado biblio
producto grafica
amplificado
(op)
Staphylococcus | SEA-1: B-TTG GAA ACG GTT AAAACGAA-3' | gende 120 Electroforesis en gel 37
aureus SEA-2: -GAA CCT TCC CAT CAA AAA CA-3 entero de agarosa con EthBr
-toxina A
(sea)
Staphylococcus Iniciadores arbitrarios: &? o? "PCR-Fingerprinting” | 88
spp Kpn-R: §-CCA AGT CGA CAT GGC ACTTGT por electroforesis en
Streptococcus ATA CAT ATG TAA C-3 gel de agarosa al 1%
pyogenes con EthBr
pBS: 5-GGA AAC AGC TAT GAC CAT GA-3'
Streptococcus SP1: 5-ATG GAA ATT AAT GTG AGT A-3 gen de 247 Electroforesis en ge! 32
pneumoniae SP2: 5-AGG TCT CAG CATTCCA autolisina de agarosa at 1.8%-
iyt EthBry confirmacion
por Southem con
sonda y-32P-5-SP3
Streptococcus} STREP: 5-GTA CAA CGA GTC GCA AGC-3' gen 18S 3G0 Electroforesis en gel 68
spp u8: 5-AAG GAG GTG ATC CAA CCG CAG GTT| rRNA de agarosa al 1.0%
Cc-3 con EthBr.
Vibrio 1:8-CTC AGA CGG GATTIG TTAGGC ACG- | gende 302 Electroforesis en gel 78
cholerae 01 3 toxina de agarosa y
2: 5-TCT ATC TCT GTA GCC CCT ATT ACG-3' | colérica Southemn Blot
{ctx)




Bacteria Iniciadores DNA Tamano | Analisis del procducto | # Ref.
"bianco" del amplificado biblio
producto grafica
amplificado
(bp)
Vibrio CTX2: 5-CGG GCA GAT TCT AGA CCT CCT G- |subunida 564 Electroforesis en gel 26
choierae G1 3 dde de agarosa con EthBr
CTX3: 5-CGATGATCTTGG AGC ATT CCC toxina
AC-3 colérica A
(ctxA)
Chlamydia R1: 5-GTG GAT AGT CTC AAC CCT AT-3' 16S 208 Electroforesis en ge! 16
trachomatis R2: 5-TAT CTG TCC TTG CGG AAA AC-3' rRNA de agarosaai 2% e
identificacion por
Southem-blot

Tabla 9.Parametros de PCR para amplificar secuencias tinicas de DNA para la deteccion de
bacterias patogenas

Desnaturalizacion

Bacteria Iniciadores Alineamiento Extension Ciclos totales # Ref.
bibliografica

Bordetella 1y2 2 min 94°C 2 min 50°C 2.5min 72°C 20 3
pertussis 3vy4 idem idem idem 30

Borrelia 1y2 15s 86°C 15s 52°C 4min 80°C 25 38
burgdorferi

Berrefia OspA2 y 2 min 94°C 1 min 61°C 1 min72°C 25 66
burgdorferi OspA4




Bacteria Iniciadores Desnaturalizacion | Alineamiento Extensién Ciclos totales # Ref.
bibliografica
Ciostridium 1y2 Smin 95°Cy 1 min 50°C 1 min 72°C 35340 a0
difficile ciclos 1 min
94°C
Clostridium spp | P13P y P11P 1 min 94°C 1 min 55°C 10s 72°C 30 88
Listeria spp
Pseudomonas | ER10y ER11 idem idem idem idem
spp
Enterobacter
Spp
Escherichia coli ZL1675y 0.5-1 min 94°C | 0.5-1 min 40°C | 1-2 min 72°C 25a40 7
ZR2548 idem 0.5-1 min 50°C idem idem
BL4899y
BR5452
Escherichia coli 1y2 10 min 95°C 2 min 55°C 2 min 72°C 30 35
enterchemorragica para lisary
(ECEH)} ciclos de 1 min
94°C .
Escherichia coli| LT-A1y LT-A2 1 min 95°C 1 min 43°C 2 min 72°C 35 77
enterotoxigénica
(ECET) STla-1y STla-2 idem idem idem idem
Escherichia coli LTLYLTR 10 min 95°C y 1.5 min 55°C 2 min 72°C 30 61
enterotoxigénica ciclos 1:5 min
(ECET) 93°C
Escherichia coli LT1yLT2 1 min 94°C 1 min 55°C 1 min 72°C 35 28
enterotoxigénica
(ECET)
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Bacteria Iniciadores Desnaturalizacion |  Alineamiento Extension Ciclos totales # Ref.
bibliografica
Haemophilus Hiy ru8 6 min 94°C y 1 min 55°C 2 min 72°C 25 68
influenzae ciclos 1 min
94°C
Helicobacter | HPU1y HPU2 | 5min 95°Cy 1 min 45°C 1 min 72°C 35 17
pylori ciclos por 1.0
min 94°C
Helicobacter 3y4 10.min 88°C y 1 min 68°C 2min 72°C 44 31
pylori ciclos de 1 min
68°C y 30s
92°C
Helicobacter | JW21y Jw22 5 min 95°C y 1 min 55°C 1 min 722C 35 87
pylori ciclos 1 min
95°C
Legionella 1y2 S5mina85°Cy 1 min 62°C 2 min 72°C 40 47
pneumophila ciclos 1 min
95°C
Listeria Lis-1y Lis-2 4 min 95°C ¥ 45s 60°C 1 min 72°C 2 rondas de 35 20
monocytogenes ciclos 45s 85°C ciclos
Mycobacterium Diversos 3minag4°Cy 1 min 36°C 1 min 72°C 40 48
tuberculosis {RAPD) ciclos 20s 94°C
Mycoplasma OJPU4 1 min 84°C 1 min 36°C 2 min 72°C 35 84
pneurmoniae
Neisseria NM y ru8 6 min 94°Cy 1 min 55°C 2 min 72°C 25 68
meningitidis ciclos 1 min
94°C

-\

w



Bacteria tniciadores Desnatwralizacion | Alineamiento Extension Ciclos totales # Ref.
bibliografica
Pseudomonas | ETATy ETA2 1 min 94°C 1 min 68°C 1 min 72°C 25a35 41
aeruginosa
Salmonelia STiyST2 1 min 94°C 1.25 min 55°C 3 min 72°C 40 79
phi
ty ST3y ST4 idem 1.25 min 68°C idem idem
Shigella 1y2 10 min 95°C 2 min 55°C 2min 72°C 30 35
dysenteriae para lisary
Tipo 1 ciclos de 1 min
94°C
Shigefla spp | Shig-1y Shig-2| 3min93°Cy 30s 55°C 20s 72°C 35 49
cicios 30s 94°C
Staphylococcus | SEA-1y SEA-2 | 2 min 94°C 2 min 5§5°C 1 min 72°C No Reportado 37
aureus
Streptococeus SP1y SP2 2 min 94°C 2 min 55°C 2 min 72°C 35 32
pneurnoniae
Streptococcus | STREP y ru8 6 min 894°C y 1 min 55°C 2min72°C 25 68
spp ciclos 1 min
94°C
Vitirio cholerae 1y2 1 min 94°C 1.5 min §0°C 1.5 min 72°C 25 78
o1
Vibrio cholerae’ | CTX2y CTX3 | 5min94°Cy 1 min 60°C 1 min 72°C 25 26
o1 ciclos 1 min
95°C
Chlamydia R1yR2 1 min 94°C 2 min 42°C 3 min 74°C 40 186
trachomatis !
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Conclusiones

(1) En relacién con las muestras clinicas a analizar, la PCR
requiere la presencia de una pequefia cantidad de DNA
perteneciente al agente etioldgico, sin importar que este
Ultimo se encuentre viable (lo cual es indispensable en los
métodos microbiolégicos clasicos).

(2) Enla mayoria de los casos, el DNA a amplificar no requiere de
purificacién previa; la simple lisis de las bacterias por
congelamiento/descongelamiento  libera el  material
genético, que se somete directamente a la PCR.

(3) Dado que la PCR genera multiples coplas a partir de una sola
molécula de DNA molde, es importante evitar la
contaminacién con material que contenga la secuencia
"blanco”.

(4) El empleo de controles apropiados resulta fundamental, tanto
para la PCR como para la técnica complementaria
involucrada en la identificacion del DNA amplificado.

(5) El método mas sencillo, répido y econdmico para identificar el
DNA amplificado por PCR, es el de electroforesis en gel de
agarosa con bromuro de etidio. Este llega a detectar entre
1.0y 5.0 ng de DNA.

(6) La PCR confiere al diagndstico de las enfermedades una
elevada sensibilidad y especificidad, y los resultados se
obtienen en mucho menor tiempo que el requerido mediante
el cuitivo de los especimenes. ’
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(7) La PCR es particularmente Util en la identificacion de
patégenos cuyo cuitivo es dificil, prolongado o imposible. kn
este sentido, también es exitosa cuando las muestras
clinicas son recolectadas después de que el paciente ha
iniciado algun tratamiento con antibidticos.

(8) La variante PCR-RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA
Analysis) se emplea para detectar la presencia de
microorganismos de los que se desconoce la informacion
genética necesaria para llevar a cabo la amplificacion de un
gen caracteristico. En este caso, la identificacion se
fundamenta en la obtencidn de un patron de bandeo (del
producto amplificado) asociade a un par de iniciadores
elegidos de manera arbitraria.

(9) El uso de sondas de oligonucleétidos conjugadas a enzimas o
compuestos fluorescentes permite la identificacion del DNA
amplificado en forma sensible y confiable, prescindiendo de
sustancias radioactivas.

(10) Entre los principales contratiempos asociados a la PCR
destacan la posibilidad de una amplificacién inespecifica o
nula y, sobre todo, la inevitable tarea de estandarizar todas
las condiciones de reaccién para lograr obtener resultados
confiables.
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Apéndice
A) Definicion de términos

Acidos nucleicos

Existen, principalmente, dos tipos de Acidos nucleicos en la
mayoria de los organismos: el DNA y el RNA. El DNA nativo es
una molécula de doble cadena en forma de hélice, compuesta por
un esqueleto de ésteres de azucar-fosfato con pares de bases
nitrogenadas unidas por puentes de hidrégeno.

El DNA es el principal almacén de informacion genética en las
células, mientras que el RNA, que se presenta con diversas
formas dentro de la célula, estd involucrado en el complejo
proceso de traducir la informacién codificada en el DNA para
sintetizar protefnas.

El DNA se constituye por nucledtidos de adenina (A), timina (T),
guanina (G) y citosina (C), los cuales se unen especificamente, de
forma complementaria, en pares de bases: A-T, C-G. El RNA es
normaimente una molécula de cadena sencilla, de composicidn
quimica similar al DNA excepto que las moléculas de timina estan
remplazadas por uracilo (U). (consultar figura 15)

Anticuerpos monocionales

Son protelnas producidas por hibridomas originados de la
hibridacién entre una célula plasmatica hormal productora de Ac's
y una célula de mieloma; la caracteristica de dichos hibridomas es
producir indefinidamente una sola clase de Ac's dirigidos contra un
determinante antigénico Unico. Se emplean en investigacion,
diagnostico y tratamientos especificos.

Amortiguador
Es una solucién que resiste cambios en el pH tras la adicién de un
acido o base fuerte. Se preparan mezclando un Acido débil y su
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sal conjugada (ej.- acido acético y acetato), donde el pH de accion
esta dentro de +1 pH del valor de pKg del acido débil.

Figura 15. Fiujo de la informacion genética
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Clonacion

Es un método de amplificacion de material genético especlifico, el
cual se inserta a un plasmido mediante el uso de enzimas de
restriccion y éste, a su vez, se introduce a una bacteria para
generar mayores cantidades de cDNA.

Codon

Unidad fundamental del codigo genético, conformado por la
secuencia lineal de tres nucledtidos en el RNAm, leldos en
direccion ' —» 3'y que codifica para la sintesis de un aminodcido.
Existen en total 64 codones, de los cuales UAG, UGA y UAA son
codones de terminacion de sintesis proteica.
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Complementariedad de bases

Es el apareamiento idoneo entre A-T y C-G por las caracteristicas
quimicas de las bases, es decir, la formacion de enlaces de
hidrogeno entre los grupos ceto y amino de los anillos puricos y
pirimidicos por ordenacion estable de los protones. Por lo tanto, la
secuencia de bases en una hebra del DNA determina la secuencia
de la hebra con la cual se une complementariamente.

Conjugado

En la mayoria de los casos, es un Ac al cual se le une
covalentemente una enzima cuya actividad estd inhibida por
impedimento estérico. Cuando el Ac se une al antigeno (Ag) existe
un cambio estructural que permite a la enzima actuar sobre su
sustrato y, como resultado de esta interaccion, se forma un
producto facilmente observable. Existen conjugados en los cuales
un atomo se ha substituido por un isétopo radioactivo, o bien,
estan unidos a sustancias que fluorescen bajo la luz U.V. Los mas
recientes usan sustancias quimioluminiscentes.

Desnaturalizaciéon

Las dos hebras del DNA pueden separarse, 0 desnaturalizarse,
por calentamiento o por la accion de bases fuertes. Este es el
primer paso en las reacciones de hibridacién que involucran DNA
de doble cadena (con primers o iniciadores de DNA de cadena
sencilla), en la PCR y en la identificacion de segmentos
especificos mediante sondas de oligonucleétidos. Como el DNA es
mas estable en forma de doble hélice, cuando dos moléculas
complementarias estan préximas una a la otra, se recombinan
para formar una estructura diplex.

Cadenas sencillas de DNA y RNA también pueden formar hibridos
estables si poseen secuencias complementarias (en este
supuesto, la adenina se une al uracilo).

Enzimas de restriccion
Son enzimas bacterianas que presentan la capacidad de hidrolizar
enlaces fosfodiéster entre los nucledtidos, pero sdlo en secuencias
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especificas, generalmente de 4 a 6 pares de bases. Dichas
secuencias difieren para cada endonucleasa y presentan simetria
palindrémica. Las bacterias se protegen de sus propias enzimas
de restriccion metilando uno o mas nucledtidos en secuencias
limitantes con los sitios de corte. Algunas enzimas como la EcoR1
deja extremos “"cohesivos" de modo que el DNA cortado puede
unirse facilmente a otra molécula cortada con la misma enzima, lo
cual se emplea para insertar fragmentos de DNA en los plasmidos.

Estringencia

Un concepto critico para comprender el. proceso de hibridacion es
la estringencia o condiciones de rigor en la reaccién. Se refiere al
nimero de bases mal apareadas que pueden ser toleradas entre
dos hebras de DNA, o entre una hebra de DNA y otra de RNA,
para formar una molécula duplex. La estringencia se determina
mediante la temperatura, la fuerza idnica, la longitud de la sonda, o
la presencia de agentes desnaturalizantes (como la formamida) en
el amortiguador utilizado para la reaccién de hibridacion.

En condiciones de baja estringencia, una sonda que es sdlo
parcialmente complementaria a su secuencia blanco u objetivo,
puede llegar a unirse y formar un hibrido estable; Sin embargo, en
condiciones de alta estringencia, dicha sonda no podria formar una
molécula diplex estable.

En términos practicos, esto significa que una sonda dirigida contra
el DNA de Staphylococcus aureus puede unirse en condiciones de
baja estringencia a DNA de Staphylococcus epidermidis o
Staphylococcus saprophyticus 'y formar un hibrido estable,
mientras que en condiciones de alta estringencia, la sonda se
unirfa exclusivamente al DNA de S. aureus y no al DNA de las
otras especies.

Gen

Secuencia de nucleotidos en el DNA que codifican para un RNAm
y éste, a su vez, para la sintesis de una proteina. Ocupa una
posicidn especifica dentro de los cromosomas denominada locus.
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Genoma
Es el total de la informacion genética de un organisma,

almacenada en el DNA.

Hibridacion

Es la unién de un fragmento de ONA o RNA con un gen que
presenta una secuencia complementaria, mediante el
apareamiento especifico de bases complementarias.

Incubacién
Es el proceso de someter los cultivos de microorganismos a

condiciones favorables para su crecimiento: temperatura,
humedad, tiempo y tensién de oxlgeno, entre otras.

Inmunofluorescencia

Es una técnica inmunocitoquimica 2n la cual los Ac's se
encuentran conjugados con un fluorocromo (como el isatiocianato
de fluorescelna), y permite la localizacién de antigenos en la
superficie y dentro de las células al examinar la preparacién en un
micrascopio de fuz U.V. La técnica puede ser directa o indirecta
dependiendo de si el Ac marcado reacciona directamente contra el
Ag o contra un primer Ac.

Northern-blot

Es una técnica desarrollada por J.C. Alwine, D.J. Kemp y G.R.
Stark, donde se digiere RNA con endonucleasas de restriccion y
los fragmentos generados se resuelven mediante electroforesis en
gel, de forma similar a la técnica de Southem.

Nucledtido

Unidad estructural de los acidos nucleicos y una de 'as principales
formas de almacenamiento de energia en las céluias, Estdn
compuestos por una base nitrogenada (purica o pirimidica), un
monosacérido (ribosa o desoxirribosa) y de uno a tres grupos
fosfato (consultar figura 16).
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Patégeno
Es un microorganismo capaz de producir enfermedad.

Plasmidos

Son moléculas de DNA extracromosdmico, pequeiias y de
estructura circular, presentes en las bacterias y que contienen
informacion genética variada, como la resistencia a antibioticos.
Tienen la propiedad de poder replicarse asincronicamente a la
divisién cromosémica.

Figura 16, Bases nitrogenadas, enlace fosfodiéster y
complementariedads: :
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Bases Complementarias A=T

Primer, cebador, iniciador o amplimero
Es un oligonucledtido de cadena corta que al unirse por
complementariedad de bases a una hebra sencilla de DNA molde,

a Maodificado de RawnB® figs.22-3 y 22-4, p.667 y 668.
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actia como punto de inicio para la sintesis de la cadena
complementaria dirigida por la DNA polimerasa.

Pruebas bioquimicas

Son una serie de ensayos realizados en el laboratorio para
determinar la actividad metabdlica de los microorganismos. En
ellas se adiciona un compuesto al medio de cultivo y éste es
convertido a otra sustancia por la accidon metabdlica del
microorganismo, lo cual se pone de manifiesto con ayuda de algin
indicador o revelador.

Reaccion cruzada
Es la union de un Ac a dos Ag's distintos, debido a que éstos
contienen determinantes antigénicos comunes o muy similares.

Replicacion

Es un proceso mediado por enzimas donde el DNA se abre a
modo de cierre de cremallera a lo largo de su eje, separandose las
bases apareadas. A medida que los enlaces de hidrogeno se
separan, se forman nuevas cadenas complementarias usando
como molde a la hebra original del DNA. De esta manera, se
producen dos réplicas exactas de la molécula.

Secuenciacion

Es la determinacion del ordenamiento lineal de los nucledtidos en
una hebra de DNA mediante las técnicas de degradacion quimica
o terminacion de cadena. Ambas se fundamentan en el principio
de que dos moléculas de DNA sencillo que difieren en longitud por
s6lo un nucledtido pueden ser separadas en bandas distintivas por
electroforesis en gel de poliacrilamida.

Sensibilidad

Es la capacidad de respuesta de un instrumento analitico o de una
técnica determinada en relacion a la deteccion o medicion del
analito.
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Sonda de 4cidos nucleicos

Segimento de DNA o RNA que puede "buscar" su secuencia
complementaria y unirse a ella para formar una nueva molécula
diplex. Las sondas suelen encontrarse marcadas con radio
isbtopos, enzimas o moléculas quimioluminiscentes, de modo que
la formacién de las moléculas duplex puede detectarse faciimente,
Las sondas pueden ser disefiadas para ser especificas de género,
especie, e incluso, cepa-especifica, al variar la secuencia de
nucleédtidos utilizada (consultar figura 17).

Vitualmente, todos ios microorganismos contienen algunas
secuencias de nucleétidos Unicas en sus genomas, que pueden
ser utilizadas como "huellas digitales" para su identificacion.

Southern-blot

Es una técnica de andiisis de DNA mediante ia cual éste es
digerido con enzimas de restriccion y se separa mediante
electroforesis en gel de agarosa. El DNA se desnaturaliza in situ,
introduciendo el gei en NaOH, y se transfiere por capilaridad a una
membrana de nylon utilizando una solucidn de alta concentracion
salina.

El DNA se une covalentemente a la membrana por calor o
radiacion U.V. y, posteriormente, se hibrida con una sonda
marcada en condiciones de estringencia deseadas.

l.a sonda no unida se elimina por lavado y la reaccién se revela
para determinar la posicién en la que se unié la sonda marcada.
Su utilidad se basa en la obtencion del mapa de restriccion del
DNA vy la identificacién de la secuencia de interés.
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Figura 17. ldentificacion de secuencias especificas mediante
sondas marcadas®
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Prueba de susceptibilidad

Es un ensayo destinado a determinar la capacidad de un
antimicroblano para inhibir el crecimiento de un microorganismo,
mediante el método de difusion en agar. El medio de cultivo se
inocula con el microorganismo en estudio y se colocan discos de
papel! filtro que contienen concentraciones conocidas de diferentes
antimicrobianos.

Previa incubacion aparecen halos de inhibicién alrededor de los
discos, indicando probable sensibilidad.

b Modificado de Tenoverd? fig.1, p.120
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Tipificacion

Es la determinacion del tipo al cual cotresponde un
microorganismo, dentro de un género especifico, mediante
técnicas inmunolégicas (serotipo) o microbiologicas (biotipo).

Traduccion

Mejor conocida como sintesis de proteinas, consiste en la
transferencia de la informacion genética, desde los codones hasta
los aminoacidos sintetizados. Tiene lugar en f{res etapas:
iniciacién, elongacion y terminacidn. lLas subunidades del
ribosoma se ensamblan en la cadena del RNAm por su extremo 5'
y los codones se leen mediante los RNAt (que poseen en su
estructura el anticodon), mientras que las enzimas ribosomales
establecen los enlaces peptidicos entre los aminoacidos que
transportan los RNAt hasta llegar al codén de terminacion.

Transcripcion

Es la copia del DNA a una molécula de RNAm, RNAt o RNAr por
accion de la RNA polimerasa, con base en el principio de
apareamiento de bases. EI RNAm es copia fiel del DNA genético.
Et RNAt es el diccionario para traducir los tripletes de nuclectidos
en aminoacidos y, el RNAr, junto con diversas proteinas, se
ensamblan para formar los ribosomas donde se efectia la
traduccidn.

B) Reactivos y soluciones

Este apéndice incluye las formulas para los reactivos y
amortiguadores utilizados en la tesis. Las soluciones se listan en
orden alfabético. Todos los reactivos se preparan usando agua
destilada y desionizada.
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Concentraciones de los acidos y bases de uso comun

Reactivo PM 8 (g/mL) | % Peso | Molaridad | V, mL (*)
20°C aprox,
Acido 60.05 1.06 99.8 17.45 57.3
acético
EDTA 60.10 0.899 100 15.0 66.7
HCI 36.46 1.19 37.2 12.1 82.5
Hp804 98.08 1.84 96.0 18.0 55.8
NaOH 40,00 1.54 50.8 19.4 51.5

(*) V, mL = volumen en mililitros hecesarios para preparar 1 Litro de solucion 1
M.

Acetato de sodio, 3IM
Disolver 408g de acetato de sodio-3H;0 en agua; ajustar el pH a
5.2 con acido acético 3M y afiadir HpO para 1 L.

Agarosa, Gel de

Afadir la agarosa en polvo (de grado electroforético) al
amortiguador 1x (TAE o TBE) y derretir en bafio maria (o mediante
un horno de microondas), se debe derretir la agarosa por
completo. Una vez homogeneizada se le puede afiadir el bromuro
de etidio (0.5 pg/mbL) para facilitar la visualizacion de los
fragmentos de DNA durante la electroforesis.

Albumina sérica bovina (BSA), 0.5 mg/mL

La concentracion de BSA se determina usando la relacion
A2g0=6.6 para una solucion de BSA de 10 mg/mL en una celda de
1 cm. de diametro,

Biotina-11-dUTP, 0.5 mM

Preparar una solucion 0.5 mM, a partir de la biotina-11-dUTP
patron (liofilizada), usando Tris-Cl 20 mM, a pH 7.5. Ajustar el pH
con algunos microlitros de Tris-Cl 1 M, pH 7.5. Almacenar a -20°C.
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Carga, amortiguador de, 10x
20% Ficoll 400

0.1 M NayEDTA, pH 8.0

1.0% SDS

0.25% [p/v] azul de bromofenol
0.25% [p/v] xilen cianol

HyO para 1 L

Desnaturalizacion, solucion de
87.75 g NaCl (1.5M final)

20.0 g NaOH (0.5M final)

HyO para 1L

DTT, 1M
(di-Tiotreitol) PM. 180.2
Disolver 15.45 g DTT en 100 mL de H;O. Aimacenar a -20°C.

EDTA,0.5 M

(Ac. etilendiaminotetraacético) PM. 292.2

Disolver 186.1 g NaoEDTA-2H,0 en 700 mL de HpO. Ajustar el pH
a 8.0 con NaOH 10 M (~50 mL) y afadir H;O hasta 1 L..

Etidio, bromuro de. Solucién patron de 0.5 mg/mL
(1000x)

(Bromuro de 2,7-Diamino-10-etil-9-fenil-fenantridinio) PM. 394.3
Disolver 50 mg de EthBr en 100 mL de agua. l.a solucién de
trabajo es de 0.5 pg/mL., por lo que se debe diluir el patron 1:1000
para usarlo en el gel de agarosa.

Hibridacién, solucién de

Combinar los ingredientes de la solucion de pre-hibridacién
(descrita posteriormente) a excepcion del H»,O. Afadir 50 g de
dextran sulfato (para una concentracidn final 10%) y mezc'ar por
12 hrs. Llevar el volumen a 500 mL con HyO.
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HCI,L 1M
(Ac. clorhidrico). Mezclar en el siguiente orden:
913.8 mL de HyO con 86.2 mL de HCI concentrado.

H2S04, 1 N

(Ac. sulftrico)

Esta solucién contiene 49.0388 g de acido por litro. Vaciar lenta y
cuidadosamente 30 mL de 4cido sulfirico concentrado (densidad
1.84) en 3 0 4 volumenes de agua. Enfriar la mezcla en un bafio
de hielo y llevar el volumen a 1 litro.

MgClg, 1M
(Cloruro de magnesio) PM. 203.3
Disolver 20.3 g de MgCly-6Hy0 en 100 mL. de HyO.

NaCl, 5 M
(Cloruro de sodio) PM. 58.44
Esta solucion contiene 292 g de NaCl por litro de HyO.

NaOH, 10 M

(Hidroxido de sodio) PM. 40.00

Disolver 400 g de NaQH en 450 mL de HyO vy ajustar el volumen a
1L

PBS, 10x (Solucion amortiguada de fosfatos)
80 g NaCl

2g KCl

11.6 g NagHPO4-7H,0

2g KHoPO4y HoO para 1L

Pre-hibridacion, solucién de

12.5 mL KPQy4, pH 7.4 (25 mM final)

125 mL 20x SSC (5x final, descrita posteriormente)

25 mL de leche en polvo descremada, reconstituida

5 mL § mg/mL DNA de esperma de salmén (50 pg/ml final)
250 mL formamida 100% (50% final)

82.5 mL H,0



Restriccion, amortiguador de
100 mM Tris-Cl, pH 7.6

100 mM MgCly

10 mM DTT

1 mg/mL BSA

0,0.5,1.00 1.5 M NaCl

SDS/solucion de hibridacion
Anadir 10% de dextran sulfato a la solucion SDS/pre-hibridacion
descrita a continuacion.

SDS/solucion de pre-hibridacion
Afiadir SDS 1% a la solucion de pre-hibridacion descrita
anteriormente.

S§SC, 20x

3M NaCl (175 g/Litro)

0.3M NagCitrato-2H,0 (88 g/Litro)
Ajustar a pH 7.0 con HCI 1M

TAE, amortiguador de electroforesis
Solucion patrén 50x, pH ~8.5

242 g Tris base

57.1 mL ac. acético glacial

37.2 g NapEDTA-2H0

HoO para 1L

TBE, amortiguador de electroforesis
Solucion patrén 10x

108 g Tris base (PM. 121.1)

55 g 4c. bérico (PM. 61.83, 5=1.437)

40 mL 0.5 M EDTA, pH 8.0

HoO para 1 L
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Tris-Cl, 1M

Disolver 121 g de Tris hase (Trizma Base, Sigma) en 800 ml. de
HoO. Ajustar al pH deseado con HCI concentrado, mezclar vy
afadir suficiente HyO para 1 L.

TTS

(Tris-Triton-Sacarosa)

50 mM Tris-Cl, pH 8.0

0.1 % Trifon X-100

0.5 M Sacarosa (PM. 342.3)

Lo conocido es finito, lo desconocido infinito; desde el punto de
vista intelectual estamos en una pequeiia isla en medio de un
océano tlimitable de inexplicabilidad. Nuestra tavea en cada
generacion es vecuperar algo mds de tierra.

1. H. Huxley, 1887
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