CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

La sepsis y el shock séptico, causados por bacterias Gram-positivas, Gram-
negativas, hongos, virus y parasitos, se han convertido en un serio problema de salud en los
ultimos afios. La practica clinica mas comun es el tratamiento antibidtico empirico muchas
veces a pesar de no comprobarse la presencia de una verdadera infeccion. Muchos
pacientes, sin embargo, no reciben diagnostico y tratamiento tempranos y sufren de

complicaciones mayores al no recibir el tratamiento adecuado.

El diagnoéstico precoz de sepsis y septicemias brinda posibilidades de tratamiento
oportuno y especifico, reduciendo a su vez las tasas de morbi-mortalidad, la posibilidad de
induccion de resistencia antibiotica, las complicaciones y los costos de manejo clinico de

pacientes.

Cuando los métodos tradicionales como el cultivo, se enfrentan a microorganismos
de lento o nulo crecimiento o que han generado resistencia antibidtica es dificil la obtencion
de resultados, por lo tanto se debe recurrir a la utilizacion de técnicas mas avanzadas como

son aquellas que se basan en el empleo de biologia molecular.

Las técnicas basadas en el diagnostico molecular han probado ser superiores al
cultivo con miras al tratamiento antimicrobiano del paciente y en la deteccion de bacterias

con requerimientos de crecimiento inusuales.

Los métodos moleculares como PCR han tenido mucho éxito en cuanto a la
identificacion de un amplio grupo de microorganismos. Debido a que este tipo de ensayos
no requieren del crecimiento del patégeno, poseen una gran ventaja sobre los
procedimientos tradicionales. Sin embargo, para el éxito de estas técnicas es necesario un
sistema de extraccion que soporte un alto volumen de muestra y que proporcione un DNA

libre del background gendémico humano.



1.2 Justificacion del problema

La trascendencia de este estudio radica en la utilizaciébn de nuevas tecnologias
diagnosticas para la deteccion de bacteriemias, complicaciones de tipo infeccioso que

conllevan a elevadas tasas de morbilidad y mortalidad en nuestro pais.

En la actualidad, las técnicas fundamentadas en el analisis molecular son de vital
importancia para el diagnostico y tratamiento adecuados y tempranos de muchas
enfermedades. Este tipo de técnicas son rapidas, sensibles y especificas, aportando a las

técnicas microbioldgicas tradicionales.

A pesar de la amplia utilizacion de ensayos moleculares para estudios clinicos, no
existen investigaciones a gran escala de validacion de sistemas moleculares en este
escenario especifico. Un taxativo importante ha sido la falta de estandarizacion y
reproducibilidad en el uso de la técnica de extraccion de DNA de patdogenos en muestras
clinicas, asi como la carencia de sistemas de extraccion de alta capacidad que soporten

grandes volimenes de muestra.

El principal limitante para la deteccion de bacteriemias de bajo nivel es el volumen
de muestra empleado para el diagndstico. Muchos de los sistemas de extraccion modernos
se basan en la adherencia del DNA a particulas magnéticas o membranas y debido a que la
mayor parte de DNA presente en una muestra es DNA gendmico humano, éste aumentara
proporcionalmente al volumen empleado para la extraccion, convirtiéndose en una barrera

fisica para la adsorcion del DNA del patogeno a dichas superficies.

Este trabajo propone la modificacion de un sistema de extraccion y purificacion de
DNA de patogenos en muestras clinicas mediante la eliminacion de DNA genomico
humano de leucocitos, haciéndolo capaz de tolerar altos volimenes de muestra sin que la
capacidad de extraccion se vea alterada. Este estudio aportara a la implementacion de este
sistema para la validacion del diagnostico molecular de bacteriemia en pacientes de

diversos hospitales del pais en una fase posterior de estudio.



1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo General

Disefiar y evaluar un sistema de alta capacidad para extraccion y purificacion de
DNA de patdgenos a partir de muestras clinicas (sangre periférica) para la validacion del

diagnoéstico molecular de bacteriemia/sepsis.

1.3.2 Objetivos especificos

e Modificar un sistema de extraccion de DNA basado en el manejo de membranas,
empleando altos volimenes de muestra de sangre y haciendo uso de técnicas de
separacion de componentes de sangre y buffy coat.

e Determinar la sensibilidad analitica de extraccion de DNA del sistema.

e Probar el sistema como prueba piloto para la deteccion de patdgenos en sangre
mediante un ensayo universal bacteriano con PCR (Reaccion en Cadena de Polimerasa).

e Probar el sistema en muestras clinicas.

1.4 Marco Teorico

1.4.1 Bacteriemia

M¢édicos y microbidlogos han coincidido en que la presencia de microorganismos
vivos en la sangre conlleva altas tasas de morbilidad y mortalidad. Segun Riedemann, Guo
& Ward (2003), en Estados Unidos la sepsis afecta a aproximadamente 700.000 personas y
causa alrededor de 210.000 muertes por afio. Muchos de estos casos se dan por infecciones
nosocomiales. Dichos episodios en su mayoria son causados por microorganismos

resistentes a tratamiento antimicrobiano.

La invasion de patdgenos hacia el sistema circulatorio se da como secuela de una

infeccion significativa. Usualmente la invasion de la sangre por microorganismos se da de



dos formas: por drenaje del foco de infeccion de via linfatica a la via vascular o por
inyeccion directa (dispositivos intravasculares contaminados, entre otros). Estos fendmenos
son causados debido a una falla en los mecanismos de defensa en el huésped o a un error en

la localizacion y eliminacion del foco primario de infeccion.

Como sostienen Brunn & Platt (2006), los sintomas clinicos de sepsis (fiebre,
taquicardia, taquipnea, entre otros) comienzan a manifestarse junto con la presencia de un
hemocultivo positivo. En muchos casos se presenta un serio sindrome clinico, denominado
septicemia, asociado con infecciéon aguda y disfunciéon de oOrganos. Sin embargo, los
sintomas clinicos de sepsis son frecuentemente presentados por pacientes con niveles de

bacterias en sangre no detectables mediante cultivo (Riedemann et al., 2003).

La practica clinica méas comun esta caracterizada por tratamiento antibidtico de
tipo empirico y de amplio espectro a pesar de la baja incidencia de una verdadera infeccion.
Sin embargo, un niimero variable de pacientes no poseen un diagnostico temprano y la
infeccion puede evolucionar hacia shock séptico y muerte. Muchos marcadores, incluyendo
citoquinas, pueden ayudar en la toma de decisiones en cuanto al tratamiento, pero su

eficacia se mantiene incierta. (Horisberger, 2004; Sastre, 2006)

Los sobrevivientes de sepsis usualmente presentan disfuncion residual de érganos
que puede resultar en sintomas persistentes como fatiga, depresion y reducida calidad de

vida (Granja et al., 2004).

Reimer, Wilson & Weinstein (1997) describen que los agentes etioldogicos mas
comunes de bacteriemia en adultos son Escherichia coli'y Staphylococcus aureus. En nifios
los microorganismos causantes de esta patologia son similares, sin embargo, existen
muchas diferencias importantes. Las bacteriemias anaerdbicas son poco comunes en
pacientes pediatricos, quienes con toda probabilidad son mas susceptibles a infecciones por

estafilococo y estreptococo, incluyendo Streptococcus pneumoniae y meningococo.



1.4.1.1 Métodos Diagnésticos

La mayor parte de las bacterias de interés clinico pueden identificarse mediante
técnicas microbioldgicas convencionales, las cuales precisan el aislamiento previo del

patogeno y se fundamentan en propiedades fenotipicas (Rocidio y Mendoza, 2004).

El hemocultivo se ha convertido en el estdindar de oro para el diagndstico de
sepsis. Sin embargo, esta técnica no es lo suficientemente rdpida debido a que puede tardar

de 2-8 dias para proporcionar resultados (Crowley, 2002).

Otros posibles marcadores clinicos de infeccion son los mediadores de
inflamacion, marcadores hematologicos e inmunologicos, los cuales hasta el momento no

han mostrado ser suficientemente sensibles y especificos.

La infeccion y sepsis son problemas clinicos especialmente importantes, en donde
la aplicacion de nuevas técnicas diagnosticas, como el andlisis molecular, podrian
contribuir en términos de disminucion de tasas de morbi-mortalidad, reduccién de estancia
hospitalaria, decremento de incidencia de infeccion nosocomial y disminucion global de los

costos hospitalarios.

Los métodos moleculares han emergido en los Ultimos afios para convertirse en
una herramienta adicional en el diagnodstico de enfermedades infecciosas. La PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) es la técnica de amplificacion de acidos nucleicos
mas ampliamente utilizada con este fin (Mackay, 2004). Esta tecnologia disminuye la
dependencia del cultivo microbiologico y puede ser utilizada en estudios epidemiologicos

(Murray et al., 2003).

1.4.2 Mecanismos de Adhesion Bacteriana

Como presentan Henderson, Wilson & McNab (2000), las bacterias suelen

adherirse a diversas superficies, como células epiteliales y epidérmicas, mediante el uso de



sus componentes estructurales o la secrecion de algunos productos (por ejemplo, mucinas).
También, pueden unirse a células fagociticas, dando como resultado la fagocitosis, uno de
los mecanismos de defensa mas importantes del sistema inmunologico, llevando a la
destruccion del microorganismo. Sin embargo, esta unién no siempre es una ventaja para el
huésped, ya que en ocasiones, muchas bacterias pueden sobrevivir y diseminarse en dichas

células.

Existen dos facetas de la adhesion bacteriana que deben ser consideradas: las
fuerzas fisico-quimicas envueltas en el proceso y la especificidad del microorganismo a

determinada superficie.

Las fuerzas fisico quimicas involucradas en el proceso de adhesion bacteriana
varian en funcion de la distancia a la que se encuentre la célula patogena de la célula
huésped. A una longitud mayor de 50 nm, intervienen las fuerzas de Van der Waals, dando
como resultado la mutua atraccion de estos dipolos. Conforme la distancia disminuye (10-
20 nm), las fuerzas electroestaticas se vuelven mas significativas. Las interacciones
hidrofobicas entre la bacteria y la célula huésped pueden dar como resultado adhesion o
puede existir suficiente proximidad para permitir la accion de interacciones especificas

(Figura 1.1).
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Figura 1.1 Fuerzas involucradas en la adhesion bacteriana a la célula huésped en funcion de la distancia que

las separa (Basado en Henderson ef al., 2000).



En la mayor parte de los casos, un microorganismo en particular es capaz de
adherirse a solo un tipo o una limitada variedad de superficies, esto explica el tropismo de
la bacteria por determinado tejido y su habilidad de colonizarlo. Una serie de componentes
de la superficie celular bacteriana (lipopolisacaridos, peptidoglicanos, proteinas de
membrana, entre otros) afectan el comportamiento de las células eucaridticas. Sin embargo,
la conformacion de estas particulas y su sinergia con otras moléculas vecinas puede alterar

dramaticamente su funcion.

La bacteria posee una variedad de estructuras que pueden estar involucradas en los
mecanismos de adhesion, como el pili, capsulas, flagelos, entre otras. Una variedad de
moléculas en la superficie celular bacteriana puede funcionar como adhesinas y mediar la
union del microorganismo a la célula huésped. Entre esta infinidad de moléculas podemos
encontrar al acido lipotenoico, lectinas, proteinas de superficie, hidrofobinas, carbohidratos,

lipopolisacéridos, enzimas, etc.

1.4.3 Métodos de Separacion de Componentes de Sangre

La obtencion de muestras celulares apropiadas para la etapa analitica de un estudio
demanda diversos procedimientos de separacion, fraccionamiento y caracterizacion,
basados usualmente en las propiedades de cada patron celular existente en la muestra. La
adecuada eleccion de uno de estos sistemas dependera de muchos factores como: muestra
de partida, grado de separacion deseado, conservacion de la viabilidad, operaciones y

técnicas a aplicar posteriormente, entre otros.

1.4.3.1 Centrifugacion Diferencial

La separacion celular puede hacerse por sedimentacion, bajo la influencia de la
gravedad terrestre, pero lo usual es acelerar el proceso incrementando numerosas veces esta
fuerza mediante la centrifugacion Cuando esta técnica es aplicada en un medio liquido, la

separacion no solo depende de la fuerza centrifuga, sino de otros factores que varian la



sedimentacion y que obedecen a las caracteristicas de la célula (o particula en general) y al

medio (Cabrera y Herraez, 2001).

La disgregacion de los diferentes componentes sanguineos depende del peso
especifico de cada componente, la fuerza centrifuga relativa (velocidad), la duracion de la

centrifugacion, la temperatura, la aceleracion y desaceleracion.

El disefio mas simple es la separacion por centrifugacion con valores bajos de
gravedad. No obstante, solo se pueden separar asi células que muestren grandes diferencias
de tamafio. Por ejemplo, en el caso de sangre con anticoagulante, a 200g los eritrocitos
sedimentan en la zona inferior, los leucocitos aparecen en la interfase y queda como
sobrenadante un plasma rico en plaquetas. También se puede preparar plasma pobre en
plaquetas empleando mayor velocidad, alrededor de 3.000g (Figura 1.2) (Anaya et al.,
2005).
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Figura 1.2 Separacion en funcion del tamaiio y coeficiente de sedimentacion de sangre periférica a 3000g

(Autor).

El buffy coat o capa leuco-plaquetaria es la fraccion de sangre centrifugada que
contiene la mayoria de linfocitos. Esta capa es usualmente utilizada para la extraccion de
DNA a partir de sangre de mamiferos, debido a que los eritrocitos no contienen dicho &cido
nucleico. Normalmente, es de color blanco y cuando la muestra contiene una gran cantidad

de neutréfilos (componentes ricos en mieloperoxidasa) es verde.



1.4.4 Sistemas de Extraccion de DNA

1.4.4.1 Generalidades

En los ultimos afos se ha promovido el uso de técnicas moleculares como la PCR
y la secuenciacion para el diagnostico de enfermedades causadas por bacterias. Un método
eficiente de extraccion que produzca un DNA de alta calidad es crucial para estas

reacciones (Rantakokko-Jalava ef al., 2002).

El aislamiento de DNA es una técnica basica en biologia molecular. La calidad,
cantidad e integridad del DNA afectan directamente a los resultados de las pruebas
efectuadas a partir de éste. El propdsito de esta técnica es separar el DNA de todos los
componentes de la célula, dando como resultado una preparacion homogénea que

represente la informacion genética entera del organismo en estudio.

Los principales componentes celulares a ser removidos durante la purificacion son

RNA y proteinas. Las consideraciones a tomarse para un aislamiento efectivo de DNA son:

o El método debe garantizar la minima cantidad de contaminantes, proteinas y
RNA.

e La técnica debe ser eficiente; la mayoria del DNA celular debe ser aislado y
purificado. No debe ser selectiva; todas las especies de DNA en la célula deben
ser aisladas con la misma eficiencia.

. Las moléculas de DNA no deben ser alteradas fisica o quimicamente.

. El DNA obtenido debe ser de alto peso molecular y debe presentar pocas rupturas
de cadena simple.

o El método debe ser rapido y simple, debido a que este procedimiento es solo el

principio de un experimento (Surzycki, 2000).

Debido a las bajas concentraciones de DNA de patdégenos en muestras clinicas se

requiere de procedimientos eficientes y reproducibles para aislar DNA de alta calidad antes



de la amplificacion por PCR. Estos sistemas deben facilitar la producciéon de DNA
susceptible de ser almacenado a largo plazo y con minima contaminacion cruzada (Coyne

et al.,2004).

Los obstaculos mads comunes para obtener DNA de alto peso molecular son: la
ruptura hidrodindmica y la degradacion por DNasas no especificas. Para evitar estos
inconvenientes todas las soluciones deben contener inhibidores de DNasas y todo el

material a ser usado debe estar correctamente esterilizado (Surzycki, 2000).

Como afirma Smith, Diggle & Clarke (2003), los métodos de extraccion manual
son simples, fiables y adecuados para el procesamiento de un pequefio nimero de muestras.
No obstante, conforme la demanda de pruebas moleculares aumenta, el uso de técnicas

automatizadas se acrecienta.

Existen diversos métodos para aislamiento de DNA. Sin embargo, todos envuelven

los siguientes pasos:

e  Rompimiento celular.
o Remocion de proteinas y RNA.
. Concentracion de DNA.

e  Determinacion de la pureza y cantidad de DNA.

Antes de proceder al aislamiento de DNA se debe suspender la muestra en un
buffer de lisis. Esta solucion tiene como objetivos mantener la estructura del DNA durante
los pasos de ruptura y purificacion, facilitar el aislamiento, inhibir a las enzimas
degradadoras de DNA presentes en las células y prevenir la modificacion quimica de las

moléculas de DNA.

1.4.4.1.1 Rompimiento celular

La ruptura celular es uno de los pasos mas importantes del aislamiento de DNA.

Los métodos quimicos, mecanicos y enzimdticos son los mas empleados para este
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cometido. Los medios mecanicos como sonicacion, alta presion, entre otros, son poco
usados para extraccion de DNA, debido a que la aplicacion de fuerza para romper las

c¢lulas hace que el DNA se segmente en pequefios fragmentos.

Las paredes celulares de plantas y bacterias no pueden ser rotas simplemente con
la utilizacion de agentes quimicos. Para tratar este tipo de células se debe hacer un
tratamiento enzimatico previo, para de esta manera hacer a la membrana mas accesible a

los detergentes. La enzima mas utilizada para este propoésito es lisozima.

1.4.4.1.2 Remocion de proteinas y RNA

Los acidos nucleicos y las proteinas poseen distintas propiedades fisicas, lo que
facilita su disociacion. Los acidos nucleicos son moléculas predominantemente hidrofilicas,
facilmente solubles en agua. Por otro lado, las proteinas contienen varios residuos
hidrofobicos que las hacen parcialmente solubles en solventes organicos. Esta
particularidad es la més usada en los métodos de deproteinizacion. Por otro lado, otras
técnicas se basan en las propiedades de algunos compuestos o detergentes para formar

complejos insolubles con proteinas 0 DNA, asi como con otros componentes celulares.

Debido a que, el DNA, RNA y proteinas son moléculas biologicas diferentes, son
reconocidas por diferentes enzimas digestivas. De aqui radica la utilizacion de proteasas
para la remocion de proteinas y de ribonucleasas para la eliminacion de RNA de

preparaciones de DNA.

1.4.4.1.3 Concentracion de DNA

Este paso de la purificacion tiene dos propositos. El primero, concentrar el DNA
de alto peso molecular de las soluciones deproteinizadas y el segundo, remover
nucleoétidos, aminoacidos e impurezas de bajo peso molecular remanentes en la solucion
luego de la ruptura celular. Los métodos mas usados para conseguir este objetivo incluyen

la precipitacion de DNA con alcoholes y didlisis.
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1.4.4.1.4 Determinacion de la Concentracion y Pureza del DNA

Una vez terminado el proceso de aislamiento de DNA se deben evaluar los

resultados del proceso mediante:

) La determinacion de la concentracion de DNA.
e  Laevaluacion de la pureza del DNA.

) La determinacion del rendimiento.

Uno de los métodos mas usados para la determinacion de la concentracion de
DNA es la espectrofotometria ultravioleta. E1 DNA tiene su maxima y minima absorbancia
a 260 y 234 nm, respectivamente. Una absorbancia de 1.0 a 260 nm representa una
concentracion de 50 mg/mL de DNA. Las lecturas de absorbancia medidas a longitudes de
onda diferentes de 260 nm son usadas para la determinaciéon de pureza. Un espectro

relevante para este proposito se encuentra entre 220 y 320 nm (Surzycki, 2000).

1.4.4.2 Aislamiento de DNA Genomico Bacteriano

Segun Surzycki (2000), un procedimiento de extracciébn a gran escala puede
proporcionar de 200-300 pg de DNA cromosomal a partir de 2-4 x 10'° bacterias frescas o
de 20-30 mg de biomasa congelada. No obstante, cuando el DNA bacteriano proviene de
muestras clinicas, su probabilidad de recuperacion se reduce conforme disminuye el
volumen de muestra. Al mismo tiempo, el background gendémico humano se convierte en
una barrera fisica para la adhesion del DNA patogeno a diversas membranas o particulas
empleadas para la purificacion, haciendo el ensayo poco reproducible (Jordan & Durso,

2000).

Una de las técnicas mas usadas es la clasica extraccion con fenol. Esta ha sido
exitosamente aplicada para preparar DNA para amplificacion. Una de las ventajas de este
método es la inactivacidbn bacteriana, incluso de esporas de Bacillus anthracis.

Desafortunadamente, el fenol es corrosivo, explosivo y toxico. Si bien la extraccion con
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solventes organicos es muy econdémica, es relativamente laboriosa e impractica para el
procesamiento de un gran nimero de muestras. Ademas, el fenol residual del DNA extraido

puede inhibir la amplificacion.

Una variedad de sistemas comerciales de aislamiento de DNA se encuentran en el
mercado para sobrellevar estos inconvenientes. Idealmente, los kits de extraccion ofrecen
reactivos estandarizados sometidos a control de calidad, con composiciones optimizadas
para todos los pasos del proceso. Sin embargo, los kits estan frecuentemente disefiados para
el aislamiento de DNA humano a partir de tejidos o DNA microbiano a partir de
suspensiones celulares, mas no para muestras clinicas, donde la cantidad de DNA humano

supera enormemente a la del patégeno (Rantakokko-Jalava & Jalava, 2002).

Hendolin, Paulin & Ylikoski (2000) demostraron el problema de encontrar un
procedimiento de extraccion de DNA para muestras clinicas que pueda producir DNA de
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas con igual eficiencia. Las paredes celulares
Gram-positivas pueden romperse eficientemente mediante el uso de enzimas degradadoras
de peptidoglicanos. No obstante, si el objetivo es minimizar el uso de reactivos, se pueden

emplear métodos de desintegracion fisica.

La variabilidad de tipos de muestras clinicas incrementa la complejidad del
diagnostico bacteriano por PCR. Esto se ve reflejado en la dificultad de extrapolar los
limites de deteccion determinados experimentalmente a la verdadera sensibilidad en
muestras clinicas (Rantakokko-Jalava & Jalava, 2002).

1.4.5 PCR de Amplio Espectro
1.4.5.1 Generalidades
En microbiologia clinica, la identificacion oportuna del agente causante de

determinada patologia es fundamental al momento de proporcionar un acertado diagnostico

y tratamiento. Actualmente, la técnica mas empleada para este cometido es la microbiologia
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convencional, la cual en muchas ocasiones necesita de mucho tiempo o no ofrece resultados

satisfactorios (Rocidio y Mendoza, 2004).

El uso de técnicas moleculares ha hecho posible la identificacion de DNA
bacteriano en muestras con cultivo negativo de pacientes con sospecha de infeccion, lo que
permite la confirmacion de meningitis y septicemia, proveyendo una guia apropiada para la

administracion de antibidticos en el paciente (Corless et al., 2000).

En microbiologia molecular, la mayoria de ensayos estan disefiados para la
identificacion de un solo microorganismo, aportando con alta especificidad y sensibilidad a
la prueba, pero solo se detecta el patogeno que se estd buscando. Por lo tanto, se necesitara
de ensayos multiples para encontrar el agente causal de la enfermedad. Los ensayos de
amplio espectro basados en genes ribosomales han sido disefiados para sobrepasar esta

limitacion (Harris & Hartley, 2003).

La amplificacion directa del DNA bacteriano a partir de muestras clinicas con
PCR de amplio espectro es una ventaja para la determinacion de patdgenos en tejidos
comunmente estériles (Rantakokko-Jalava & Jalava, 2002). La PCR universal puede ayudar
a diferenciar una infeccion bacteriana de una viral, confirmando la necesidad de tratamiento

e influenciando en el manejo del paciente (Corless et al., 2000).

Las técnicas moleculares han probado ser superiores al cultivo durante el
tratamiento antimicrobiano y en la deteccion de bacterias con requerimientos de
crecimiento inusuales. Sin embargo, una gran desventaja de estas técnicas en comparacion
al cultivo bacteriano es la dificultad de detectar especies Gram-positivas y Mycobacterium.
Esto se asocia con problemas en el rompimiento de la pared celular bacteriana y la

liberacion del DNA.
Muchos investigadores sugieren la posibilidad de que el background gendmico

humano sea un factor inhibitorio durante la reaccion de PCR. Un método optimo de

procesamiento de muestras, por lo tanto, debera concentrar el DNA, fundamentalmente el

14



perteneciente al organismo blanco y eliminar los agentes inhibitorios usualmente presentes

en los fluidos biologicos.

Al contrario que en los ensayos de PCR especie especificos, el posible organismo
blanco de una prueba de PCR de amplio espectro puede ser altamente variable en su
capacidad de resistir tratamientos fisicos y quimicos (Rantakokko-Jalava & Jalava, 2002).
Un optimo método de aislamiento de DNA gendmico bacteriano debe lisar las paredes mas
resistentes (bacterias Gram-positivas) sin dafiar indirectamente el DNA blanco purificado

de especies mas fragiles (bacterias Gram-negativas) (Coyne et al., 2004).

Otro aspecto de riesgo dentro de la PCR de amplio espectro es la introduccion de
DNA bacteriano proveniente de reactivos empleados durante el procesamiento y
amplificacion de la muestra, los cuales pueden dar falsos positivos (Rantakokko-Jalava &
Jalava, 2002). La dificultad de preparar DNA genomico absolutamente libre de DNA
contaminante, acompafiado de la alta sensibilidad de la PCR para amplificar estas trazas de

DNA blanco, hacen de la contaminacion un serio problema (Tanner et al., 1998).

1.4.5.2 Fundamentos de la PCR de Amplio Espectro

La clasificacion filogenética de microorganismos basada en las secuencias del
rDNA ofrece un marco muy bien definido para el desarrollo de herramientas moleculares

que aporten a la identificacion microbiana.

Las moléculas de rDNA consisten en secuencias altamente conservadas, con
variaciones que se concentran en zonas especificas (Rocidio y Mendoza, 2004). Este
conocimiento junto con el desarrollo de la técnica de PCR ha brindado una gran ventaja
para la identificacion de patégenos. Cuando los primers de PCR se unen a estas regiones
conservadas es posible la amplificacion de genes de virtualmente cualquier bacteria.
Durante los ultimos afios esta herramienta ha sido muy util en la clasificacion de bacterias

dificiles de caracterizar por sus propiedades fenotipicas.
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La identificacion de Bartonella henselae como causa de la angiomatosis bacilar y
la de Tropheryma whippleii, un bacilo no cultivable, como la de la enfermedad de Whipple

son algunas de las primeras demostraciones del poder de este método.

La PCR de amplio espectro ha sido utilizada para amplificar genes bacterianos
directamente de muestras clinicas, con el propdsito de establecer la etiologia de varias

enfermedades bacterianas (Rantakokko-Jalava et al., 2002).

1.4.5.3 16S rDNA PCR

El RNA ribosémico es la macromolécula mas empleada en estudios de filogenia y
taxonomia bacteriana. Este es un polirribonucledtido de aproximadamente 1.500 nt
codificado por el gen rrs, conocido como 16S rDNA. Las secuencias altamente
conservadas pertenecientes a este gen, contribuyen al disefio de primers para un ensayo de
PCR amplio espectro. Ademads, un gran ntimero de bacterias poseen multiples copias de
este gen, el cual contiene mutaciones en secciones especificas, las cuales permiten
determinar el grupo filogenético al que pertenece el organismo en estudio (Kaufman &

Fairchild, 2004).

Esta molécula es altamente utilizada debido a que:

. Es una molécula muy antigua, presente en todas las bacterias actuales.

o Su estructura y funcion se han mantenido a través del tiempo.

. Las mutaciones en este gen se dan en forma lenta, sin embargo contiene suficiente
informacion para la diferenciacion bacteriana.

. Su largo tamafio minimiza fluctuaciones estadisticas.

. La conservacion de su estructura secundaria aporta informacion para el
alineamiento preciso.

° Su facil secuenciacion acrecienta la informacion en bases de datos.
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El método de amplificacion bacteriana mediante 16S rDNA incluye tres etapas: la
amplificacion del gen a partir de la muestra apropiada, la determinacion de la secuencia de

nucledtidos del amplicon (secuenciacion) y el andlisis de secuencia.

La amplificacion del 16S rDNA se logra mediante el uso de un termociclador y la
técnica de PCR. El sustrato utilizado es normalmente DNA purificado a partir de cultivo
puro. Alternativamente, el DNA puede ser obtenido a partir de muestras clinicas. Para la
extraccion del DNA bacteriano existen protocolos generales, pero pueden necesitarse

modificaciones dependiendo de la bacteria en analisis.

Rocidio & Mendoza (2004) sefialan que cuando se pretende amplificar el 16S
rDNA practicamente completo se utilizan primers disefiados en base a las secuencias
conservadas proximas a los extremos 5’ y 3’ del gen. Sin embargo, una identificacion
precisa no requiere de la amplificacion del gen completo. Usualmente se utilizan
oligonucledtidos que permitan la amplificacion de fragmentos de menor tamaiio
correspondientes al extremo 5’ del gen. En cualquier caso se debe comprobar el producto
mediante electroforesis en gel de agarosa, para asegurar la presencia de un unico fragmento

del tamano adecuado.

A medida que los recursos técnicos aumenten, el costo del sistema ADNr 16S sera
mas competitivo, encontrando una mas amplia aplicacion dentro del laboratorio clinico

(Makhoul, 2005).

Como describe Corless et al. (2000), la implementacion de una PCR universal 16S
rDNA puede ser obstaculizada por problemas derivados de la contaminacion de reactivos
que provengan de una fuente bacteriana, como en el caso de la Tag polimerasa y la uracil-
N-glicosilasa. Durante la produccidon enzimdtica, los acidos nucleicos, incluyendo las
secuencias de DNA ribosomal, son copurificados. La 7ag polimerasa puede contener DNA
contaminante como resultado de su manufactura y su incompleta purificacion. Muchos

investigadores han tratado de minimizar este problema mediante el uso de tratamientos
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fisicos, quimicos y enzimaticos. Sin embargo, estas estrategias bajan la sensibilidad de

deteccion.
1.5 Sistema de Hipotesis o Pregunta de Investigacion

La eliminacion del DNA gendmico humano, presente en leucocitos, facilita el
diagnostico bacteriano por PCR, anulando la interferencia que éste produce en la reaccion y

permitiendo determinar experimentalmente los verdaderos limites de deteccion del ensayo a

partir de muestras clinicas.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

La Escuela Superior Politécnica del Ejército, a través de su Vicerrectorado de
Investigaciones, brind6 el financiamiento para esta investigacion, bajo el proyecto “Diserio
vy Evaluacion de un Sistema de Alta Capacidad para Aislamiento de DNA para Andlisis de
Acidos Nucleicos de Patégenos en Muestras Clinicas”, luego de haber sido seleccionado en

concurso interno en el afio 2007.

Esta investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Humana del
Departamento de Ciencias de la Vida de la ESPE bajo la direccion del Dr. Marcelo Grijalva

y la Dra. Patricia Jiménez.

Ademas, se contd con la ayuda del Laboratorio de Microbiologia del Hospital
Carlos Andrade Marin, el cual provey6 los cultivos bacterianos puros para este estudio y
del Hospital de Nifios Baca Ortiz, el cual proporciond las muestras clinicas necesarias para

la evaluacion del sistema desarrollado.
2.2 Zona de Estudio

El presente proyecto se efectud en el Laboratorio de Biotecnologia Humana del
Departamento de Ciencias de la Vida de la Escuela Superior Politécnica del Ejército,

ubicado en la ciudad de Sangolqui, provincia de Pichincha.

Las muestras clinicas empleadas para la evaluacion de este estudio pertenecieron a

pacientes atendidos en el Hospital de Nifios Baca Ortiz de la ciudad de Quito.
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2.3 Periodo de Tiempo de Investigacion

El 2 de abril del 2007 se dio inicio a esta investigacion, la cual finaliz6 el 7 de

febrero del 2008.

2.4 Diseio

Este es un estudio de tipo cuasi-experimental con intervencion a nivel de muestras

bioldgicas y andlisis post-intervencion.
2.5 Procedimientos
2.5.1 Preparacion de Cultivos Puros

2.5.1.1 Cultivo Bacteriano en Agar

Se realizaron siembras microbioldgicas en agar a partir de cultivos bacterianos
puros de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis, con el fin de
obtener el volumen de bacterias necesario para la transferencia a medio de cultivo liquido.

Los medios de cultivo empleados fueron escogidos en base a los requerimientos de
crecimiento de cada bacteria. Luego de la revision bibliografica pertinente, se decidid
emplear LEVINE EMB Agar (Escherichia coli), Manitol Salt Phenol-Red Agar
(Staphylococcus aureus) y Agar Sangre (Enterococcus faecalis) (Merck, 2000).

Cada uno de los medios se prepar6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante, se

autoclavo por 15 minutos a 121°C, se dispensé en cajas petri y se almaceno a 4°C hasta el

momento de su utilizacion.
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La inoculacién se realizd6 usando un asa bacteriologica desechable estéril,
empleando el método de siembra por extension. El ensayo se hizo por duplicado.

Posteriormente, las cajas inoculadas fueron llevadas a incubacion a 37°C durante 24h.

2.5.1.2 Cultivo Bacteriano en Medio Liquido

Para esta fase se decidido emplear un medio de cultivo universal. Luego del analisis

bibliografico se selecciond al LB Broth (Surzycki, 2000).

El medio se prepar6d de acuerdo a las instrucciones del fabricante, se dispens6 10
mL del mismo en tubos de vidrio con tapa que se autoclavaron por 15 minutos a 121°C, y

se almacenaron a 4°C hasta el momento de su utilizacion.

La siembra se realiz6 usando un asa bacterioldgica desechable estéril, inoculando
tres asas colmadas de bacterias (aproximadamente 150 pL), tomadas de los cultivos
bacterianos en agar, en cada tubo de ensayo. El experimento se hizo por duplicado.
Posteriormente, los tubos inoculados fueron llevados a incubacidon con agitacion a 37°C

durante 18h.
2.5.2 Diluciones Seriadas

2.5.2.1 Preparacion de Diluciones Seriadas

Las diluciones seriadas se efectuaron a partir de los cultivos puros obtenidos en el
paso descrito previamente. Durante la experimentacion se emplearon dos sistemas de
dilucion de muestras, los cuales fueron valorados mediante un ensayo de conteo de
unidades formadoras de colonias (CFU).

Los dos sistemas consistieron en una serie de diez diluciones en suero fisiologico

estéril. Se dispenso el suero fisioldégico en una decena de tubos y posteriormente se

procedio a su esterilizacion en autoclave a 121°C por 15 minutos.
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2.5.2.1.1 Procedimiento del Sistema 1

Para esta técnica se requirid de seis y cuatro tubos con 4.5 y 1.8 mL de suero

fisiologico respectivamente. El procedimiento se detalla a continuacion (Figura 2.1).

1. Setoma un tubo de cultivo puro y se agita en un vortex durante 30 segundos.

2. Se toman 0.5 mL del cultivo puro y se colocan en un tubo con 4.5 mL de suero
fisiologico (dilucion 1:10).

3. Se agita la dilucion preparada en un vortex durante 30 segundos.

4. Se toman 0.5 mL de la dilucién y se colocan en un tubo con 4.5 mL de suero
fisiologico (dilucion 1:100).

5. Se repite el procedimiento hasta el sexto tubo (dilucion 1: 1000000).

6. Se toman 0.2 mL de la dilucion y se colocan en un tubo con 1.8 mL de suero
fisiologico (dilucion 1:10000000).

7. Se repite el procedimiento hasta el cuarto tubo (dilucién 1:10000000000).

4.5 mL Suero
A
s I

- - - B 1.8 mL Suero

(’—A—\
- - U U D U
EEm— _—»
j— o o o — o o o M

0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL 0.5mL

o1

00T-T

00071

000011
00000T-T
000000T-T
0000000T-°T
0000000011
00000000011
000000000071

Figura 2.1 Preparacion de diluciones seriadas mediante el sistema 1 (Autor).
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2.5.2.1.2 Procedimiento del Sistema 2

Para esta técnica se requiri6 de diez tubos con 1.8 mL de suero fisioldgico para la
etapa de prueba y diez tubos de 4.5 mL para la etapa final. El procedimiento se detalla a

continuacion (Figura 2.2).

1. Setoma un tubo de cultivo puro y se agita en un vortex durante 30 segundos.

2. Se toman 0.2 mL del cultivo puro y se colocan en un tubo con 1.8 mL de suero
fisiologico (dilucion 1:10).

3. Se agita la dilucion preparada en un vortex durante 30 segundos.

4. Se toman 0.2 mL de la dilucién y se colocan en un tubo con 1.8 mL de suero
fisiologico (dilucion 1:100).

5. Se repite el procedimiento hasta el décimo tubo (dilucion 1:10000000000).

Para la etapa final se emplea el mismo procedimiento variando los volimenes de

0.2y 1.8 mL a 0.5y 4.5 mL respectivamente.

- 1.8 mL Suero

_-A--_
—

=000

0.2mL 02mL 02mlL 02mL 02mL 02mL 0.2mL 0.2mL 0.2mL

o
i
=]

00T'T
000T'T

00001 T
00000T°T
00000011
0000000T+T
00000000T+T
00000000011
0000000000T T

Figura 2.2 Preparacion de diluciones seriadas mediante el sistema 2 (Autor).
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2.5.2.2 Siembra de Diluciones Seriadas

Los medios de cultivo utilizados fueron elegidos en base a los requerimientos de
crecimiento de cada bacteria. Luego de una investigacion bibliografica, se resolvié emplear
LEVINE EMB Agar (Escherichia coli), Manitol Salt Phenol-Red Agar (Staphylococcus
aureus) y Agar Sangre (Enterococcus faecalis) (Merck, 2000).

Cada uno de los medios se prepard de acuerdo a las instrucciones del fabricante, se
autoclavo por 15 minutos a 121°C, se dispensé en cajas tripetri y se almacen6 a 4°C hasta el

momento de su utilizacion.

Para la inoculacion se usaron dos sistemas, para los cuales se escogieron de 3 a 5
tubos de las diluciones seriadas preparadas anteriormente y se procedido como se detalla a

continuacion.

2.5.2.2.1 Procedimiento del Sistema A

Para esta técnica se requirié de tres a cinco tridngulos de Drigalski previamente

autoclavados a 121°C por 15 minutos. El procedimiento se detalla a continuacion.

1. Setoma un tubo de dilucién y se agita en un vortex durante 30 segundos.

2. Se toma con una micropipeta un volumen conocido de la dilucién (100 o 33.3 pL)
y se coloca sobre el agar.

3. Se extiende homogéneamente la alicuota con un tridngulo de Drigalski.

4.  Serepite el procedimiento por triplicado y se sella la caja petri con parafilm.

5. Se lleva las cajas a incubacion a 37°C por 24 horas.

2.5.2.2.2 Procedimiento del Sistema B

Para este método se requiri6 de un asa calibrada a 0.01 mL previamente

esterilizada mediante su exposicion directa al fuego. El sistema se detalla a continuacion.
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1. Setoma un tubo de dilucidn y se agita en un vortex durante 30 segundos.
Se toma con el asa calibrada una alicuota (0.01 mL).
Se extiende la alicuota por estrias.

Se repite el procedimiento por triplicado y se sella la caja petri con parafilm.

A

Se lleva las cajas a incubacion a 37°C por 24 horas.

2.5.2.3 Conteo de la Siembra de Diluciones Seriadas

Luego del periodo de incubacion, se procede a la contabilizacion de CFU por caja.
El conteo se lleva acabo en un Contador de Colonias. Los datos se reportan en una hoja de

resultados.

2.5.3 Muestras Artificiales

2.5.3.1 Preparacion de Muestras Artificiales

El proposito de este proyecto, como se habia expuesto antes, es desarrollar un
sistema de extraccion de DNA de patdgenos a partir de sangre periférica, por lo cual fue
necesario construir muestras infectadas con una cantidad de bacterias conocida para el
posterior analisis de la técnica. Este cometido se logré6 mediante la incorporacion de un
volumen determinado de dilucion seriada de cultivo bacteriano en un volumen establecido
de sangre completa. El procedimiento de la preparacion de muestras artificiales se detalla

seguidamente.
2.5.3.1.1 Obtencion de Sangre Venosa con Vacutainer
Para la obtencién de sangre periférica se trabajé con voluntarios. La toma de
muestras fue hecha en el Laboratorio de Biotecnologia Humana de la Escuela Superior

Politécnica del Ejército. El procedimiento empleado para cada uno de los candidatos se

detalla a continuacion.
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10.

Se rotula previamente los tubos donde se colectaron las muestras.

Se elige una vena de buen calibre, de preferencia la mediana cefélica, mirdndola y
verificandola al tacto.

Se desinfecta la zona con torunda algodoén-alcohol antiséptico para lo cual se
emplea el método circular.

Se aplica un torniquete con nudo corredizo a una distancia de 8 a 10 cm del sitio
de extraccion. Concomitantemente, se pide al paciente que realice pufo.

Se prepara una capsula con una aguja de puncion con dos extremos.

Se toma la capsula con los dedos indice y pulgar descansando el dedo medio en el
antebrazo del paciente, formando un dngulo de 45 grados con la horizontal.

Se retira el protector de la aguja.

Se atraviesa firmemente la piel y se introduce la aguja con el bisel hacia arriba por
una distancia aproximada de 1 a 1.5 centimetros del lumen de la vena. En este
instante el tubo vacutainer con anticoagulante (EDTA) debe traspasar por el
extremo de la aguja que se encuentra dentro de la capsula.

Se espera hasta que el tubo se llene con la cantidad deseada de sangre, se retira el
tubo y se coloca otro; se quita el torniquete y se pide al paciente que abra el puiio.
Se coloca una torunda de algoddn-alcohol antiséptico en el sitio de la extraccion y
se retira lentamente la aguja. Se realiza una ligera presion para favorecer la

hemostasia.

2.5.3.1.2 Proceso para Elaboracion de Muestras Artificiales

Las muestras artificiales se prepararon formando una disolucion de 1:10 de Ila

dilucion seriada elegida en sangre completa. En la fase preliminar se elaboraron 2 mL de

muestra artificial, mientras que en la fase final del proyecto se escald la preparacion a 5

mL. El proceso empleado se explica seguidamente.

1.

Se toma un tubo de dilucién y se agita en un vortex durante 30 segundos.
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2. Se toma con una micropipeta 0.2 mL de la dilucién (o 0.5 mL para el escalado) y
se colocan en un tubo con 1.8 mL (o 4.5 mL para el escalado) de sangre periférica
completa (dilucion 1:10).

3. Se agita la dilucion preparada suavemente en un vortex durante 30 segundos.

4.  El proceso se realizo por duplicado.

2.5.3.2 Siembra de Muestras Artificiales

Se resolvio emplear LEVINE EMB Agar para Escherichia coli, Manitol Salt
Phenol-Red Agar para Staphylococcus aureus y Agar Sangre para Enterococcus faecalis,

como ya se describié anteriormente.

Cada uno de los medios se prepard de acuerdo a las instrucciones del fabricante, se
autoclavo por 15 minutos a 121°C, se dispensé en cajas tripetri y se almaceno a 4°C hasta el

momento de su utilizacion.

Para la inoculacion se usaron dos sistemas, para los cuales se emplearon 3
muestras artificiales preparadas a partir de 3 diluciones seriadas diferentes y se procedid

como se detalla.

2.5.3.2.1 Procedimiento del Sistema X

Para esta técnica se requirid de tres tridngulos de Drigalski previamente
autoclavados a 121°C por 15 minutos. De cada duplicado de muestras artificiales se escogid

un tubo al azar.

1.  Se toma el tubo de muestra artificial escogido y se agita suavemente en un vortex
durante 30 segundos.

2. Se toma con una micropipeta 33.3 pL de la muestra artificial y se coloca sobre el
agar.

3. Se extiende cuidadosamente la alicuota con un tridngulo de Drigalski.
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4.  Serepite el procedimiento por triplicado y se sella la caja petri con parafilm.
5. Se repite el procedimiento con las 2 restantes muestras artificiales.

6. Se lleva las cajas a incubacion a 37°C por 24 horas.

2.5.3.2.2 Procedimiento del Sistema Y

Para este método se requiri6 de un asa calibrada a 0.01 mL previamente

esterilizada mediante su exposicion directa al fuego. El sistema se detalla a continuacion.

1.  Se toma el tubo de muestra artificial escogido y se agita suavemente en un vortex
durante 30 segundos.

Se toma con el asa calibrada una alicuota (0.01 mL).

Se extiende la alicuota por estrias.

Se repite el procedimiento por triplicado y se sella la caja petri con parafilm.

Se repite el procedimiento con las 2 restantes muestras artificiales.

AN

Se lleva las cajas a incubacion a 37°C por 24 horas.

2.5.3.3 Conteo de CFU de la Siembra de Muestras Artificiales

Luego del periodo de incubacion, se procede a la contabilizacion de CFU por caja.
El conteo se lleva a cabo en un Contador de Colonias. Los datos se reportan en una hoja de
resultados.

2.5.3.4 Analisis Microscopico de Muestras Artificiales

Para el andlisis microscopico se usaron dos técnicas de conteo de células

bacterianas: recuento en camara de Neubauer y recuento por campos.

2.5.3.4.1 Téecnica de Recuento en Camara de Neubauer

La camara de recuento es un instrumento especial de precision. Se emplea para

contabilizar células u otras particulas en suspensiones bajo el microscopio. Estas cdmaras
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se usan esencialmente para el analisis de sangre y conteo de pulgadas en el licor. Pero las

camaras sirven también para el conteo de bacterias y esporas del moho.

La camara de recuento de Neubauer es una placa de base rectangular y gruesa de
vidrio 6ptico especial, del tamafio de un porta-objetos, en el tercio medio se hallan cuatro
ranuras longitudinales, que transcurren en paralelo con respecto a los laterales cortos. La
superficie del puente central es mas honda que los dos puentes exteriores. En el puente
central (fondo de la cdmara) estdn grabadas las redes de conteo. Cuando se situa un
cubreobjeto sobre los puentes exteriores, entre la cara inferior del cubreobjeto y el puente
central de la cdmara de conteo se origina una ranura que se llenara luego de la alimentacion

por capilaridad (Marienfeld, 2007).

La camara de recuento de Neubauer fue alimentada con cada una de las muestras
artificiales y se procedid a su observacion en el microscopio. El proceso empleado se

presenta inmediatamente.

1. Los puentes exteriores de la camara se humedecen con agua destilada y luego se
coloca el cubreobjeto ejerciendo una suave presion desde delante sobre la cdmara
de conteo. La formacion de lineas de interferencia (anillos de Newton) entre los
puentes exteriores y el cubreobjeto indica que el cubreobjeto ha sido
correctamente colocado.

2. Se toma el tubo de muestra artificial escogido y se agita suavemente en un vortex
durante 30 segundos.

3. Se toma con una pipeta estéril una pequefia alicuota de la muestra artificial y se la
mantiene inclinada hasta que se haya formado una pequefia gota en la punta de la
misma.

4. Esta gota se sitia en el punto entre el cubreobjeto y la camara de conteo. Por
capilaridad se llena la hendidura entre el cubreobjeto y el fondo de la camara.

5. Antes de que la solucion de sangre pueda recargarse en los bordes de la camara,

debera haberse retirado hacia un lado la punta de la pipeta.
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6.  Selleva la cdmara al microscopio y se enfoca a la red de conteo. Se debe tomar en
cuenta que el diagrama del condensador debera estar cerrado en gran parte.

7.  Se realiza el conteo iniciando desde la parte superior de los cuadros menores que
estan dentro del cuadro grande central de 1 x 1 mm y se contintia hasta la base. Si
las células tocan los limites de los cuadros menores 0.2 x 0.2 mm, deben contarse
unicamente las que toquen la parte superior y lado derecho del cuadro. Si las
células tocan la parte inferior o la parte izquierda, no se cuentan. Si las células son

demasiadas para contarse, la suspension debe diluirse.

2.5.3.4.2 Técnica de Recuento por Campos

Para este procedimiento se debe preparar un frotis de la muestra artificial sobre
una lamina porta objetos, la cual debera ser correctamente coloreada mediante el método de
tincion Gram. Una vez preparadas las laminas se puede proceder a la visualizacion de las
mismas en el microscopio Optico con la lente de 40X. El conteo se realiza por campos de
enfoque y se reporta el nimero de bacterias observadas en 10 de ellos. Los procedimientos
empleados para la preparacion del frotis, la tincion Gram y el conteo se describen a

continuacion.

2.5.3.4.2.1 Preparacion del frotis

Para este ensayo se utilizo la técnica de frotis hematoldgico, la cual se describe en

seguida.

1. Se toma dos laminas porta objetos y se las limpia cuidadosamente.

2. Se toma el tubo de muestra artificial escogido y se agita suavemente en un vortex
durante 30 segundos.

3. Se toma una pequeia gota de muestra artificial con una pipeta y se la coloca en la
parte superior de una de las laminas porta objetos.

4.  Se homogeniza la gota con la otra lamina porta objetos.

5. Se extiende la muestra con la otra ldmina porta objetos con una inclinacion de 30°.
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6.  Se fija la muestra esperando que seque al aire libre o ayudandose con la llama de
un mechero, teniendo en cuenta que el calor no debe ser directo, puesto que el

calor excesivo puede modificar la morfologia celular de las bacterias a observar.

2.5.3.4.2.2 Tincion Gram

Para este paso se requiere de violeta cristal, lugol, decolorante y safranina, asi

como de un cronometro. Esta coloracion se lleva a cabo como se explica a continuacion.

1. Se cubre la lamina por completo utilizando una cantidad suficiente de violeta
cristal sobre la muestra. Se deja actuar al colorante por 1 minuto.

2. Se enjuaga la lamina con agua corriente. Para realizar el lavado, se debe tener en
cuenta que el chorro de agua no debe caer directamente sobre la muestra.

3. Se cubre la lamina por completo utilizando una cantidad suficiente de mordiente
yodo o lugol durante 1 minuto.

4.  Se enjuaga la lamina con agua corriente.

5.  Se decolora con etanol al 75 %, ctanol al 95 %, acetona o alcohol-acetona, hasta
que ya no escurra mas liquido azul.

6.  Se enjuaga la lamina con agua corriente.

7. Se cubre la lamina por completo utilizando una cantidad suficiente de colorante de
contraste, como por ejemplo la safranina, durante 1 minuto.

8.  Se enjuaga la lamina con agua corriente, se escurre el agua sobrante y se seca la

placa.

2.5.3.4.2.3 Conteo por Campos

En esta fase las laminas preparadas fueron vistas al microscopio. Se utilizo aceite

de inmersion y la lente de 40X para el enfoque de los campos de conteo. La contabilizacion

se realiz6 en 10 campos diferentes y los recuentos se reportaron en una hoja de resultados.
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2.5.4 Técnica de Centrifugacion Diferencial

Se probd la técnica de centrifugacion diferencial (CD) con el fin de eliminar el
DNA humano presente en leucocitos mediante la remocién del plasma y la capa leuco-
plaquetaria. Este tratamiento fue implementado a la muestra antes de la extraccion de DNA

y fue evaluado en comparacioén a muestras que no lo recibieron.

Para un correcto funcionamiento de la técnica se hizo un ensayo preliminar para
evaluar el volumen de muestra necesario para el experimento. Posteriormente, se procesé
con este método a una de las muestras artificiales de cada una de las dupletas, mientras que
la otra se trataba como un control siguiendo el procedimiento de siembra de muestras

artificiales.

2.5.4.1 Determinacion de Volumen de Muestra

Se realiz6 un ensayo preliminar dispensando tres tubos de polipropileno con
sangre completa anticoagulada con volumenes de 2, 3 y 5 mL. Los tubos fueron
centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos. Luego de la centrifugacion se procedio a
observar qué tubo presentaba una capa de buffy coat representativa para la

experimentacion.

2.5.4.2 Centrifugacion Diferencial de Muestras Artificiales

Los tubos escogidos para el procesamiento con CD fueron sometidos a
centrifugacion por 10 minutos a 3000 rpm. Una vez transcurrido este tiempo, se procedio a
descartar el plasma y la capa leuco-plaquetaria de cada una de las muestras. Las muestras

tratadas fueron posteriormente evaluadas mediante conteo de CFU.

2.5.4.3 Siembra de Muestras Artificiales Sometidas a CD

Se resolvio emplear LEVINE EMB Agar para Escherichia coli, Manitol Salt
Phenol-Red Agar para Staphylococcus aureus y Agar Sangre para Enterococcus faecalis,

como ya se describi6 anteriormente.
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Cada uno de los medios se prepard de acuerdo a las instrucciones del fabricante, se
autoclavo por 15 minutos a 121°C, se dispensé en cajas tripetri y se almacen6 a 4°C hasta el

momento de su utilizacion.

Para este etapa se requiri6 de un asa calibrada a 0.01 mL previamente esterilizada

mediante su exposicion directa al fuego. El sistema se detalla a continuacion.

1.  Se toma el tubo de muestra artificial sometido a centrifugacion diferencial y se
agita suavemente en un vortex durante 30 segundos.

Se toma con el asa calibrada una alicuota (0.01 mL).

Se extiende la alicuota por estrias.

Se repite el procedimiento por triplicado y se sella la caja petri con parafilm.

Se repite el procedimiento con las 2 restantes muestras artificiales.

A o

Se lleva las cajas a incubacion a 37°C por 24 horas.

2.5.4.4 Conteo de CFU de Siembra de Muestras Artificiales Sometidas a CD

Luego del periodo de incubacidn, se procede a la contabilizacion de CFU por caja.
El conteo se lleva acabo en un Contador de Colonias. Los datos se reportan en una hoja de

resultados.
2.5.5 Extraccion de DNA
Se probaron algunos protocolos de extraccion de DNA que probaron ser eficientes
para el aislamiento de DNA de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. La eleccion del
mejor sistema de purificacion de DNA dependiéo de su eficiencia para la extraccion

simultanea de 4cido nucleico bacteriano y humano.

Todos los sistemas empleados se basan en el uso de un coctel litico para la

destruccion de la pared celular bacteriana. Los protocolos empleados se destallan a
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continuacion. La verificacion de la existencia de DNA en las muestras se realizd mediante

electroforesis en geles de agarosa al 0.8%.

2.5.5.1 Protocolo Manual para Aislamiento de DNA Gendémico Bacteriano

Este protocolo fue empleado para el aislamiento de DNA gendmico bacteriano a

partir de cultivos puros de las bacterias empleadas en el estudio.

1. Se coloca el tubo con la suspension celular a temperatura ambiente hasta que se
haya descongelado.

2. Se centrifuga durante 10 minutos a 14000 rpm y se desecha con cuidado el
sobrenadante.

3. Se adiciona al tubo 1 mL de buffer TE pH 8 y se incuba a 80°C en termobloque
por 60 minutos dando un toque de vortex cada 15 minutos.

4.  Se deja reposar 5 minutos a temperatura ambiente y se luego se afiaden 20 pL de
solucion I (lisozima 15 mg/mL), 20 ul de solucion II (lisoestafina 1.8 mg/mL) y
20 pL de solucion III (liticasa SU/uL).

5. Se agita la suspension en un vortex y se incuba a 37°C por 60 minutos.

6. Se anade después 76 pL de solucion B, la cual se obtiene mezclando 700 pL de
solucion de SDS al 10% con 60 pL de solucion de proteinasa K. Se agita la
mezcla usando un vortex y se incuba la suspension a 65°C por 10 minutos.

7. Se adiciona 100 pL de NaCl 5M y se agita en vortex. Luego se afiaden 80 pL de
solucion CTAB/NaCl y nuevamente se agita vigorosamente los contenidos del
tubo en el vortex. Se incuba la suspension resultante a 65°C por 10 minutos.

8. Se adicionan 700 pL de solucion cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Se mezcla
en el vortex unos 15 segundos y luego se centrifuga el tubo eppendorf a 14000
rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.

9.  La fase superior se remueve con una pipeta (teniendo cuidado de no perturbar o
absorber la fase blanquecina intermedia) a un nuevo tubo de 1.5 mL. Se completa
el volumen con isopropanol. Se cierra el tubo y se lo invierte varias veces para

mezclar el contenido. Se incuba al menos 30 minutos a -20°C.
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10.

1.

12.

13.

Los acidos nucleicos se colectan por centrifugacion a 14000 rpm por 30 minutos.
Se descarta cuidadosamente el sobrenadante y se aflade aproximadamente 1 mL
de etanol frio al 70% (v/v) con el cual se lava el pellet. Nuevamente se colectan
los acidos nucleicos por centrifugacion a 14000 rpm por 15 minutos.

Se descarta el sobrenadante con cuidado y se evapora el etanol restante dejando
reposar los tubos abiertos 30 minutos dentro de la cabina de bioseguridad para
evitar contaminacion.

Se disuelve el pellet en 100 pL de buffer TE pH 8 cuidando de que todo el
precipitado se disuelva.

La solucion de acidos nucleicos puede ser almacenada a -20°C.

2.5.5.2 Protocolo Manual Modificado para Aislamiento de DNA Genémico

Bacteriano a partir de Muestras de Sangre

Este protocolo fue modificado para el aislamiento de DNA gendémico bacteriano a

partir de muestras de sangre periférica.

Se coloca 5 mL de muestra de sangre con EDTA en un tubo de polipropileno de
15 mL y se lo congel6 a -80°C por 20 minutos.

Se saca el tubo del congelador y se le afiade directamente 5 mL de agua destilada
estéril.

Se coloca en un agitador mientras atn estd congelado y se agita por 5 minutos,
comprobando la lisis de eritrocitos.

Se centrifuga durante 10 minutos a 14000 rpm y se desecha con cuidado el
sobrenadante.

Se adiciona al tubo 1 mL de buffer TE pH 8 y se incuba a 80°C en termobloque
por 60 minutos dando un toque de vortex cada 15 minutos.

Se deja reposar 5 minutos a temperatura ambiente y luego se afiaden 20 pL de
solucion I (lisozima 15 mg/mL), 20 ul de solucion II (lisoestafina 1.8 mg/mL) y
20 pL de solucion III (liticasa SU/uL).

Se agita la suspension en un vortex y se incuba a 37°C por 60 minutos.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Se anade después 76 pL de solucion B, la cual se obtiene mezclando 700 pL de
solucion de SDS al 10% con 60 pL de solucién de proteinasa K. Se agita
intensamente la mezcla usando un voértex y se incuba la suspension a 65°C por 10
minutos.

Se adiciona 100 pL. de NaCl 5M y se agita en vortex. Luego se afiaden 80 pL de
solucion CTAB/NaCl y nuevamente se agita vigorosamente los contenidos del
tubo en el vortex. Se incuba la suspension resultante a 65°C por 10 minutos.

Se adicionan 700 pL de solucion cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Se mezcla
en el vortex unos 15 segundos y luego se centrifuga el tubo eppendorf a 14000
rpm por 5 minutos a temperatura ambiente.

La fase superior se remueve con una pipeta (teniendo cuidado de no perturbar o
absorber la fase blanquecina intermedia) a un nuevo tubo de 1.5 mL. Se completa
el volumen con isopropanol. Se cierra el tubo y se lo invierte varias veces para
mezclar el contenido. Se incuba al menos 30 minutos a -20°C.

Los acidos nucleicos se colectan por centrifugacion a 14000 rpm por 30 minutos.
Se descarta cuidadosamente el sobrenadante y se aflade aproximadamente 1 mL
de etanol frio al 70% (v/v) con el cual se lava el pellet.

Nuevamente se colectan los acidos nucleicos por centrifugacion a 14000 rpm por
15 minutos.

Se descarta el sobrenadante con cuidado y se evapora el etanol restante dejando
reposar los tubos abiertos 30 minutos dentro de la cabina de bioseguridad para
evitar contaminacion.

Se disuelve el pellet en 100 pL de buffer TE pH 8 cuidando de que todo el
precipitado se disuelva.

La solucion de acidos nucleicos puede ser almacenada a -20°C.

2.5.5.3 Protocolo Modificado para Aislamiento de DNA Genémico Bacteriano

a partir de Sangre (QIAGEN DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Alemania)

Este protocolo fue empleado para el aislamiento de DNA genomico bacteriano y

humano a partir de muestras de sangre periférica.
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10.

11.

12.

Se coloca 500 pL de muestra de sangre con EDTA en un tubo de 1.5 mL y se lo
congela a -80°C por 20 minutos.

Se saca el tubo el congelador y se le afiade directamente 1000 pL. de agua
destilada estéril.

Se coloca en un agitador mientras aiin esta congelado y se agita por 5 minutos,
comprobando la lisis de eritrocitos.

Se centrifuga durante 10 minutos a 14000 rpm y se desecha con cuidado el
sobrenadante.

Se repiten los pasos del 1 al 4.

Se adiciona al tubo 120 pL de buffer AL, 20 pL de solucioén I (lisozima 15
mg/mL), 20 pl de solucién II (lisoestafina 1.8 mg/mL) y 20 uL de solucion III
(liticasa 5U/uL) y se incuba a 37°C en un termobloque por 60 minutos con
agitacion constante.

Se adiciona 20 pL de proteinasa K o proteasa QUIAGEN, se agita la mezcla en un
vortex y se incuba la suspension a 56°C por 30 minutos con agitacion constante.
Se afiade 200 pL de buffer AL, se mezcla en un vortex por 15 segundos y se
incuba a 70°C por 10 minutos.

Se adiciona 200 pL de etanol al 100% y se mezcla en un vortex por 15 segundos.
Se coloca la mezcla (incluido el precipitado) en la columna QIAmp conectada a
un tubo colector de 2 mL, sin tocar los bordes. Se cierra la tapa y se centrifuga por
1 minuto a 8000 rpm. Se descarta el tubo colector con el filtrado y se conecta un
nuevo tubo colector de 2 mL a la columna.

Se adiciona 500 pL de buffer AW1 en la columna QIAmp conectada a un tubo
colector de 2 mL, sin tocar los bordes. Se cierra la tapa y se centrifuga por 1
minuto a 8000 rpm. Se descarta el tubo colector con el filtrado y se conecta un
nuevo tubo colector de 2 mL a la columna.

Se adiciona 500 pL de buffer AW2 en la columna QIAmp conectada a un tubo
colector de 2 mL, sin tocar los bordes. Se cierra la tapa y se centrifuga por 3
minutos a 14000 rpm. Se descarta el tubo colector con el filtrado y se conecta un

nuevo tubo de 1.5 mL a la columna.
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13.

14.

Se adiciona 150 pL de buffer AE en la columna QIAmp conectada a un tubo de
1.5 mL, sin tocar los bordes. Se cierra la tapa, se incuba por 1 minuto a
temperatura ambiente y se centrifuga por 1 minuto a 8000 rpm.

Se repite el paso 10 y se almacena el DNA a -20°C.

En la extraccion de DNA de muestras artificiales sometidas a CD, se utilizd un

volumen de 5 mL de sangre contaminada y se la proces6 como se indica en el

procedimiento de centrifugacion diferencial de muestras de sangre. Posteriormente, se

siguid el protocolo expuesto con las siguientes modificaciones.

Se congela la muestra procesada por centrifugacion diferencial a -80°C por 20
minutos.

Se saca el tubo del congelador y se le afiade directamente 10 mL de agua destilada
estéril.

Se coloca en un agitador mientras atn estd congelado y se agita por 5 minutos,
comprobando la lisis de eritrocitos.

Se centrifuga durante 10 minutos a 14000 rpm y se desecha con cuidado el
sobrenadante.

Se continta el procedimiento desde el paso 6 del protocolo antes expuesto.

2.5.5.4 Electroforesis en Gel de Agarosa

La comprobacién de la existencia de DNA gendmico se realizd6 mediante

electroforesis en geles de agarosa al 0.8%. Con esta técnica se verifico la integridad y

estado del DNA gendmico contenido en las preparaciones de aislamiento de DNA.

2.5.5.4.1 Preparacion de Gel de Agarosa al 0.8%

Para la preparacion de 100 mL de gel de agarosa al 0.8% se utilizo el protocolo

que se describe en seguida.
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1. Se pesa en una balanza analitica 0.8 g de agarosa.

2. Se coloca la agarosa pesada en un vaso de precipitacion junto con 100 mL de
buffer TAE 1X.

Se hidrata la agarosa por agitacion en un stir hot plate durante 10 minutos.

Se lleva la mezcla a calentamiento en un microondas hasta su ebullicion.

Se entremezcla por agitacion en un stir hot plate durante 2 minutos

Se lleva la mezcla nuevamente a calentamiento hasta su ebullicion.

NS W

Se entremezcla por agitacion en un stir hot plate hasta que la temperatura del gel
sea de 60°C.

8. Setoman 5 pL de bromuro de etidio y se mantiene la agitacion constante.

9.  Se vierte la preparacion en la cubeta preparada y se espera hasta su solidificacion.
10. Se retiran las peinetas, se desmolda el gel, se lo coloca en la camara de

electroforesis y se la llena con TAE 1X hasta cubrir el gel.

Una vez terminado este procedimiento, se cargan las muestras en el gel. Para este
cometido, se combinan 10 pL de muestra con 2 uL. de buffer de carga (Blue Juice 10X). Se
toman 10 pL de esta mezcla y se cargan en el gel de agarosa, se repite el procedimiento
para cada una de las muestras. Junto con todas las muestra se colocan un marcador de peso
molecular de 1 Kb. Subsecuentemente, se cierra la cdmara y se la conecta a una fuente de

poder. La migracion electroforética se realiza a 120 V durante 1 hora.
2.5.5.4.2 Visualizacion de Resultados
Al finalizar la migracion electroforética, se retira cuidadosamente el gel de la
camara y se lo lleva a un fotodocumentador (UVP BioDoc-It). La visualizacion se hace con
luz ultravioleta a una longitud de onda de 365 nm.

2.5.6 Cuantificacion de DNA por Fluorometria

Para medir la concentracion de DNA extraido se emple6 el fluordmetro Qubit™,

el cual permite una cuantificacion de DNA réapida y precisa. El kit Quant-iT dsDNA provee
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los reactivos necesarios para la cuantificacion (fluoroforo, buffer de dilucion y estdndares
de calibracion). El método es desarrollado a temperatura ambiente, se mantiene estable
hasta por 3 horas. Ademas, tolera contaminantes tales como sales, solventes, detergentes y

proteinas. A continuacién se describe el protocolo empleado (Invitrogen Corp., 2007).

1. Se prepara la solucion de trabajo, mezclando el fluoréforo con la buffer de
dilucion en una proporcion de 1:200, tomando en cuenta que el volumen final por
reaccion es de 200 pL.

2. Se elaboran las soluciones estdndar mezclando 190 pL de la solucion de trabajo
con 10 pL de cada estandar de calibracion. Se mezcla en un vortex por 3
segundos.

3. Se preparan las pruebas mezclando la solucion de trabajo con las muestras de
DNA. Se puede afiadir de 1 a 10 uL. de muestra de DNA (dependiendo de su
concentracion) y se ajusta con la solucion de trabajo a un volumen final por
reaccion de 200 pL. Se mezcla en un vortex por 3 segundos.

4.  Se incuban todos los tubos por 2 minutos.

5. Se calibra el equipo con los estdndares 1 y 2 preparados anteriormente y se
insertan las pruebas en el fluorémetro.

6.  Se reporta los resultados en una hoja de registro.

2.5.7 Identificacion de DNA Genomico Bacteriano mediante 16S rDNA PCR

Para la identificacion de la presencia de DNA genomico bacteriano se decidio
emplear un ensayo de PCR de amplio espectro que amplifica un fragmento del gen rrs (16S

rDNA).

Las secuencias de los cebadores empleadas fueron tomadas de Warwick, et al.
(2003) y el protocolo de PCR de Izquierdo (2007). Los cebadores Nf (5 TCC TAG GGG
AGG CAG CAG T 3’) y Nr (5 GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTG TT 3’)
poseen una longitud de 19 y 26 bp, respectivamente, y amplifican un fragmento de 476 bp.
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2.5.7.1 Protocolo de 16S rDNA PCR

La PCR se ensambl6 incorporando en la master mix los reactivos que se detallan a

continuaciéon (Cuadros 2.1y 2.2).

Cuadro 2.1 Concentraciones de reactivos empleadas para PCR 16S rDNA (Izquierdo, 2007).

Reactivo Concentraciones | Concentraciones
de Reactivos Empleadas
Tagq polimerasa 5.0 U/uL 2.5 U/uL
Buffer 10X 1X
Primer Nf 100 pmol 10 pmol
Primer Nr 100 pmol 10 pmol
MgCl, 50 mM 2.5 mM
dNTPs 20 mM 0.4 mM

Cuadro 2.2 Volumenes de reactivos empleados para cada reaccion de PCR 16S rDNA (Izquierdo, 2007).

Reactivo 1X (nL)
Tagq polimerasa 0.5
Buffer 5.0
Primer Nf 0.1
Primer Nr 0.1
dNTPs 1.0
H,0O (Grado PCR) 35.8
Volumen por Reaccion 45

El volumen de reaccion final se ajustdo a 50 pL, anadiendo 5 pL. de muestra de
DNA. Se realiz¢ el ensayo por duplicado para cada muestra. Toda reaccion de PCR posey6
un control negativo, al cual se anadidé 5 pL. de agua grado PCR en lugar de muestra de

DNA.
Una vez ensamblada la PCR se procedi6 a colocar las muestras en un

termociclador, para proceder a la amplificacion del fragmento deseado bajo las siguientes

condiciones (Cuadro 2.3).
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Cuadro 2.3 Programacion del termociclador para PCR 16S rDNA (Izquierdo, 2007).

N° de Ciclos Proceso Temperatura (°C) | Tiempo
1 Denaturacion Inicial 95 4 min.
40 Denaturacion 95 10 seg.
Alineamiento 60 1 min.
1 Extension Final 72 4 min.
1 Espera Final 4 10 min.

2.5.7.2 Electroforesis en Gel de Agarosa

La visualizacion del resultado de la amplificacion por PCR se realizd6 mediante

electroforesis en geles de agarosa al 2.0%. Con esta técnica se verifico la existencia del

amplicon deseado.

2.5.7.2.1 Preparacion de Gel de Agarosa al 2.0%

Para la preparacion de 100 mL de gel de agarosa al 2.0% se utilizo el protocolo

que se describe a continuacion.

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.

Se pesa en una balanza analitica 2.0 g de agarosa.

Se coloca la agarosa pesada en un vaso de precipitacion junto con 100 mL de
buffer TAE 1X.

Se hidrata la agarosa por agitacion en un stir hot plate durante 10 minutos.

Se lleva la mezcla a calentamiento en un microondas hasta su ebullicion.

Se entremezcla por agitacion en un stir hot plate durante 2 minutos

Se lleva la mezcla nuevamente a calentamiento hasta su ebullicion.

Se entremezcla por agitacion en un stir hot plate hasta que la temperatura del gel
sea de 60°C.

Se toman 5 pL. de bromuro de etidio y se mantiene la agitacion constante.

Se vierte la preparacion en la cubeta preparada y se espera hasta su solidificacion.
Se retiran las peinetas, se desmolda el gel, se lo coloca en la camara de

electroforesis y se la llena con TAE 1X hasta cubrir el gel.

42



Una vez terminado este procedimiento, se cargan los productos de PCR en el gel.
Para este cometido, se combinan 10 pL. de producto con 2 pL de buffer de carga (Blue Juice
10X). Se toman 10 pL de esta mezcla y se cargan en el gel de agarosa, se repite el
procedimiento para cada una de las muestras. Junto con todas las muestra se colocan un
marcador de peso molecular de 100 bp o un Low DNA Mass Ladder. Subsecuentemente, se
cierra la camara y se la conecta a una fuente de poder. La migracion electroforética se

realiza a 120 V durante 45 minutos.
2.5.7.2.2 Visualizacion de Resultados
Al finalizar la migracion electroforética, se retira cuidadosamente el gel de la
camara y se lo lleva a un fotodocumentador (UVP BioDoc-It). La visualizacion se hace con
luz ultravioleta a una longitud de onda de 365 nm.

2.6 Analisis de datos

Los datos obtenidos fueron incorporados en una hoja electronica para su posterior

analisis mediante estadistica descriptiva.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Ensayos Microbiologicos de Recuento de CFU

3.1.1 Ensayo 1: Experimentacion con Escherichia coli y Staphylococcus aureus

3.1.1.1 Obtenciéon de Cultivos Puros en Agar y Medio Liquido

Para este ensayo se empled una cepa bacteriana Gram-positiva y una Gram-
negativa. Se escogio para el experimento a Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli como
microorganismos modelo. El crecimiento bacteriano obtenido tanto en agar como en medio
liquido fue Optimo. Por lo tanto se procedid a efectuar las diluciones seriadas y sus

respectivas siembras.

3.1.1.2 Preparacion y Evaluacion de Diluciones Seriadas

Para la elaboracion de diluciones seriadas se us6 el Sistema 1 y para la siembra de
las mismas al Sistema A. La inoculacion se hizo acto seguido a la elaboracion de las

diluciones.

Para la siembra se escogieron las diluciones 107,108, 10° y 10'°. Se coloco sobre el
agar 100 uL de muestra de cada solucion, por lo tanto, los resultados obtenidos en el conteo
de CFU fueron multiplicados por 10 para la obtencion de la concentracion de CFU/mL de
solucion de cada tubo de dilucion seriada. Los resultados obtenidos en la siembra para E.

coli como para S. aureus se presentan en seguida (Tablas 3.1y 3.2).

Tabla 3.1 Resultados del recuento de CFU de E. coli del Ensayo 1.

e Rilucion 10’ 108 10° 10"
éplica
1 37 7 1 0
2 39 2 0 0
3 41 2 0 0
Promedio 39,00 3.67 0.33 0,00
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Tabla 3.2 Resultados del recuento de CFU de S. aureus del Ensayo 1.

Reopolucion 10’ 108 10° 10"
éplica
1 131 12 1 0
2 124 14 0 0
3 112 19 3 0
Promedio 122,33 15,00 133 0,00

A partir de estos resultados se calcul6 la concentracion en CFU/mL de solucion.

Para el procesamiento de datos se empleo el promedio de cada resultado (Tabla 3.3).

Tabla 3.3 Concentracion bacteriana calculada por tubo de dilucion seriada del Ensayo 1.

Bacteria | Dilucion Cizgcl;e;};rma{l)on

102 390

. 10 37
E. coli 10° 3
10" 0

10 1223

S. aureus 102 150
10 13
10" 0

3.1.2 Ensayo 2: Experimentacion con Escherichia coli y Staphylococcus aureus
3.1.2.1 Obtencion de Cultivos Puros en Agar y Medio Liquido
Se emplearon las mismas cepas bacterianas usadas para el ensayo 1. El
crecimiento bacteriano obtenido tanto en agar como en medio liquido fue 6ptimo. Por lo
tanto, se procedio a realizar las diluciones seriadas y sus correspondientes siembras.
3.1.2.2 Preparacion y Evaluacion de Diluciones Seriadas
Para la elaboracion de diluciones seriadas se us6 el Sistema 1 y para la siembra de

las mismas al Sistema A. A diferencia del ensayo 1 la inoculacion se realizo 4 dias después

a la preparacion de las diluciones.
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Para la siembra se escogieron los tubos que poseian las diluciones 10°, 107, 10° y
10°. Se coloco sobre el agar un volumen de 33.3 pL de muestra de cada solucion, por lo
tanto, los resultados obtenidos en el conteo de CFU fueron multiplicados por 30 para la
obtencion de la concentracion de CFU/mL de suero fisioldgico de cada tubo de dilucion
seriada. Los resultados obtenidos en la siembra para E. coli como para S. aureus se

describen a continuacion (Tablas 3.4 y 3.5).

Tabla 3.4 Resultados del recuento de CFU de E. coli del Ensayo 2.

RéplicaD"“c“’“ 10° 107 10 10°
1 34 19 2 0
2 30 16 3 |
3 36 15 2 0
Promedio 3333 16,67 233 0,33

Tabla 3.5 Resultados del recuento de CFU de S. aureus del Ensayo 2.

Reopolucion 10° 10’ 108 10°
éplica
1 0 0 0 0
2 0 0 0
3 0 0 0
Promedio 0,00 0,00 0,00 0,00

A partir de estos resultados se calculd la concentracion de CFU/mL de solucion.

Para el procesamiento de datos se empleo el promedio de cada resultado (Tabla 3.6).

Tabla 3.6 Concentracion bacteriana calculada por tubo de dilucion seriada del Ensayo 2.

. .. .. | Concentracion
Bacteria | Dilucion (CFU/mL)
10° 1000
. 10’ 500
E. coli 10° 70
10° 10

Como se presenta en el Tabla 3.5, en este ensayo no hubo crecimiento bacteriano
de S. aureus, por lo tanto, se decidio repetir el ensayo. Esta repeticion fue realizada para

probar la viabilidad de la cepa empleada.
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3.1.3 Ensayo 3: Experimentacion con Escherichia coli 'y Staphylococcus aureus

3.1.3.1 Obtencion de Cultivos Puros en Agar y Medio Liquido

Se trabajé con las mismas cepas bacterianas usadas para el ensayo 1 y 2. El
crecimiento bacteriano conseguido tanto en agar como en medio liquido fue optimo.
Consecuentemente, se procedid a realizar las diluciones seriadas y sus correspondientes

cultivos microbiologicos.

3.1.3.2 Preparacion y Evaluacion de Diluciones Seriadas

Para la elaboracion de diluciones seriadas se us6 el Sistema 2 y para la siembra de
las mismas el Sistema A. El experimento se realizo acto seguido a la obtencion del cultivo

en medio liquido.

Para la siembra se escogieron los tubos que poseian las diluciones 10%, 10°, 10°,
107, 10% y 10°. Se coloco sobre el agar un volumen de 33.3 pL de muestra de cada solucion,
por lo tanto, los resultados obtenidos en el conteo de CFU fueron multiplicados por 30 para
la obtencion de la concentracion de CFU/mL de suero fisiologico de cada tubo de dilucion
seriada. Los resultados obtenidos en la siembra para E. coli como para S. aureus se

describen a continuacion (Tablas 3.7 y 3.8).

Tabla 3.7 Resultados del recuento de CFU de E. coli del Ensayo 3.

s I U 10° 10° 107 10 10°
éplica
1 N.CT 210 40 3 2 0
2 N.C. 274 44 5 0 0
3 N.C.T 264 41 5 1 0
Promedio N.C.T 249,33 41,67 4,33 1,00 0,00
" Incontable
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Tabla 3.8 Resultados del recuento de CFU de S. aureus del Ensayo 3.

Rﬁm%Dm””“ 10 10° 10° 107 10 10°
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
Promedio 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

A partir de estos resultados se calculd la concentracion de CFU/mL de solucion.

Para el procesamiento de datos se empled el promedio de cada resultado (Tabla 3.9).

Tabla 3.9 Concentracion bacteriana calculada por tubo de dilucion seriada del Ensayo 3.

. o ey Concentracion
Bacteria | Dilucion (CFU /n,lL)

10* N.D.T
10° 7480

. 10° 1250

E. coli 107 130

108 30
10° 0

T Indeterminada

En este ensayo tampoco hubo crecimiento bacteriano de S. aureus. Se decidio

utilizar una nueva cepa nueva de S. aureus.

3.1.4 Ensayo 4: Experimentacion con Staphylococcus aureus

3.1.4.1 Obtencion de Cultivos Puros en Agar y Medio Liquido

Para la realizacion de este ensayo, se trabajo con una cepa nueva de S. aureus,
proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Calos Andrade Marin, la
misma que era sensible a vancomicina y resistente a ciprofloxacina, eritromicina y
penicilina. El crecimiento bacteriano conseguido tanto en agar como en medio liquido fue
optimo. Consiguientemente, se procedid a realizar las diluciones seriadas y sus

correspondientes cultivos microbiolédgicos.
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3.1.4.2 Preparacion y Evaluacion de Diluciones Seriadas

Para la elaboracion de diluciones seriadas se uso el Sistema 2 y para la siembra de
las mismas al Sistema A. El experimento se realizé acto seguido a la obtencion del cultivo

en medio liquido.

Para la siembra se escogieron los tubos que poseian las diluciones 10°, 10, 10°,
10°, 10" y 10%. Se coloco sobre el agar un volumen de 33.3 puL de muestra de cada solucion,
por lo tanto, los resultados obtenidos en el conteo de CFU fueron multiplicados por 30 para
la obtencion de la concentracion de CFU/mL de suero fisiologico de cada tubo de dilucion
seriada. Los resultados obtenidos en el cultivo microbiologico de S. aureus se describen a

continuacion (Tabla 3.10).

Tabla 3.10 Resultados del recuento de CFU de S. aureus del Ensayo 4.

Dilucion 3 4 5 6 7 8
Réplica 10 10 10 10 10 10
1 0 0 2 0 0 0
2 0 0 5 0 0 0
3 463 43 0 0 0 0
Promedio 154,33 14,33 2,33 0,00 0,00 0,00

A partir de estos resultados se calcul6 la concentracion de CFU/mL de solucion.

Para el procesamiento de datos se empleo el promedio de cada resultado (Tabla 3.11).

Tabla 3.11 Concentracion bacteriana calculada por tubo de dilucién seriada del Ensayo 4.

Bacteria | Dilucion Ctzche[I}jrmaIch)on
10° 4630
10* 430
S. aureus 102 70
10 0
107 0
108 0

En este experimento no se obtuvo el crecimiento bacteriano esperado de S. aureus,

Se resolvid usar otra cepa bacteriana Gram-positiva.
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3.1.5 Ensayo 5: Experimentacion con Enterococcus faecalis
3.1.5.1 Obtencion de Cultivos Puros en Agar y Medio Liquido

En este experimento se trabajo con una cepa ATCC de Enterococcus faecalis
29212, proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia del Hospital Carlos Andrade
Marin. Debido a que, el crecimiento bacteriano alcanzado tanto en agar como en medio
liquido fue Optimo, se arrancé con la realizacion de las diluciones seriadas y sus

correspondientes cultivos microbioldgicos.

3.1.5.2 Preparacion y Evaluacion de Diluciones Seriadas

Para la elaboracion de diluciones seriadas se us6 el Sistema 2 y para la siembra de
las mismas el Sistema A. El experimento se realizo después de la obtencion del cultivo en

medio liquido.

En el cultivo microbiolégico fueron usadas las diluciones 10°, 10°, 107 y 10°.
Sobre el agar se coloco un volumen de 100 pL. de cada dilucion, por lo tanto, los resultados
obtenidos en el conteo de CFU fueron multiplicados por 10 para la obtencion de la
concentracion de CFU/mL de suero fisiologico. Los resultados obtenidos en el cultivo

microbioloégico de E. faecalis se describen en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12 Resultados del recuento de CFU de E. faecalis del Ensayo 5.

RéplicaDlluc10n 1 05 1 06 1 07 1 08
1 199 47 0 0
2 210 37 3 0
3 207 31 3 0
Promedio 205,33 35,00 2,00 0,00

A partir de estos resultados se calculd la concentracion de CFU/mL de solucion.

Para el procesamiento de datos se empleo el promedio de cada resultado (Tabla 3.13).
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Tabla 3.13 Concentracion bacteriana calculada por tubo de dilucion seriada del Ensayo 5.

. .. .. | Concentracion
Bacteria | Dilucion (CFU/mL)
10° 2053
. 10° 350
E. faecalis 107 20
108 0

En este experimento el microorganismo modelo empleado funciond de la manera

deseada, pero para verificar su correcto desempefio se decidio repetir el ensayo.

3.1.6 Ensayo 6: Experimentacion con Enterococcus faecalis y Escherichia coli

3.1.6.1 Obtencion de Cultivos Puros en Agar y Medio Liquido

Se trabajé con estos dos microorganismos modelo para verificar el correcto
desempefio del sistema. Gracias a que, el crecimiento bacteriano conseguido tanto en agar
como en medio liquido fue dptimo, se inicid la elaboracion de las diluciones seriadas y sus

correspondientes cultivos microbioldgicos.

3.1.6.2 Preparacion y Evaluacion de Diluciones Seriadas

Para la elaboracion de diluciones seriadas se us6 el Sistema 2 y para la siembra de
las mismas el Sistema A. El experimento se realizo después de la obtencion del cultivo en

medio liquido.

En el cultivo microbioldgico fueron usadas las diluciones 10%, 10°, 10°, 107 y 10°,
Sobre el agar se colocd un volumen de 33.3 pL de cada dilucion, por lo tanto, los resultados
obtenidos en el conteo de CFU fueron multiplicados por 30 para la obtencion de la
concentracion de CFU/mL de solucion. Los resultados alcanzados en el cultivo

microbiolégico de E. faecalis y E. coli se representan en las Tablas 3.14 y 3.15.
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Tabla 3.14 Resultados del recuento de CFU de E. faecalis del Ensayo 6.

R@m;”“”“ 10 10° 109 107 108
1 N.CT 270 47 5 0
2 N.C.} 273 30 2 1
3 N.C.F 290 31 1 0
Promedio N.C.T 277,67 36,00 2,67 0,33
T Incontable
Tabla 3.15 Resultados del recuento de CFU de E. coli del Ensayo 6.
R@m;”“”“ 10* 10° 10° 10’ 108
1 N.CT N.CT N.C7 109 22
2 N.C. N.C.T N.C.F 291 13
3 N.C. N.C.T N.C.F 137 24
Promedio N.C.T N.C.T N.C.T 112,33 19,67

T Incontable

A partir de estos resultados se calculd la concentracion de CFU/mL de solucion.

Para el procesamiento de datos se empled el promedio de cada resultado (Tabla 3.16).

Tabla 3.16 Concentracion bacteriana calculada por tubo de dilucion seriada del Ensayo 6.

. e er Concentracion
Bacteria | Dilucion (CFU/mL)
10* N.D.T
10° 8330
E. faecalis | 10° 1080
10’ 80
108 10
10* N.D."
10° N.D.f
E. coli 10° N.D.f
107 3370
10® 590

T Indeterminada

Con este ensayo se confirmo el adecuado desempeino de la cepa bacteriana y se

decidio trabajar con ésta en las siguientes pruebas.
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3.2 Preparacion y Evaluacion de Muestras Artificiales

3.2.1 Experimento 1: Preparacion y Evaluacion de Muestras Artificiales por

Recuento de CFU

3.2.1.1 Preparacion de Muestras Artificiales

Se escogid a E. coli para la realizacion de este experimento. Las muestras
artificiales (2 mL) fueron preparadas a partir de las diluciones seriadas 10° y 10° del ensayo
3 (ensayo microbiologico de recuento de CFU). Se prepararon tres muestras artificiales con
sus respectivos duplicados, dos de ellas correspondientes a las diluciones expuestas

anteriormente y la Gltima a la mezcla en partes iguales de las mismas.

3.2.1.2 Evaluacion de Muestras Artificiales por Recuento de CFU

Para la siembra de las muestras artificiales se empleo el Sistema X. La inoculacion
se hizo acto seguido a la elaboracion de las muestras artificiales. Se pusieron sobre el agar
33.3 uL de muestra artificial.

No hubo crecimiento bacteriano luego de este ensayo. Se presume que la sangre
empleada para la elaboracion de las muestras artificiales poseyod inhibidores de crecimiento

y, por lo tanto, impidio6 la obtencién de resultados.

3.2.2 Experimento 2: Preparacion y Evaluacion de Muestras Artificiales por

Recuento de CFU

3.2.2.1 Preparacion de Muestras Artificiales

Se escogid a E. faecalis para la realizacion de este experimento. Las muestras

artificiales (2 mL) fueron preparadas a partir de las diluciones seriadas 10%, 10°, 10, 10° y
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10° del ensayo 6 (ensayo microbiolégico de recuento de CFU). Las muestras fueron

denominadas MA1, MA2, MA3, MA4 y MAS, respectivamente.

3.2.2.2 Evaluacion de Muestras Artificiales por Recuento de CFU

Para la siembra de las muestras artificiales se empled al Sistema Y. La inoculacion

se hizo acto seguido a la elaboracion de las muestras artificiales.

La siembra se realiz6 con asa calibrada a 0.01 mL, por lo tanto, los resultados
obtenidos en el conteo de CFU fueron multiplicados por 100 para la obtencion de la
concentracion de CFU/mL de muestra. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla

3.17 y Figura 3.1.

Tabla 3.17 Resultados del recuento de CFU de muestras artificiales de E. faecalis del Experimento 2.

Reopo—uestra | VAL MA2 MA3 MA4 MAS5
éplica
1 N.CT 199 19 4 1
2 N.C.f 201 62 4
3 N.C. 257 30 0 0
Promedio N.C.T 219,00 27,00 2,67 0,33

T Incontable

Figura 3.1 Ensayo de conteo de CFU de muestras artificiales de E. faecalis del Experimento 2. Resultado

correspondiente a muestra artificial: a) MAS; b) MA4; ¢) MA3; d) MA2; e) MAL.
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A partir de estos resultados se calculd la concentracion de CFU/mL de muestra. Para el

procesamiento de datos se empleo el promedio de cada resultado (Tabla 3.18).

Tabla 3.18 Concentracion bacteriana calculada por tubo de muestra artificial de E. faecalis del Experimento 2.

Bacteria | Muestra C(zgcl?[l};rmalcll)on
MAL1 N.D."
MA2 21900
E. faecalis | MA3 2700
MA4 267
MAS 33

Indeterminada

El sistema de siembra empleado mostr6é buenos resultados. Se decidié emplearlo

para los siguientes ensayos.

3.2.3 Evaluacion de Muestras Artificiales por Recuento en Camara de Neubauer

3.2.3.1 Eleccion de Muestras Artificiales

Se emplearon las muestras artificiales preparadas para el experimento 1. Las

muestras usadas estuvieron conservadas a -80°C antes de su utilizacion.
3.2.3.2 Evaluacion de Muestras Artificiales por Método de Neubauer

Se sigui6 cuidadosamente el procedimiento expuesto en el capitulo anterior para el
recuento en camara de Neubauer. Sin embargo, no se obtuvieron resultados, debido a que,

la predominancia de elementos sanguineos impidio la visualizacion de las bacterias.
3.2.4 Evaluacion de Muestras Artificiales por Recuento de Campos
3.2.4.1 Preparacion de Muestras Artificiales

Para este ensayo se escogieron diluciones preparadas anteriormente, tanto de E.

coli como de E. faecalis.
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Para la elaboracion de las muestras artificiales se emplearon las diluciones seriadas
10', 10* y 10° de los dos microorganismos del ensayo 6. Las muestras fueron nombradas
EC9, EC8 y EC7 para E. coli y EF9, EF8 y EF7 para E. faecalis, respectivamente. El

ensayo se realizo por duplicado.

3.2.4.2 Evaluacion de Muestras Artificiales por Recuento de CFU

Para la siembra de las muestras artificiales se empled al Sistema Y. La inoculacion

se hizo acto seguido a la elaboracion de las muestras artificiales.

La siembra se realizd con asa calibrada a 0.01 mL, por lo tanto, los resultados
obtenidos en el conteo de CFU debieron multiplicarse por 100 para la obtencion de la
concentracion de CFU/mL de muestra. Sin embargo en todas las cajas inoculadas se
encontrd crecimiento masivo, por lo que no se realiz el calculo de la concentracion de

CFU/mL de muestra artificial.

3.2.4.3 Evaluacion de Muestras Artificiales por Recuento de Campos

Se realiz6 un frotis de cada una de las muestras artificiales y sus duplicados. Cada
una de las laminas fue tratada mediante coloracion Gram y posteriormente llevada al

microscopio para su observacion.

Las laminas pertenecientes a las muestras artificiales contaminadas con E. coli
fueron analizadas exitosamente. Por otro lado, aquellas con E. faecalis presentaron
inconvenientes al momento del conteo, debido a que las estructuras observadas eran

demasiado pequetias para poder ser evaluadas.

E. coli fue identificado como un bacilo Gram-negativo, claramente distinguible,

por lo cual, se decidi6 reportar solamente sus resultados (Tabla 3.19).
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Tabla 3.19 Resultados del recuento por campos de muestras artificiales de E. coli.

Muestra | ECS8 ECS8 EC7 EC7 ECé6 ECé6

Campo @ 2 @ 2 @ 2

1 16 17 4 2 2 0

2 8 8 3 2 0 0

3 7 9 4 2 0 0

4 8 10 2 3 0 0

5 11 8 2 4 0 2

6 15 16 2 2 4 0

7 8 10 5 4 0 0

8 14 8 5 2 2 0

9 7 9 2 3 0 2

10 11 8 4 3 0 0
Promedio 10,5 10,3 3,3 2,7 0,8 0,4

La Tabla 3.19 muestra que, el nimero de bacterias es mayor con diluciones mas
concentradas. Este resultado es coherente y ratifica la funcionalidad del método empleado

para la preparacion de muestras artificiales.
3.3 Evaluacion por Recuento de CFU de Separacion de Componentes de Sangre
3.3.1 Determinacion del Volumen de Trabajo para Muestras Artificiales

Para la separacion del plasma y la capa leuco-plaquetaria de la muestra tratada con
centrifugacion diferencial, se requiere una clara identificacion de la interfase. Por lo cual, se
probo con tres volimenes de sangre completa y se compard el respectivo buffy coat.

Las muestras de 2 y 3 mL de sangre mostraron un pobre buffy coat. Por otro lado,
la muestra de 5 mL exhibi6 una capa leuco-plaquetaria de facil observacion e

identificacion. Por consiguiente, se escogio al volumen de 5 mL como volumen de trabajo.

Para los ensayos que se presentan a continuacion, se escald el volumen final de

diluciones seriadas y muestras artificiales a SmL.
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3.3.2 Preparacion, Procesamiento y Evaluacion de Muestras Artificiales con E. coli

Tratadas por Centrifugacion Diferencial

3.3.2.1 Obtencion de Cultivos Puros en Agar y Medio Liquido

Los resultados obtenidos tanto agar como en medio liquido fueron adecuados, por
lo tanto se procedid a la realizacion de las diluciones seriadas y sus correspondientes

siembras microbiologicas.

3.3.2.2 Preparacion y Evaluacion de Diluciones Seriadas

Para la elaboracion de diluciones seriadas se us6 el Sistema 2 y para la siembra de
las mismas al Sistema B. La inoculacidén se hizo inmediatamente a la elaboracion de las

diluciones.

Para la siembra se escogieron las diluciones 10%, 10°, 10%, 10°, 105, y 107, La
inoculacion se realizd con asa calibrada a 0.01 mL, por lo tanto, los resultados obtenidos en
el conteo de CFU fueron multiplicados por 100 para la obtencién de la concentracion de

CFU/mL de solucion. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 3.20.

Tabla 3.20 Resultados del recuento de CFU de las diluciones seriadas de E. coli para preparacion de muestras

artificiales del ensayo de evaluacion de la técnica de centrifugacion diferencial.

Reon Dilucion 1 02 103 1 04 1 05 106 1010
éplica
1 N.CT N.CT 233 34 4 1
2 N.C. N.C.F 238 46 4 1
3 N.C. N.C. 255 45 3 1
Promedio N.C. N.C.T 242,00 41,67 3,67 1,00
Incontable

A partir de estos resultados se calculd la concentracion de CFU/mL de solucion.

Para el procesamiento de datos se empled el promedio de cada resultado (Tabla 3.21).
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Tabla 3.21 Concentracion bacteriana calculada por tubo de dilucion seriada de E. coli para preparacion de

muestras artificiales del ensayo de evaluacion de la técnica de centrifugacion diferencial.

Bacteria | Dilucion | Concentracion
(CFU/mL)

10° N.D."
10° N.D.T

E. coli 10* 24200
10° 4167
10° 367
10’ 100

" Indeterminada

3.3.2.3 Preparacion de Muestras Artificiales

Las muestras artificiales (5 mL) fueron preparadas a partir de las diluciones
seriadas 107, 10° y 10*. Las muestras contaminadas fueron preparadas por duplicado, para
de esta manera conservar un tubo como control y al otro someterlo a centrifugacion
diferencial y hacer una comparacion de los resultados obtenidos. Las muestras artificiales

fueron denominadas MECS8, MEC7 y MC6, respectivamente.

3.3.2.4 Evaluacion de Muestras Artificiales por Recuento de CFU

Uno de los tubos de cada dupleta de muestras artificiales fue sometido a
centrifugacion diferencial, mientras que el otro se conservé como un control. Luego de la
separacion de componentes sanguineos al primer tubo se le retird el plasma y la capa leuco-

plaquetaria y posteriormente se trabajo con la capa restante llamada capa eritrocitaria.

La siembra se realizd con asa calibrada a 0.01 mL, por lo tanto, los resultados
obtenidos en el conteo de CFU debieron multiplicarse por 100 para la obtencion de la
concentracion de CFU/mL de muestra tratada o control. Los resultados obtenidos se

presentan en la Tabla 3.22 y Figura 3.2.
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Tabla 3.22 Resultados del recuento de CFU de las muestras contaminadas con E. coli tratadas y no tratadas

con la técnica de centrifugacion diferencial (CD).

Muestra | MEC8 | MEC7 | MEC6 | MEC8 | MEC7 | MEC6
Réplica Control Control Control CD CD CD
1 N.CT 220 26 N.CT 488 33
2 N.C.f 223 23 N.C.f 455 50
3 N.C. 217 19 N.C.F 401 84
Promedio N.C.T 220,00 22,67 N.C.T 448,00 55,67
Incontable

Figura 3.2 Resultados del recuento de CFU de las muestras contaminadas con E. coli tratadas con

centrifugacion diferencial (CD): a)MECS8, b)MEC7 y ¢)MEC6 y sus controles: d)MECS, e)MEC7 y )MEC6

A partir de estos resultados se calculd la concentracion de CFU/mL de solucion.

Para el procesamiento de datos se empleo el promedio de cada resultado (Tabla 3.23).

Tabla 3.23 Concentracion bacteriana calculada por tubo de muestra contaminada con E. coli tratadas y no

tratadas con la técnica de centrifugacion diferencial (CD).

Bacteria Muestra Concentracion
(CFU/mL)
MECS Control N.D.T
MEC7 Control 22000
E. coli | MEC6 Control 2267
MECS cD N.D.
MEC7 CD 44800
MEC6 CD 5567

T Indeterminada
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3.3.2.5 Analisis de Resultados

El plasma y la capa leuco-plaquetaria representan alrededor del 50 a 60% de la
sangre. Al retirar estos componentes, se debe originar una concentracion de las bacterias en
la capa eritrocitaria, provocando un incremento en el nimero de CFU de la muestra tratada
con centrifugacion diferencial. Esto se vio reflejado en los resultados obtenidos en este
ensayo, demostrando que por medio de esta técnica se puede retirar el DNA gendémico
humano presente en leucocitos, sin alterar significativamente el nimero de bacterias

presentes en muestras artificialmente contaminadas (Tabla 3.24).

Tabla 3.24 Comparacion de resultados esperados y obtenidos luego del uso de la técnica de centrifugacion

diferencial (CD) en base a los resultados de los controles.

Muestra | Control Rango Esperado CD

Artificial | (CFU/mL) | Después de CD (CFU/mL) | (CFU/mL)
MECS N.CT N.D"" N.CT
MEC7 22000 44000 - 55000 44800
MEC6 2267 4534- 5668 5567

l Incontable
tf Indeterminado

Como se observa en este Tabla, los resultados obtenidos luego de la eliminacion
del plasma y la capa leuco-plaquetaria se encuentran dentro de los rangos esperados de
nimero de CFU/mL de muestra, probando que las bacterias luego de la centrifugacion
diferencial se concentran en la capa eritrocitaria de la sangre, facilitando la posibilidad de

aislamiento del DNA gendmico bacteriano sin la interferencia del DNA gendémico humano.

3.3.3 Preparacion, Procesamiento y Evaluacion de Muestras Artificiales con E.

faecalis Tratadas por Centrifugacion Diferencial
3.3.3.1 Obtencion de Cultivos Puros en Agar y Medio Liquido
Los resultados alcanzados en agar como medio liquido fueron apropiados, por lo

tanto se inicid la realizacion de las diluciones seriadas y sus correspondientes siembras

microbiologicas.
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3.3.3.2 Preparacion y Evaluacion de Diluciones Seriadas

Para la elaboracion de diluciones seriadas se uso el Sistema 2 y para la siembra de
las mismas al Sistema B. La inoculacion se hizo acto seguido a la elaboracion de las

diluciones.

Para la siembra se escogieron las diluciones 102, 103, 104, 105, 106, y 107, La
inoculacion se realizd con asa calibrada a 0.01 mL, por lo tanto, los resultados obtenidos en
el conteo de CFU fueron multiplicados por 100 para la obtencion de la concentracion de

CFU/mL de solucion. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 3.25.

Tabla 3.25 Resultados del recuento de CFU de las diluciones seriadas de E. faecalis para preparacion de

muestras artificiales del ensayo de evaluacion de la técnica de centrifugacion diferencial.

Reon Dilucion 1 02 103 1 04 1 05 106 1010
éplica
1 N.CT N.CT N.CT 174 28 2
2 N.C. N.C. N.C. 206 21 2
3 N.C. N.C.F N.C. 245 19 1
Promedio N.C. N.C." N.C." 208,33 22,67 1,67
Incontable

A partir de estos resultados se calculd la concentracion de CFU/mL de solucién.

Para el procesamiento de datos se empled el promedio de cada resultado (Tabla 3.26).

Tabla 3.26 Concentracion bacteriana calculada por tubo de dilucion seriada de E. faecalis para preparacion de

muestras artificiales del ensayo de evaluacion de la técnica de centrifugacion diferencial.

Bacteria | Dilucion | Concentracion
(CFU/mL)
10 N.D.
10° N.D.
E. faecalis 10* N.D.
10° 20833
10° 2267
10 167

" Indeterminada
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3.3.3.3 Preparacion de Muestras Artificiales

Las muestras artificiales (5 mL) fueron preparadas a partir de las diluciones
seriadas 10%, 10° y 10*. Las muestras contaminadas fueron preparadas por duplicado para de
esta manera conservar un tubo como control y al otro someterlo a centrifugacion diferencial
y hacer una comparacion de los resultados obtenidos. Las muestras infectadas fueron

denominadas MEF8, MEF7 y MF6, respectivamente.
3.3.3.4 Evaluacion de Muestras Artificiales por Recuento de CFU

Uno de los tubos de cada dupleta de muestras artificiales fue sometido a
centrifugacion diferencial, mientras que el otro se conservé como un control. Luego de la
separacion de componentes sanguineos al primer tubo se le retir6 el plasma y la capa leuco-

plaquetaria y posteriormente se trabajo con la capa restante llamada capa eritrocitaria.

La siembra se realizd con asa calibrada a 0.01 mL, por lo tanto, los resultados
obtenidos en el conteo de CFU debieron multiplicarse por 100 para la obtencion de la
concentracion de CFU/mL de muestra tratada o control. Los resultados obtenidos se

presentan en la Tabla 3.27 y Figura 3.3.

Tabla 3.27 Resultados del recuento de CFU de las muestras contaminadas con E. faecalis tratadas y no

tratadas con la técnica de centrifugacion diferencial (CD).

Muestra | MEF8 | MEF7 | MEF6 | MEF8 | MEF7 | MEF6
Réplica Control Control Control CD CD CDh
1 N.CT 66 26 N.C7 300 48
2 N.C. 69 23 N.C. 277 64
3 N.C. 47 19 N.C. 282 57
Promedio N.C. 60,67 22,67 N.C. 286,33 56,33
Incontable
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Figura 3.3 Resultados del recuento de CFU de las muestras contaminadas con E. faecalis tratadas con

centrifugacion diferencial (CD): a) MEF8, b) MEF7 y ¢) MEF6 y sus controles: d) MEF8, e)MEF7 y )MEF6

A partir de estos resultados se calculd la concentracion de CFU/mL de solucion.

Para el procesamiento de datos se empleo el promedio de cada resultado (Tabla 3.28).

Tabla 3.28 Concentracion bacteriana calculada por tubo de muestra contaminada con E. faecalis tratadas y no

tratadas con la técnica de centrifugacion diferencial (CD).

Bacteria Muestra Concentracion
(CFU/mL)
MECS Control N.D.T
MEC7 Control 6067
E. coli | MEC6 Control 2267
MEC8 D N.D.T
MEC7 CD 28633
MEC6 CD 5633

" Indeterminada

3.3.3.5 Analisis de Resultados

El plasma y la capa leuco-plaquetaria representan alrededor del 50 a 60% de la

sangre. Al retirar estos componentes, se debe originar una concentracion de las bacterias en

la capa eritrocitaria, provocando un incremento en el nimero de CFU de la muestra tratada
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con centrifugacion diferencial. Esto se vio reflejado en los resultados obtenidos en este
ensayo, demostrando que por medio de esta técnica se puede retirar el DNA genomico
humano presente en leucocitos, sin alterar significativamente el nimero de bacterias

presentes en muestras contaminadas (Tabla 3.29).

Tabla 3.29 Comparacion de resultados esperados y obtenidos luego del uso de la técnica de centrifugacion

diferencial (CD) en base a los resultados de los controles.

Muestra | Control Rango Esperado CD

Artificial | (CFU/mL) | Después de CD (CFU/mL) | (CFU/mL)
MEF8 N.c” N.D" N.CT
MEF7 6067 12134 - 15168 28633
MEF6 2267 4534- 5668 5633

T Incontable
Tt Indeterminado

Como se observa en el Tabla 3.24, los resultados obtenidos luego de Ila
eliminacion del plasma y la capa leuco-plaquetaria se encuentran dentro de los rangos
esperados de nimero de CFU/mL de muestra o lo superan, probando que las bacterias
luego de la centrifugacion diferencial se concentran en la capa eritrocitaria de la sangre,
facilitando la posibilidad de aislamiento del DNA gendmico bacteriano sin la interferencia

del DNA gendémico humano.

3.4 Verificacion del Correcto Funcionamiento del Sistema 16S rDNA PCR

Se realizd una prueba preliminar del sistema 16S rDNA PCR, usando DNA de
Mycobacterium tuberculosis, con el fin de probar el correcto funcionamiento del mismo.
Para este cometido, se siguid el protocolo de ensamblaje de reaccion de PCR que se

present6 en el capitulo anterior.

Para este ensayo se usaron dos controles positivos (DNA de M. tuberculosis) y un

control negativo (agua grado biologia molecular).

Luego de transcurrida la reaccion de PCR, se procedid a hacer una electroforesis

en la que se obtuvieron los siguientes resultados (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio donde se observan los
productos de PCR del ensayo de verificacion del funcionamiento del sistema 16S rDNA. Las muestras 1 y 2

son los controles positivos y la muestra CN es el control negativo.

En la fotografia se puede observar un amplicon de 476 bp, muy marcado para los
controles positivos (1 y 2) y leve para el control negativo (CN). Esta PCR demostro el

correcto funcionamiento del sistema.

La presencia de un amplicon en el control negativo se generd posiblemente por
problemas con la contaminacion de reactivos que provengan de una fuente bacteriana,
como la 7aq polimerasa.

3.5 Extraccion de DNA de Cultivos Puros
3.5.1 Primer Ensayo de Aislamiento de DNA Genémico Bacteriano

Se prepararon cultivos bacterianos puros en medio liquido para este experimento.

El procesamiento se desarrolld con el protocolo manual para aislamiento de DNA

gendmico bacteriano descrito en el capitulo anterior.

En este ensayo se proces6 1 mL de cultivo puro de cada bacteria empleada en el

estudio y dos controles negativos, uno para cada microorganismo.
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Una vez terminado el proceso de aislamiento de DNA se procedi6 a realizar una
electroforesis en gel de agarosa para comprobar la existencia de DNA. Los resultados se

pueden observar a continuacion (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio donde se observan los
resultados del primer ensayo de extraccion manual de DNA gendémico de cultivos bacterianos puros. La
muestra 1 corresponde al DNA genomico de E. coli, la muestra 2 al de E. faecalis, CN1 y CN2 son los

controles negativos.

Se encontré6 poco DNA en los carriles 1 y 2, por lo que se decidié emplear un
volumen de cultivo bacteriano puro mayor. Los controles negativos exhibieron ausencia de

DNA mostrando que no hubo contaminacion en el proceso de aislamiento.
3.5.2 Segundo Ensayo de Aislamiento de DNA Gendémico Bacteriano
Se hicieron cultivos bacterianos puros en medio liquido para esta experimentacion.
El procesamiento se desenvolvido con el protocolo para aislamiento manual de DNA

genomico bacteriano detallado en el capitulo anterior.

En este ensayo se procesaron 10 mL de cultivo puro de cada bacteria usada en la

investigacion y un control negativo (agua grado biologia molecular).
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Una vez ejecutado el proceso de aislamiento de DNA se realiz6 una electroforesis
en gel de agarosa para demostrar la presencia de DNA. Los resultados se pueden observar a

continuacion (Figura 3.6).
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Figura 3.6 Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio donde se observan los
resultados del segundo ensayo de extraccion manual de DNA gendémico de cultivos bacterianos puros. La
muestra 1 corresponde al DNA gendmico de E. coli, la muestra 2 al de E. faecalis y CN es el control

negativo.

El protocolo mostr6 éxito en la extraccion de DNA gendémico de E. coli. No
obstante, el método fracaso en la extraccion de DNA de E. faecalis, por lo cual se decidid

incrementar la incubacion de esta muestra con el coctel litico a 3 horas.

3.5.3 Tercer Ensayo de Aislamiento de DNA Genomico Bacteriano

Se elaboraron cultivos bacterianos puros en medio liquido para esta experiencia. El
procesamiento se llevo a cabo con el protocolo para aislamiento manual de DNA gendmico
bacteriano definido en el capitulo anterior con un ampliacién en la incubacion con coctel

litico de 3 horas.

En este ensayo se procesaron 10 mL de cultivo puro de E. faecalis y un control

negativo (agua grado biologia molecular).
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Una vez concluido el proceso de aislamiento de DNA se procedi6 a efectuar una

electroforesis en gel de agarosa para evidenciar la existencia de DNA. Los resultados se

pueden observar en seguida (Figura 3.7).
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Figura 3.7 Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio donde se observan los
resultados del tercer ensayo de extraccion manual de DNA gendmico de cultivos bacterianos puros. La

muestra 1 corresponde al DNA gendmico de E. faecalis y CN es el control negativo.

La incubacion por tres horas con coéctel litico incrementd la eficiencia de
aislamiento de DNA genomico de E. faecalis. Por esta razon, se decidid usar este paso

modificado en posteriores extracciones con este protocolo.
3.6 Evaluacion del Sistema Disefiado para Aislamiento de DNA Bacteriano en Sangre
3.6.1 Aislamiento Manual de DNA Gendémico de Muestras Artificiales
Se prepararon cuatro muestras artificiales de 5 mL a partir de cultivos puros de E.

coli. Las muestras contaminadas fueron tratadas por dupletas, es decir, se conservaron dos

tubos como control y a los dos restantes se los sometidé a centrifugacion diferencial y

eliminacion de plasma y capa leuco-plaquetaria.
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Posteriormente, se realizo una lisis de eritrocitos y se centrifugd las muestras a
6000 rpm por 10 minutos. Luego de este tratamiento especial se emple6 el protocolo para
aislamiento manual de DNA gendmico bacteriano definido en el capitulo anterior con un

aumento en la incubacién con coctel litico de 3 horas.

Una vez acabado el proceso de aislamiento de DNA se procedi6 a efectuar una
electroforesis en gel de agarosa para evidenciar la existencia de DNA. Los resultados se

pueden observar a continuacion (Figura 3.8).
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Figura 3.8 Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio donde se observan los
resultados del aislamiento manual de DNA gendémico de muestras artificiales. SC1 y SC2 corresponden a las
muestras de sangre completa, CD1 y CD2 a aquellas tratadas por separacion de componentes sanguineos y

CN es el control negativo.

Los resultados obtenidos no fueron satisfactorios, debido a que se esperaba obtener
todo el DNA presente en la muestra, ya sea humano o bacteriano y al parecer este método

no aisla el background gendémico humano necesario para la evaluacion del sistema.

3.6.2 Aislamiento por Kit de DNA Genémico de Muestras Artificiales

Se prepararon cuatro muestras artificiales de 1 mL a partir de cultivos puros de E.
coli. Las muestras contaminadas fueron tratadas por dupletas, es decir, se conservaron dos
tubos como control y a los dos restantes se los someti6 a centrifugacion diferencial y

eliminacion de plasma y capa leuco-plaquetaria. Posteriormente, se empled el protocolo
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modificado para aislamiento de DNA gendmico bacteriano a partir de muestras de sangre

(QIAGEN DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Alemania).

Una vez completado el proceso de aislamiento de DNA se efectu6 una
electroforesis en gel de agarosa para comprobar la presencia de DNA. Los resultados se

pueden observar a continuacion (Figura 3.9).
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Figura 3.9 Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio donde se observan los
resultados del aislamiento con kit de DNA genomico de muestras artificiales donde SC1 y SC2 corresponden
a las muestras de sangre completa, CD1 y CD2 a aquellas tratadas por separacion de componentes sanguineos

y CN es el control negativo.

Los resultados conseguidos fueron satisfactorios, debido a que se esperaba obtener
todo el DNA presente en la muestra, ya sea humano o bacteriano y este método se ajusto a

las necesidades del trabajo.

Se realizd una cuantificaciéon de DNA de las muestras mediante fluorometria. Se
hicieron dos mediciones y se efectud el calculo de concentraciéon de DNA en ng/uL. como
se muestra en el Anexo 1. La cantidad de DNA determinada mediante este método se

detalla a continuacion (Tabla 3.30)
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Tabla 3.30 Concentracion de DNA calculada por muestra. SC1 y SC2 corresponden a las muestras de sangre

completa y CD1 y CD2 a aquellas tratadas por separacion de componentes sanguineos

Muestra SC1 SC2 CD1 CD2
Lectura (ng/pL) | (ng/pl) | (ng/pl) | (ng/plL)

1° 35,8 43,8 18,88 25,4

2° 354 43,6 17,90 25,4

Promedio 35,6 43,7 18,39 25,4

Como se puede observar en el Tabla 3.30, las muestras de sangre completa poseen
mayor concentracion de DNA que las muestras tratadas por centrifugacion diferencial y a

las cuales se elimino el plasma y la capa leuco-plaquetaria.

Con el resultado obtenido se puede presumir que las primeras muestras contienen
una mezcla de DNA humano y bacteriano, mientras que las ultimas poseen Unicamente

DNA bacteriano debido a la eliminacion de leucocitos.

3.7 Ensayo Preliminar de Determinacion del Limite de Deteccion del Sistema Disefiado

Para este cometido se emplearon las muestras SC2 y CD2 del ensayo anterior y se
hicieron seis diluciones del DNA en las proporciones 10', 10% 10°, 10%, 10° y 10°.
Posteriormente, se ensamblé una reaccion de PCR bajo las condiciones expuestas
anteriormente para el sistema 16S rDNA. Las reacciones se hicieron por duplicado para
cada dilucion de DNA, incluyendo la muestra original. Se empled un control negativo para

cada ensayo.
Luego de transcurrida la reaccion de PCR, se procedid a hacer una electroforesis

en gel de agarosa al 2% en la que se afiadié un marcador molecular cuantitativo (low DNA

mass ladder) (Figuras 3.10y 3.11).
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Figura 3.10 Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio donde se observan los

productos de PCR correspondientes a las diluciones de DNA realizadas a partir de la muestra SC2. Los
primeros seis carriles corresponden al marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder), M corresponde
a la muestra sin diluir, 1 a la dilucion 10", 2 a la dilucién 107, 3 a la dilucion 10%, 4 a la dilucién 110%, 5 a la

dilucion 10°, 6 a la dilucién 10° y CN al control negativo. El ensayo se hizo por duplicado.
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Figura 3.11 Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio donde se observan los
productos de PCR correspondientes a las diluciones de DNA realizadas a partir de la muestra CD2. Los
primeros seis carriles corresponden al marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder), M corresponde
a la muestra sin diluir, 1 a la dilucién 10", 2 a la dilucion 10%, 3 a la dilucién 10°, 4 a la dilucion 10*, 5 ala

dilucion 10°, 6 a la dilucion 10° y CN al control negativo. El ensayo se hizo por duplicado.

Con este ensayo se demostrd que la eliminacion del DNA humano de la muestra
contaminada promueve la reproducibilidad del ensayo. Dicho hecho se puede evidenciar en
la Figura 3.11, en la cual se vislumbra homogeneidad en las dupletas de cada producto de
PCR. Mientras tanto, en la figura 3.10 se puede observar la inconsistencia del sistema en
presencia de DNA gendmico humano, el cual impide una amplificacion homogénea de los

duplicados.
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3.8 Ensayo Preliminar del Sistema Disefiado con un Alto Volumen de Muestra

Para este ensayo se prepar6 un tubo de cultivo puro de E. coli en medio liquido. A
partir de éste, se prepararon 6 diluciones seriadas con un volumen final de 5 mL, de las

cuales se emplearon las tres tltimas, es decir, las diluciones 10%, 10° y 10°.

Las diluciones seriadas escogidas fueron empleadas para la preparacion de
muestras artificiales. Para este ensayo se requiri6 de 3 muestras artificialmente
contaminadas de 1 y 5 mL y sus respectivas dupletas. Las muestras de 1 mL fueron
denominadas M4, M5 y M6, en funcion de la dilucion seriada a partir de la cual fueron
hechas. Las muestras artificiales de 5 mL fueron sometidas a centrifugacion diferencial y
eliminacion de plasma y capa leuco-plaquetaria. A estas muestras se las denomino CD4,
CD5 y CD6 segtn la dilucion seriada de la que partieron. Por otro lado, las muestras de 1
mL se procesaron sin ningln tratamiento adicional. Posteriormente, se empleo el protocolo
modificado para aislamiento de DNA gendmico bacteriano a partir de muestras de sangre
(QIAGEN DNA Blood Mini Kit, Qiagen, Alemania).

Una vez completado el proceso de aislamiento de DNA se efectu6 una

electroforesis en gel de agarosa para comprobar la presencia de DNA (Figura 3.12).
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Figura 3.12 Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio donde se observan los
resultados del aislamiento de DNA con kit del ensayo preliminar del sistema disefiado con empleo de un alto
volumen de muestra. M4, M5 y M6 corresponden a las muestras artificiales de 1 mL sin tratar; CD4, CD5 y

CD6 a las muestras de 5 mL tratadas por separacion de componentes de sangre y CN al control negativo.

74



Como se puede observar en la Figura 3.12, el sistema disefiado si soporto altos
volumenes de muestra. Claramente se puede visualizar que la cantidad de DNA obtenido
mediante este sistema es mucho mayor a la conseguida por el método de aislamiento
habitual, incrementando la posibilidad de deteccion de los acidos nucleicos de patdégenos en
muestras contaminadas. Cabe recalcar que en las muestras M4, M5 y M6 existe presencia
de DNA humano y patdgeno, mientras que, en CD4, CD5 y CD6 el material genético es

unicamente bacteriano.

Para validar el sistema de aislamiento de DNA patdgeno con alto volumen de
muestra se ensambld una reacciéon de PCR bajo las condiciones expuestas anteriormente
para el sistema 16S rDNA. Las reacciones se hicieron por duplicado y se emple6 un control
negativo en el ensayo. Luego de transcurrida la reaccion de PCR, se procedidé a hacer una
electroforesis en la que se afiadi6 un marcador molecular cuantitativo (low DNA mass

ladder) (Figura 3.13).
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Figura 3.13 Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio donde se observan los
productos de PCR del ensayo preliminar del sistema disefiado con empleo de un alto volumen de muestra. Los
primeros seis carriles corresponden al marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder) cada valor esta
dado en uL, M4, M5 y M6 corresponden al DNA de las muestras artificiales de 1 mL sin tratar; CD4, CDS y
CD6 al DNA de las muestras de 5 mL tratadas por separacion de componentes de sangre y CN al control

negativo

En esta Figura se evidencia el efecto de la eliminacion del background gendémico
humano en el momento del aislamiento. En las primeras muestras se puede observar que

ninguna de las dupletas es similar a la otra, mientras que en las tres Ultimas se visualiza
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homogeneidad en los duplicados y entre muestras del mismo tipo. Estos resultados reflejan
que el sistema disefiado es reproducible y puede ser usado con volumenes de muestra

mucho més grandes a los empleados hoy en dia.

3.9 Determinacion del Limite de Deteccion del Sistema de Alta Capacidad Disefiado

para Aislamiento de DNA de Patégenos en Muestras de Sangre
3.9.1 Preparacion y Procesamiento de Muestras Contaminadas con E. coli
3.9.1.1 Obtencion de Cultivos Puros en Agar y Medio Liquido

Se obtuvieron buenos resultados en agar como medio liquido, por lo tanto se
procedido a la realizacion de las diluciones seriadas y sus correspondientes siembras

microbiologicas.
3.9.1.2 Preparacion y Evaluacion de Diluciones Seriadas

Para el procesamiento se usé el Sistema 2 y el Sistema B. Las siembras se
realizaron a partir de las diluciones 102, 10° , 104, 10°, 106, y 10’. La inoculacion se realizod
con asa calibrada a 0.01 mL, por lo tanto, los resultados obtenidos en el conteo de CFU
fueron multiplicados por 100 para la obtencidon de la concentracion de CFU/mL de

solucion. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 3.31 y Figura 3.14.

Tabla 3.31 Resultados del recuento de CFU de las diluciones seriadas de E. coli para preparacion de muestras
artificiales del ensayo de determinacion del limite de deteccion del sistema de alta capacidad disefiado para

aislamiento de DNA de patogenos en muestras de sangre.

Reon Dilucion 1 02 1 03 104 1 05 1 06 1010
éplica
1 N.CT N.CT N.cT 128 8 2
2 N.C. N.C.F N.C.F 150 14 1
3 N.C.T N.C.F N.C.F 133 9 0
Promedio N.C.T N.C.T N.C.T 135,33 10,33 1,00
Incontable
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Figura 3.14 Resultados del recuento de CFU de las diluciones seriadas de E. coli. a) 10 b) 10°, ¢) 10, d)
10%,¢) 10°y f) 107

A partir de estos resultados se calculd la concentracion de CFU/mL de solucion.

Para el procesamiento de datos se empled el promedio de cada resultado (Tabla 3.32).

Tabla 3.32 Concentracion bacteriana calculada por tubo de dilucion seriada de E. coli para preparacion de
muestras artificiales del ensayo de determinacion del limite de deteccion del sistema de alta capacidad

disefiado para aislamiento de DNA de patdégenos en muestras de sangre.

Bacteria | Dilucion | Concentracion
(CFU/mL)

10° N.D.f
10° ND.f

E. coli 10* ND.f
10° 13533
10° 1033
107 100

" Indeterminada
3.9.1.3 Preparacion de Muestras Artificiales
Las muestras artificiales (5 mL) fueron preparadas a partir de las diluciones

seriadas 10°, 10%, 107 y 10%. Las muestras contaminadas fueron preparadas por duplicado,

para de esta manera conservar un tubo como control y al otro someterlo a centrifugacion
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diferencial y hacer una comparacion de los resultados obtenidos. Las muestras artificiales

fueron denominadas MECS5, MEC6, MC7 y MC8, respectivamente.

3.9.1.4 Evaluacion de Muestras Artificiales por Recuento de CFU

Uno de los tubos de cada dupleta de muestras artificiales fue sometido a
centrifugacion diferencial, mientras que el otro se conservé como un control. Luego de la
separacion de componentes sanguineos al primer tubo se le retiré el plasma y la capa leuco-
plaquetaria y posteriormente se trabajé con la capa restante conocida como capa

eritrocitaria.

La siembra se realiz6 con asa calibrada a 0.01 mL, por lo tanto, los resultados
obtenidos en el conteo de CFU debieron multiplicarse por 100 para la obtencion de la
concentracion de CFU/mL de muestra tratada o control. Lastimosamente, no se obtuvieron
resultados. Se presume que la sangre empleada para el ensayo poseia inhibidores de
crecimiento bacteriano. Sin embargo, segin los resultados obtenidos en las diluciones
seriadas se estima que las muestras MECS5, MEC6, MC7 y MC8 poseen 1000, 100, 10 y 1
CFU/mL, respectivamente, ya sean tratadas o no con centrifugacion diferencial y

eliminacion de plasma y capa leuco-plaquetaria.

3.9.2 Aislamiento de DNA

Para este ensayo se requirid6 de 3 muestras contaminadas de 1 y 5 mL y sus
respectivas dupletas. Las muestras de 1 mL fueron denominadas MCS5, MC6, MC7 y MCS,
en funcion de la dilucion seriada a partir de la cual fueron hechas. Las muestras artificiales
de 5 mL fueron sometidas a centrifugacion diferencial y eliminacion de plasma y capa
leuco-plaquetaria. A estas muestras se las denominé CD5, CD6, CD7 y CD8 segun la
dilucion seriada de la que partieron. Por otro lado, las muestras de 1 mL se procesaron sin
ningn tratamiento adicional. Posteriormente, se empled el protocolo modificado para
aislamiento de DNA gendémico bacteriano a partir de muestras de sangre (QIAGEN DNA
Blood Mini Kit, Qiagen, Alemania).
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Una vez finalizado el proceso de aislamiento de DNA se realizé una electroforesis
en gel de agarosa para evidenciar la presencia de DNA. Los resultados se observan en la

Figura 3.15.

=H&b MC5 MC6 MC7 MC8 MC5 MC6 MC7 MC8 €D5 CD6 Cb7 CD8 CD5 CD6 CD7 CDS8 CN
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Figura 3.15 Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio donde se observan los
resultados del aislamiento de DNA con kit del ensayo de determinacion del limite de deteccion del sistema de
alta capacidad disefiado para aislamiento de DNA de patdgenos en muestras de sangre. MC5, MC6, MC7 y
MCS corresponden a las muestras artificiales de 1 mL sin tratar y CD5, CD6, CD7 y CDS a las muestras de 5

mL tratadas por separacion de componentes de sangre y CN al control negativo.

Los resultados obtenidos fueron los esperados. Por lo tanto, se procedio a la

realizacion de un ensayo de 16S rDNA PCR.

3.9.316S rDNA PCR

Se ensambld la reaccion bajo las condiciones mostradas inicialmente para el
sistema 16S rDNA. Las reacciones se hicieron por duplicado y se empleé un control

negativo en el ensayo.

Luego de transcurrida la reaccion de PCR, se procedio a hacer una electroforesis

en la que se afiadié un marcador molecular cuantitativo (low DNA mass ladder) (Figura

3.16).
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Figura 3.16 Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio donde se observan los
productos de PCR del ensayo de determinacion del limite de deteccion del sistema de alta capacidad disefiado
para aislamiento de DNA de patdgenos en muestras de sangre. Los primeros tres carriles corresponden al
marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder) cada valor estd dado en uL, MC5, MC6, MC7 y MC8
corresponden al DNA de las muestras artificiales de 1 mL sin tratar; CD5, CD6, CD7 y CD8 al DNA de las

muestras de 5 mL tratadas por separacion de componentes de sangre y CN al control negativo.

En este ensayo se ratific que la eliminacion del DNA gendémico humano mejora
las reacciones de PCR, debido a que anula la interferencia que éste genera al momento de la
reaccion. Ademas, se observa una mejor reproducibilidad de la prueba al emplear el sistema
de aislamiento disefiado, por lo que se puede determinar un limite de deteccion de manera

mas precisa.

Segun los resultados obtenidos, este sistema puede detectar menos de 1 CFU/mL
de sangre. Si tomamos en cuenta el nimero de CFU/mL presente en bacteriemias en
adultos y nifos, la implementacion de este método de aislamiento podria ayudar al

diagnoéstico de bacteriemias de bajo nivel.

3.10 Evaluacion del Sistema de Alta Capacidad de Aislamiento de DNA de Patdgenos

en Sangre con Muestras Clinicas
Para la evaluacion del sistema de alta capacidad de aislamiento de DNA patogeno

en muestras de sangre, se emplearon dos muestras clinicas pertenecientes a una misma

paciente del Hospital de Nifios Baca Ortiz de Quito. Esta paciente ingreso al area de cirugia
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pediatrica con diagnostico de sepsis. La informacion de la nifia se presenta a continuacion

(Tabla 3.33).

Tabla 3.33 Informacién de la paciente de la cual se obtuvieron las muestras para la evaluacion del sistema de

alta capacidad de aislamiento de DNA patogeno en sangre con muestras clinicas.

Edad 2 anos

Sepsis | Positivo (Hemocultivo)

Una vez en el laboratorio, las muestras fueron centrifugadas diferencialmente y se
elimind el plasma y la capa leuco-plaquetaria de las mismas. Luego, se procedio a realizar
la extraccion de acidos nucleicos por medio del protocolo modificado para aislamiento de
DNA gendmico bacteriano a partir de muestras de sangre (QIAGEN DNA Blood Mini Kit,

Qiagen, Alemania).

Una vez terminado el proceso de aislamiento de DNA, se realiz6 una electroforesis
en gel de agarosa para visualizar la presencia de DNA y se obtuvieron los siguientes

resultados (Figura 3.17)
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Figura 3.17 Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio donde se observan los
resultados del aislamiento de DNA con kit del ensayo evaluacion del sistema de alta capacidad de aislamiento
de DNA patodgeno en sangre con muestras clinicas. 1 y 2 corresponden a las muestras clinicas y CN al control

negativo.
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Se confirmo la presencia de DNA, por lo tanto se procedi6 a realizar una prueba de
16S rDNA PCR. Con este ensayo se probo si el sistema disefiado funciona con muestras
clinicas. Se ensambl6 la reaccion bajo las condiciones mostradas anteriormente para el
sistema 16S rDNA. Las reacciones se hicieron por duplicado y se empled un control

negativo para cada dupleta.

Luego de transcurrida la reaccion de PCR, se procedid a hacer una electroforesis

en gel de agarosa. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.18.
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Figura 3.18 Electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio donde se observan los
productos de PCR del ensayo de evaluacion del sistema de alta capacidad de aislamiento de DNA patdgeno en

sangre con muestras clinicas. 1 y 2 corresponden a las muestras clinicas y CN a los controles negativos.

El ensayo funcion6 perfectamente con muestras clinicas, en este caso en particular
se ratificd la presencia de DNA bacteriano en la muestra, lo cual apoya la presuncion

clinica de sepsis en la paciente.
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CAPITULO 4: DISCUSION

Las infecciones sistémicas son de vital importancia en el area de investigacion
biomédica, debido a que conllevan tasas de morbilidad y mortalidad elevadas. La presencia
de bacterias en la sangre en un proceso infeccioso incrementa las tasas de complicaciones y

muerte, ubicandose dichas tasas en rangos del 20 a 50% (Reimer et al., 1997).

El andlisis molecular es un complemento valioso en el diagnostico precoz de este
tipo de patologias, ya que puede contribuir con valiosa informacién en ocasiones en las que
los métodos tradicionales no son suficientemente sensibles y rapidos para la obtencion de
resultados (Reno et al., 2001; Murray et al., 2003). Sin embargo, estos sistemas presentan
algunos limitantes, tales como la falta de estandarizacion y reproducibilidad en el uso de la
técnica de aislamiento de DNA de patdogenos en muestras clinicas, asi como, la carencia de
sistemas de extraccion de alta capacidad que soporten grandes volumenes de muestra (Ley

et al., 1998).

Este estudio aportd a la superacion de estos limitantes mediante el disefio de una
técnica de extraccion de acidos nucleicos que elimina el background gendémico humano,
incrementando la eficiencia de deteccion de DNA de patdgenos en muestras clinicas.
Ademas, este método permite el procesamiento de altos volimenes de muestra, hecho que
incrementa la sensibilidad del sistema posibilitando el diagnostico de bacteriemias de bajo

nivel.

Debido a que los agentes etiologicos mas comunes en bacteriemias son
Escherichia coli (Gram-negativa) y Staphylococcus aureus (Gram-positiva), se decidio
emplearlos como microorganismos modelo de este estudio (Reimer et al., 1997). Sin
embargo, como se presenta en los resultados de los ensayos microbiologicos de recuento de
CFU, S. aureus no se comportd adecuadamente. Se presume que este hecho se debe a que,
las cepas empleadas para los ensayos fueron sometidas a un estrés excesivo y por lo tanto

perdieron su viabilidad. Para superar este inconveniente, se decidid emplear otra cepa
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bacteriana Gram-positiva, Enterococcus faecalis, con la que se obtuvieron los resultados

deseados.

Conociendo de antemano que las bacterias pueden adherirse a las células
sanguineas, en especial linfocitos, mediante fuerzas fisico-quimicas o por especificidad del
microorganismo a determinada superficie (Henderson et al., 2000), fue necesario el analisis
de muestras contaminadas a través de recuento de CFU, para de esta manera conocer si la
pérdida de bacterias en el proceso de eliminacion de componentes de la sangre afectaba de

manera significativa los resultados del ensayo.

Para conseguir la eliminacion del DNA gendmico humano, se decidié emplear la
técnica de centrifugacion diferencial, ya que con ésta se consigue separar muestras
sanguineas en sus componentes principales: plasma, linfocitos y eritrocitos (Anaya et al.,
2005). La fase de interés para el estudio fue la capa eritrocitaria, por lo que al descartar el
plasma y la capa leuco-plaquetaria se cumpli6 con el fin de anular el background gendémico
humano presente en linfocitos y mantener a las bacterias en la fraccion restante de la
muestra. La evaluacion de este proceso demostrd que no existe una pérdida representativa
de microorganismos, es decir que la eliminacion del DNA humano no afecta a los
resultados que se puedan obtener a partir de la muestra. Ademds, se consigue la
concentracion de las bacterias en una pequefia fraccion de la sangre, hecho que aporta al

sistema de aislamiento de DNA.

Una vez cumplido el analisis de muestras artificiales, se procedi6 a probar
métodos de aislamiento de DNA que provean el material genético necesario para la
evaluacion del sistema, que en este caso se refiere a la totalidad del DNA presente en la

muestra artificialmente contaminada, ya sea humano o bacteriano.

El posible organismo blanco de una prueba de PCR de amplio espectro puede ser
altamente inestable en su capacidad de soportar procedimientos fisicos y quimicos
(Rantakokko-Jalava & Jalava, 2002). Por lo tanto, se requiere que el método de aislamiento

de DNA gendmico bacteriano empleado pueda lisar las paredes mas resistentes (bacterias
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Gram positivas) sin dafiar indirectamente el DNA blanco purificado de especies mas
fragiles (bacterias Gram negativas) (Coyne et al., 2004). Los dos sistemas examinados
cumplen con estas caracteristicas y estdn basados en un coctel enzimatico con el fin de
obtener DNA de ambos tipos de bacterias con igual eficiencia y sin comprometer a los

acidos nucleicos de las especies mas sensibles a ruptura celular.

El sistema de extraccion manual modificado no se acopld a los requerimientos
necesarios para la evaluacion del sistema debido a que se comportd selectivamente, es
decir, no todas las especies de DNA en la muestra fueron aisladas con la misma eficiencia.
Se presume que este hecho se debid a que la muestra no estuvo incubada por suficiente
tiempo con proteinasa K, limitando la liberacion del DNA gendémico humano. Sin embargo
se comprobd con este método que la eliminacion del plasma y el buffy coat mejora la

extraccion de DNA de patégenos en muestras clinicas.

El método modificado para aislamiento de acidos nucleicos por kit de adsorcion a
columnas de silica fue altamente eficiente para la extraccion del DNA presente en la
muestra. Por lo tanto, este sistema fue elegido para realizar la eliminacion de DNA
genomico humano y posteriormente demostrar que la exclusion de éste disminuye la
interferencia que el DNA gendmico produce en la reaccion de PCR y hace al ensayo mas
reproducible. Ademas, este método fue usado para el procesamiento de altos volumenes de

muestra sin perder su eficiencia.

El sistema de aislamiento disefiado fue validado mediante el uso de 16S rDNA
PCR, debido a que la amplificacion directa del DNA bacteriano a partir de muestras
artificialmente contaminadas mediante el uso de PCR de amplio espectro es una ventaja
para la determinacion de patdgenos infecciosos en tejidos comunmente estériles

(Rantakokko-Jalava & Jalava, 2002).
La presencia de un amplicon de 476 bp en el control negativo, en todos los

ensayos de 16S rDNA PCR, se generd por contaminacion de reactivos que provienen de

una fuente bacteriana, como la 7ag polimerasa. Este, como otros reactivos, puede contener
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DNA contaminante como resultado de su manufactura y su incompleta purificacion

(Corless et al. 2000; Newsome et al., 2004).

El efecto de la eliminacion del background gendmico humano en el momento del
aislamiento se ve evidenciado en las Figuras 3.13 y 3.16. Se puede observar que los
productos de PCR pertenecientes a las muestras procesadas sin ninglin tratamiento
adicional no presentan uniformidad alguna en la amplificaciéon. Mientras tanto, en las
muestras tratadas por eliminacion del plasma y linfocitos se visualiza homogeneidad en los
duplicados y entre muestras del mismo tipo. Estos resultados reflejan que el sistema

disefnado es reproducible y puede ser usado con grandes volumenes de muestra.

Con este sistema se puede detectar menos de 1 CFU/mL de sangre. Por lo tanto, la
implementacion de este método de aislamiento puede ayudar al diagnostico de bacteriemias

de bajo nivel.
La evaluacion del sistema con muestras clinicas fue exitosa. Se ratificd el

diagnostico tradicional por hemocultivo de una paciente del Hospital de Nifios Baca Ortiz

de la cuidad de Quito mediante el uso de esta técnica.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

e Se modificéd exitosamente un sistema de extraccion de DNA basado en columnas de
silica, empleando altos volimenes de muestra de sangre y haciendo uso de técnicas de

centrifugacion diferencial y separacion de componentes de sangre.

e Luego de la centrifugacion diferencial la mayoria de las bacterias presentes en una

muestra contaminada se encuentran en la capa eritrocitaria de la misma.

e FEl proceso de eliminacion del DNA gendémico humano no disminuye

representativamente el nimero de CFU/mL de muestra.

e Se puede eliminar el background gendbmico humano de una muestra clinica mediante la

eliminacion del plasma y la capa leuco-plaquetaria.

e Este sistema de aislamiento de DNA de patogenos a partir de muestras clinicas soporta

grandes volumenes de muestra sin que su eficiencia se vea alterada.

e La sensibilidad analitica del sistema se incrementa mediante la eliminacion del

background gendmico humano.

e El sistema de extraccion manual modificado no se acopldé a los requerimientos
necesarios para la evaluacion del sistema debido a que se comportd selectivamente. Sin
embargo se demostrdé con esta técnica que la eliminacion del plasma y el buffy coat

mejora la extraccion de DNA de patégenos en muestras clinicas.

e El método modificado para aislamiento de &cidos nucleicos por kit extrae gran parte
del DNA presente en la muestra. Por lo tanto, sirvioé para demostrar que la eliminacién
del DNA humano presente en una en sangre mejora la eficiencia del sistema de

deteccion.
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Se confirma la hipotesis propuesta de que la eliminacion del DNA gendmico humano,
presente en leucocitos facilita el diagnostico bacteriano por PCR, anulando Ia
interferencia que ¢éste produce en la reaccion y permitiendo determinar

experimentalmente los verdaderos limites de deteccion en muestras clinicas.

Mediante el uso de este método de aislamiento de DNA bacteriano se consigue un

limite de deteccion por 16S rDNA PCR menor a | CFU/mL de muestra.

El sistema funciona eficientemente en muestras clinicas y ratifica los resultados

obtenidos por hemocultivo.

La presencia de un amplicon de 476 bp en el control negativo, en todos los ensayos de

16S rDNA PCR, se gener6 por problemas con la contaminacion de reactivos.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

e El seguir adecuadamente las normas de bioseguridad, incluyendo los requerimientos de
infraestructura y disefio del laboratorio, permite un mayor control de la contaminacion.
Por lo tanto, se recomienda que los materiales y equipos empleados en un sitio
especifico no sean trasladados del lugar designado y que las areas designadas para
trabajo cumplan con las normas adecuadas, asi como la preparacion del personal del

laboratorio.

e Se recomienda el uso de ensayos preliminares para establecer el correcto

funcionamiento de los sistemas a emplearse.

e Se recomienda trabajar todas las muestras que contengan bacterias en fresco, debido a
que la congelacion y la refrigeracion disminuyen la viabilidad debido al estrés que el

cambio de temperatura genera en los microorganismos.

e El uso de un asa calibrada para los ensayos de recuento de CFU aporta con mejores
resultados a los obtenidos con tridngulos de Drigalski. Las colonias presentes en las

cajas con medio de cultivo se ven mejor diseminadas y su morfologia es mas definida.
e La PCR de amplio espectro es mas propensa a contaminacion con DNA exdgeno que
otros ensayos de PCR. Por lo tanto, se deben tomar las precauciones necesarias para

asegurar la obtencion de resultados precisos.

e La sensibilidad del sistema puede mejorarse mediante la utilizacion de una Tagq

polimerasa de alta eficiencia.

e Se recomienda el empleo de DNasas en la reaccion de PCR o la descontaminacion del

sistema para evitar la incidencia de falsos positivos.
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Para la conservacion adecuada de los reactivos, es recomendable hacer alicuotas de
estos antes de su uso. Ademas, de esta manera se disminuye significativamente la

contaminacion de los mismos y por ende la de la reaccion.

Se recomienda complementar el presente estudio con una fase de validacion clinica a
mayor escala. Este estudio deberd incluir una fase de descontaminacion del ensayo de
PCR de amplio espectro y un sistema complementario de identificacion del patdogeno

presente en la muestra.
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GLOSARIO DE TERMINOS

16S rDNA: Este es un polirribonucleotido de aproximadamente 1.500 nt codificado por el
gen rrs. Las secuencias altamente conservadas pertenecientes a este gen, contribuyen al

disefio de primers para un ensayo de PCR amplio espectro.
Amplicon: Fragmento de DNA sintético producto de un proceso de amplificacion.

Buffy coat: O capa leuco-plaquetaria, es la fraccion de sangre centrifugada que contiene la

mayoria de linfocitos.
Cebador: Secuencia corta de nucledtidos no mayor a 20 unidades nucleotidicas.

Centrifugacion Diferencial: Técnica de separacion de componentes de una sustancia

basada en el uso de la fuerza centrifuga.

Denaturacion de DNA: Separacion total o parcial de las hebras de un fragmento
bicatenario de DNA como consecuencia del calentamiento o de la exposicion a agentes

quimicos o enzimaticos determinados.

DNA Genoémico: Todas las secuencias de DNA que componen el genoma de un

organismo.

DNA polimerasa: Enzima que copia una hebra de DNA para formar una hebra
complementaria que compone una nueva molécula bicatenaria de DNA. Todas las DNA

polimerasa agregan desoxirribonucleo6tidos en direccion 5° > 3°.

DNA: Biopolimero cuyas unidades son desoxirribonucleodtidos y que constituye el material
genético de las células y contiene en su secuencia la informacion para la sintesis de

proteinas.

Electroforesis: Técnica de separacion de macromoléculas basada en la migracion sobre un

soporte fisico sometido a un fuerte campo eléctrico.

Enzimas: Proteina que cataliza especificamente cada una de las reacciones bioquimicas del

metabolismo.
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Fluorocromo: Cualquiera de las moléculas capaces de producir fluorescencia como efecto
de su excitacion inducida por una longitud de onda luminosa o como producto secundario

de una reaccion quimica o cambio conformacional.

Gen: Secuencia de DNA que constituye la unidad funcional para la transmision de los

caracteres hereditarios.

Hemocultivo: Es un examen para determinar si microorganismos como bacterias u hongos

estan presentes en la sangre.

PCR: Reaccién quimica en la cual se produce una sintesis bidimensional repetitiva de una
secuencia especifica de &cido nucleico en cantidades limitadas por accion de la DNA

polimerasa.

RNA: Biopolimero cuyas unidades son ribonucleotidos. Segin su funcioén se dividen en

mensajeros, ribosémicos y transferentes.

Sepsis: Afeccion generalizada producida por la presencia en la sangre de microorganismos

patoégenos o de sus toxinas.

Termociclador: Equipo empleado en biologia molecular que permite aplicar ciclos rapidos

y continuos de temperatura para el proceso de sintesis de DNA.
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ANEXO 1

Calculo de la Concentraciéon de DNA medida en un fluorémetro QubitTM

Para calcular la concentracion final de DNA de la muestra es necesario el empleo de la

siguiente formula:

200
C=0fx —’UL
X
donde Qf es la lectura dada por el fluorometro, x es el volumen en microlitros de muestra

empleada y C es la concentracion en ng/mL de DNA encontrado. Para obtener la respuesta

en ng/uL el resultado fue dividido para 1000.
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