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RESUMEN

Las infecciones son procesos dinamicos, generalizados o localizados,
que implican la invasion del cuerpo por microorganismos patéogenos y la
reaccion que estos y sus toxinas provocan en los tejidos, resultando

perjudiciales para el funcionamiento normal y supervivencia del huésped.

En microbiologia clinica, los métodos actuales para diagnosticar
infecciones presentan grandes desventajas ya que se basan principalmente en
la identificacion de microorganismos patdogenos mediante pruebas
bacteriologicas convencionales, las mismas que presentan baja precision y
sensibilidad, dificultando la administracion de tratamientos efectivos vy

adecuados al paciente.

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar y optimizar un sistema de
deteccion e identificacion bacteriana rapido y sensible, empleando técnicas de
biologia molecular, como complemento a las técnicas tradicionales de cultivo
en caso de sospecha de infeccion. Con este fin, se amplificé un fragmento del
gen ADNr 16S mediante un sistema de PCR en tiempo real de amplio espectro
basado en un disefio multisonda, el mismo que incluyd la utilizacién de un par
de cebadores universales, una sonda universal para deteccion bacteriana, dos
sondas para la discriminacion Gram de bacterias y seis sondas especificas

para la identificacion de seis especies bacterianas de relevancia clinica.

El sistema de PCR en tiempo real propuesto presentd una alta
sensibilidad analitica, demostré ser eficiente y reproducible en la deteccion de
bacterias de relevancia clinica en controles positivos y en muestras clinicas en
un ensayo de campo limitado. La evaluacién posterior del sistema en muestras
clinicas de pacientes con sospecha de infeccidén, apoya la utilidad del mismo
para la deteccion de infecciones, sin embargo, puede presentar limitaciones en
el rango de identificacién de patégenos, debido al numero de sondas usado. Es
necesario realizar estudios a mayor escala para validar los resultados del

presente trabajo.
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ABSTRACT

Infections are dynamic processes which involve the invasion of the body
by pathogenic microorganisms and the reaction that they and their toxins cause
in the tissues of the host, which have a detrimental effect on the normal

functioning of the host.

In clinical microbiology, current methods to diagnose infections have
major drawbacks, for they are based primarily on pathogen identification by
conventional bacteriological tests. These tests may have low accuracy and
sensitivity in a number of clinical scenarios, which hinders the administration of

effective and targeted treatment.

The aim of this study was to develop and optimize a detection system for
rapid and sensitive bacterial identification, using molecular biology techniques
as a complement to traditional cultivation methods in cases of suspected
infection. For this purpose, a 16S rDNA gene fragment was amplified using
broad range real-time PCR (Polymerase Chain Reaction) based on a
multiprobe design, using a pair of universal primers, a universal probe for
bacterial detection, two probes for Gram typing, and six probes for clinically
relevant bacterial species characterization.

The real-time PCR system demonstrated high analytical sensitivity,
efficiency and reproducibility for detection of bacteria of clinical importance from
culture controls and clinical samples as well. This field test evaluation of the
system on clinical samples obtained from patients with suspected infection
supports further our notion that the method is useful in detecting pathogens
genetic material in suspected cases of infection. The method however, has
limitations regarding the spectrum of pathogens that could be detected. More

and larger scale studies are necessary for clinical validation of the method.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. Formulacién del problema

En microbiologia clinica, los métodos clasicos para identificar
microorganismos se basan en la observacion de la morfologia macroscopica de
sus colonias y de la morfologia microscopica de sus células, la identificacion de
su tipo de metabolismo y la utilizacion de pruebas bioquimicas. El propdsito del
diagnostico microbiolégico en el area clinica humana es identificar de forma
rapida y precisa a los patdgenos causantes de una enfermedad con la intencién
de facilitar el diagnéstico médico y proveer un tratamiento efectivo al paciente
(Farias, Medina y Chavarria, 2005; Petti, 2007; Reinhardt et al., 2007;
Sekiguchi et al., 2007).

Sin embargo, los métodos de microbiologia tradicional presentan varias
desventajas, entre ellas, el proceso demanda mucho tiempo, desde la toma de
la muestra hasta la identificacion del patdégeno. Ademas, pueden darse casos
en los que existan microorganismos fastidiosos o de lento crecimiento que
tengan requerimientos especificos en cuanto a medios de cultivo y condiciones
de crecimiento, lo cual dificulta su analisis (Rodicio y Mendoza, 2003; Ciminska,
2006).

Las técnicas moleculares representan una alternativa para el diagnostico
e identificacion de patdgenos de forma rapida y eficiente, ya que no requieren
de las mismas condiciones para la preparacién y tratamiento de las muestras.
Varias técnicas de biologia molecular, como es el caso de la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), se basan en la deteccion de material
genético, permitiendo obtener resultados de manera rapida, sensible y
especifica, superando asi los problemas que pueden presentar los métodos

convencionales de diagndstico en ciertas muestras clinicas.



1.2. Justificaciéon del problema

Actualmente, el diagndstico definitivo, en casos de sospecha de
infecciones, requiere de la identificacion del patégeno mediante cultivo
microbiolégico. Tradicionalmente, los microorganismos son clasificados de
acuerdo a las similitudes y diferencias de sus caracteristicas fenotipicas, sin
embargo, estos métodos pueden resultar dificiles debido a las variaciones en

dichas caracteristicas.

Los métodos tradicionales de identificacién bacteriana existentes poseen
multiples limitaciones, ya que presentan una baja sensibilidad y especificidad,
asi como bajo rendimiento cuando no se cuenta con un correcto manejo y
procesamiento de las muestras, o cuando el microorganismo en estudio
presenta requerimientos especificos de cultivo, lo que resta confiabilidad a la
prueba al momento de diagnosticar con precision determinadas patologias
(Yang et al., 2008).

La implementacion de un ensayo diagndstico especifico y sensible, que
permita la rapida y definitiva identificacion de las especies bacterianas
causantes de una infeccibn es necesaria para lograr una intervencion
terapéutica directa y apropiada durante el manejo clinico oportuno del paciente
afectado (Fenollar et al., 2006).

La utilizacion de técnicas de biologia molecular, tales como la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR), basada en la aplicacion de cebadores
universales, ha permitido superar las limitantes que presenta el diagndstico
microbiolégico tradicional. De manera mas especifica, la técnica conocida
como PCR en tiempo real, una variante de la PCR, ha surgido como una
herramienta de biologia molecular muy utilizada en los ultimos afios en el
diagndstico de infecciones, debido a las grandes ventajas que presenta en

relacion a la PCR convencional.

El presente proyecto propone el desarrollo de un sistema de PCR en

tiempo real de amplio espectro basado en la amplificacién de un fragmento del

2



gen ADNr 16S, con aplicacion en el area de diagndéstico molecular, para la

deteccién e identificacion de patogenos a partir de muestras clinicas en

pacientes con sospecha de infeccion.

1.3.

Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

Disefar y optimizar un sistema de amplio espectro basado en la
amplificacion de un fragmento del gen ADNr 16S mediante PCR en
tiempo real, haciendo uso de un disefio multisonda para la deteccién e
identificacibn de seis especies bacterianas de relevancia clinica, y
evaluarlo como método de diagndstico molecular en pacientes con

sospecha de infeccion.

1.3.2. Objetivos especificos

» Disefar y optimizar un sistema de PCR en tiempo real de amplio
espectro para la deteccién e identificacion molecular de especies
bacterianas asociadas a infecciones.

= Ultilizar cebadores universales y una sonda tipo TagMan, dirigidos a
secuencias conservadas del gen ADN ribosomal 16S, que permitan
amplificar un fragmento de este, para la deteccion de la presencia
de patégenos en muestras clinicas mediante un sistema de PCR
en tiempo real de amplio espectro.

= Utilizar sondas tipo TagMan para discriminar grupos de bacterias
Gram positivas y Gram negativas, y simultdaneamente hacer uso de
sondas especificas tipo TagMan para la identificacion bacteriana,
en las muestras que resulten positivas del primer ensayo de

deteccion de acidos nucleicos de patdgenos.



1.4.

= Determinar la eficiencia del sistema de PCR en tiempo real de
amplio espectro mediante ensayos de limite de deteccidn.
» Evaluar el sistema optimizado en muestras clinicas de pacientes

con sospecha de infeccion.

Marco tedrico

1.4.1. Infecciones locales

Las infecciones son procesos dinamicos que abarcan la invasion
del cuerpo por microorganismos patdgenos y la reaccién que éstos y sus
toxinas provocan en los tejidos. Adicionalmente, esta interaccion de
microorganismos patégenos con los sistemas de defensa del huésped
resultan perjudiciales para el funcionamiento normal y supervivencia de
este ultimo (Bender, 2007).

Existen varios factores que son determinantes para que se
produzca una infeccion bacteriana, como por ejemplo, las rutas de
acceso del patégeno a las diversas zonas del huésped, el tiempo de
incubacion del patégeno, la cantidad de microorganismos presentes
inicialmente en el proceso infeccioso (inéculo), la patogenicidad,
toxicidad, poder de invasion y virulencia intrinseca del microorganismo,
el tipo de exposicion o contacto que se tenga con el agente infeccioso, la
asociacion microbiana y el estado inmunolégico del huésped que esta

siendo colonizado (Miller, 2004).

Las infecciones pueden ser generalizadas, que son aquellas que
afectan a todo el organismo (denominadas también sistémicas), o
localizadas, las cuales comprometen un solo érgano o sistema del
cuerpo. Las infecciones mas frecuentes son las infecciones locales y
afectan diferentes 6rganos y sistemas, como es el caso del tracto

respiratorio superior e inferior, el aparato digestivo, el sistema



reproductivo y urinario, entre otros. Las infecciones locales pueden
resultar graves si no son adecuadamente tratadas ya que pueden afectar

organos vitales y diseminarse a través del torrente sanguineo.

1.4.1.1. Etiologia

Son varios los microorganismos que pueden llegar a causar
infecciones en el ser humano. Segun datos de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS, 2011) y la Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS, 2008), las infecciones respiratorias agudas y las enfermedades
diarreicas son las principales enfermedades infecciosas en la poblacion
ecuatoriana. Entre los agentes infecciosos mas reportados en estos
casos se encuentran bacterias como Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa, Escherichia coli, y bacterias del género Enterococcus.

En el caso de otros tipos de infecciones, como es el caso de
artritis séptica, los microorganismos mas comunmente encontrados son
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus

epidermidis, y Neisseria gonorrhoeae (Alban, 2010).

1.4.1.2. Diagnostico convencional de infecciones bacterianas locales

El diagndstico de infecciones, de manera general, se basa en la
realizacion de examenes fisicos y de laboratorio al paciente, asi como,
del andlisis de su cuadro clinico. Segun Baron, Peterson & Finegold
(1994), la obtencidn de resultados reales en el diagnéstico de
infecciones requiere de la cuidadosa consideracion de todos los
parametros que permitan una correcta toma, manejo y procesamiento de

las muestras.



1.4.1.2.1. Pruebas de microbiologia

Los métodos tradicionales para el diagnéstico de agentes
microbianos causantes de infecciones se basan, principalmente, en el
cultivo del microorganismo a partir de muestras clinicas y su posterior

identificaciéon por pruebas bioquimicas o seroldgicas.

Los métodos clasicos de identificacion bacteriana se basan en
el andlisis de las propiedades fisicas y bioquimicas de los
microorganismos encontrados en las muestras clinicas y la
comparacion de estas con las de aquellos pertenecientes a cepas
conocidas, para su identificacion. Esto se realiza mediante
procedimientos como el cultivo bacteriano en medios selectivos, y la
posterior identificacion mediante pruebas bioquimicas y antibiogramas
(Andrade, 2009).

Estos procedimientos presentan varias ventajas, como por
ejemplo, que se encuentran implementados y validados en
laboratorios clinicos, permiten la distincion de infecciones mono y
polimicrobianas, y permiten la determinacidn de susceptibilidad de los
microorganismos a determinados antibiéticos para su posterior

tratamiento (Treguerres, Martinez y Navas, 2003).

Sin embargo, existen también ciertas limitantes en cuanto a la
utilizacidon de estas técnicas. A pesar de mejoras en relacion a control
de calidad y automatizacion, existe el inconveniente de que su
resultado puede demorar, en el mejor de los casos, de 24 a 72 horas,
y en aquellos pacientes con tratamiento antimicrobiano previo, puede

incluso resultar negativo (Arredondo, 2006).

Ademas, la identificacion de los agentes causantes de
infecciones se complica cuando ciertas bacterias presentan
caracteristicas no comunes, por lo que puede resultar subjetiva o no
determinante (Petti, 2007).



1.4.1.3. Diagnéstico molecular de infecciones bacterianas locales

En numerosas ocasiones las técnicas tradicionales de diagndstico
e identificacion bacterioldgica pueden resultar fallidas debido a la
presencia de microorganismos fastidiosos y/o que requieren factores

nutricionales especiales.

Debido a los inconvenientes y limitaciones que presentan los
métodos tradicionales de diagndstico, en los ultimos afos, la aplicacion
de técnicas moleculares, basadas en el analisis de acidos nucleicos es
cada vez mas frecuente en los laboratorios clinicos como complemento
a las técnicas convencionales en el diagnéstico y tratamiento de

enfermedades infecciosas (Mackay, 2004; Alcaide, 2009).

Las técnicas de diagnostico molecular, como la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR), han permitido el diagndstico de
infecciones bacterianas mediante la deteccién de su material genético.
Este tipo de ensayos posee grandes ventajas, como rapidez y alta
sensibilidad y especificidad, por lo que pueden proponerse como
pruebas complementarias al cultivo tradicional en la identificacion de
microorganismos a partir de muestras clinicas con sospecha de

infecciones (Fenollar et al., 2006).

En los ultimos afos, los laboratorios clinicos han implementado
técnicas basadas en PCR y la secuenciacion de sus productos para
caracterizar microorganismos a partir de cultivos, y en muchas
ocasiones para detectar directamente patdgenos a partir de muestras de
pacientes. La secuenciacion de genes determinados es un meétodo
reproducible y exacto para identificar microorganismos, e inclusive, se
ha logrado identificar microorganismos inusuales o dificiles de cultivar

mediante el uso de esta técnica (Petti, 2007).

Uno de los métodos que mas interés ha provocado en los ultimos

afnos ha sido la amplificacion del gen ADNr 16S el cual ha demostrado
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ser una herramienta efectiva y sensible para la deteccién directa de
bacterias. Esta técnica es aplicable en microbiologia clinica en el caso
de cepas cuya identificacién por métodos fenotipicos resulta imposible,
dificil o requiere mucho tiempo, y para bacterias de crecimiento lento,
que retrasan considerablemente la identificacion convencional,
superando de esta manera las limitaciones que presentan los métodos
tradicionales (Clarridge, 2004).

El empleo de métodos moleculares para la deteccion e
identificacion bacteriana, basados en el analisis genotipico del agente
infeccioso, comprende la obtencion del material genético del
microorganismo, a partir de una muestra apropiada y su posterior

analisis mediante técnicas de amplificacion e identificacién molecular.

1.4.1.3.1. Aislamiento de ADN

El aislamiento del material genético es el primer paso para la
identificacién de microorganismos dentro del diagndstico molecular de
infecciones bacterianas, por lo que es imprescindible un método
eficiente de extraccion que permita la obtencion de ADN de alta
pureza, integridad y calidad. Estos parametros afectaran directamente
a los resultados de las pruebas realizadas a partir del mismo
(Rantakokko-Jalava & Jalava, 2002).

El objetivo de las técnicas de obtencion de ADN es la de
separarlo de todos los componentes celulares para obtener una
preparacion homogénea que represente la informacion genética

entera del organismo en estudio (Surzycki, 2000).

El rango de concentracion de ADN que puede ser obtenido de
patdgenos a partir de muestras clinicas usualmente es bajo utilizando

las técnicas de aislamiento de acidos nucleicos actualmente



disponibles. Por ello, se requiere de procedimientos eficientes vy
reproducibles, y que ademas, faciliten el almacenamiento del acido

nucleico extraido a largo plazo (Coyne et al., 2004).

En el proceso de aislamiento y obtencién de ADN se pueden
presentar ademas otros problemas, como sucede con la eficiencia en
la obtencion de ADN a partir de bacterias Gram positivas y Gram
negativas, la cual es variable debido a las diferencias estructurales de
las paredes celulares de ambos tipos de bacterias (Hendolin, Paulin &
Ylikoski, 2000).

Para superar estas limitaciones se han desarrollado una gran
variedad de sistemas comerciales de aislamiento y purificacion de
ADN. Sin embargo, estos productos estan frecuentemente disefiados
para el aislamiento de ADN microbiano a partir de suspensiones
celulares o cultivos puros, mas no para muestras clinicas, lo cual
representa dificultad por los limites de deteccion determinados
experimentalmente en relacién a su aplicabilidad en muestras clinicas

y diagndstico de rutina (Rantakokko-Jalava & Jalava, 2002).

1.4.1.3.1.1. Fases del Aislamiento de ADN

En general, los métodos para aislamiento y purificacion de
ADN comprenden cuatro pasos esenciales: ruptura celular,
remocion de proteinas y ARN, concentracion de ADN, vy
determinacion de la pureza y cantidad del ADN, los cuales se

detallan a continuacioén (Surzycki, 2000).

La ruptura celular es uno de los pasos mas importantes
para la obtencién de ADN, ya que permite la liberacion del ADN
intracelular para su posterior purificacion. Para lograr este fin, se

utilizan métodos quimicos, mecanicos y/o enzimaticos. En el caso



de las paredes celulares bacterianas, las cuales no pueden ser
lisadas simplemente con la utilizacion de agentes quimicos, es
necesario un tratamiento enzimatico previo, siendo la lisozima la

enzima mas comunmente utilizada para este propdsito.

La siguiente etapa es la remocion de proteinas y ARN, la
cual comprende varios procesos que tienen como fin remover
estos restos celulares no deseados. Para este propésito, los
métodos utilizados se basan en las propiedades fisicas y quimicas
de los acidos nucleicos y las proteinas. El principio mas utilizado
es la diferencia de solubilidad de los &cidos nucleicos
(predominantemente hidrofilicos) y las proteinas (que contienen
varios residuos hidrofébicos). Otras técnicas se fundamentan en
el empleo de las propiedades de algunos compuestos o
detergentes para formar complejos insolubles con proteinas o
ADN, lo que facilita su remocion. Finalmente, se puede mencionar
a enzimas especificas para la remocion de proteinas y enzimas

tipo ribonucleasas para la remocién de ARN contaminante.

Posteriormente se realizan procesos de concentracion de
ADN, que tiene como propdsito concentrar el ADN de alto peso
molecular de las soluciones desproteinizadas y remover
nucleotidos, aminoacidos e impurezas de bajo peso molecular
remanentes en la solucién luego de la ruptura celular. Los
métodos mas usados para este proposito en general se

relacionan con precipitaciéon de ADN con alcoholes.

Finalmente, la determinacién de la concentracion y pureza
del ADN permite evaluar los resultados del proceso total, en
términos de calidad y cantidad de ADN obtenido. Uno de los
métodos mas usados para este cometido es la espectrofotometria
ultravioleta, la cual permite medir la cantidad de ADN. Esta
molécula tiene su maxima absorbancia a 260nm, por lo que

valores obtenidos en un rango entre 0,1 a 2 a 260nm
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representaran concentraciones de 0,5 a 100ug/mL de ADN,
respectivamente. Por otra parte, las proteinas, principales
moléculas que pueden estar contaminando el ADN, presentan una
maxima absorbancia a 280nm, por lo tanto la pureza puede ser
medida mediante el radio de absorbancia Azso/Azs0. Un radio de 2

correspondera a ADN puro.

1.4.1.3.2. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), es una
técnica de biologia molecular que fue desarrollada en 1986 por Kary
Mullis, y cuyo fin es obtener un gran numero de copias de un
fragmento de ADN en particular, partiendo de una minima cantidad de

este fragmento original, o molde (Bartlett & Stirling, 2003).

De acuerdo a Coleman & Tsongalis (2006), esta técnica se
basa en la propiedad natural de las ADN polimerasas para replicar
hebras de ADN, empleando ciclos de altas y bajas temperaturas
alternadas. El proceso de PCR consiste en una serie de ciclos (20 a
45 ciclos) repetidos de temperatura y cada uno de estos consiste de 2

a 3 pasos, los cuales se detallan a continuacién.

» La desnaturalizacion es la etapa en la cual se da la ruptura de los
puentes de hidrégeno del ADN bicatenario mediante
calentamiento a temperaturas que sobrepasan los 90°C, por
periodos de tiempo de al menos un minuto, dando como resultado
hebras de ADN monocatenarias utiles para el siguiente paso del
proceso (Surzycki, 2000; Sambrook & Russel, 2001; Mackay,
2004).

= El alineamiento o hibridacién consiste en la unién especifica de

los cebadores a secuencias del ADN molde a temperaturas que
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oscilan entre los 50 y 60°C, las cuales dependen del contenido de
guanina y citosina de los cebadores (Surzycki, 2000; Mackay,
2004).

» La extension, o elongacion de la cadena, es la etapa en la que la
ADN polimerasa termoestable incorpora nucleoétidos al extremo 3’
del cebador para sintetizar las nuevas cadenas de ADN
complementarias a la cadena molde. Este proceso se da a
temperaturas que pueden oscilar entre los 70 y 78°C, siendo 72°C
la temperatura escogida en la mayoria de casos, debido a que es
aquella a la cual la polimerasa presenta su maxima actividad
(Surzycki, 2000; Mackay, 2004; Kubista et al., 2006).

La utilidad e importancia de la técnica de PCR radica en que
tras la reaccion de amplificacion resulta mucho mas facil analizar el
material genético del organismo en estudio. Es por esto que esta
técnica se ha extendido mucho en el campo de la investigacion y es
indispensable en laboratorios de investigacion médica y biolégica para
una gran variedad de aplicaciones (Scott, Butler, Hansen & Frederic,
2007).

La PCR, en la practica, puede fallar por varias razones por lo
que se han desarrollado un gran numero de técnicas y procesos para
optimizarla. La optimizacion de una reaccion de PCR se basa en el
ajuste de las condiciones de amplificacion (usualmente temperaturas
y tiempos de desnaturalizacion, hibridacién de cebadores, y el
numero de ciclos) junto a las concentraciones de los componentes de
la reaccion (ADN, Taq polimerasa, MgCl,, dNTPs, cebadores vy otros
aditivos) con el fin de obtener patrones nitidos y reproducibles de los
productos de la PCR.

La PCR es una de las técnicas mas comunmente aplicadas
para detectar patdgenos a partir de muestras clinicas. Sin embargo,

los métodos utilizados no son siempre reproducibles debido
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principalmente a contaminacion y baja sensibilidad de los ensayos
(Petti, 2007).

1.4.1.3.2.1. PCR de amplio espectro

La mayoria de ensayos moleculares son desarrollados para
la deteccion de un organismo especifico, lo cual puede presentar
ciertas desventajas. Sin embargo, se han disefado ensayos de
amplio espectro basados en genes ribosomales (ADNr) para

superar estas limitaciones (Harris & Hartley, 2003).

Dadas estas razones, la aplicacion directa de la PCR de
amplio espectro en muestras clinicas tiene un papel cada vez
mayor en la deteccion e identificacion de bacterias y su
aplicabilidad crece cada vez mas en el campo de la medicina
clinica (Janda & Abbott, 2007).

Por estas caracteristicas, la PCR es una herramienta
complementaria al cultivo tradicional de gran utilidad,
especialmente cuando las pruebas tradicionales no arrojan
resultados satisfactorios (Yang et al., 2002; Petti, 2007).

Al hablar de técnicas de biologia molecular, es necesario
determinar los parametros para una correcta seleccién de los
genes que seran objeto del estudio. En el caso de ensayos de
amplio espectro basados en genes ribosomales (ADNr), se debe
tomar en cuenta que estos genes deben ser constitutivos y tener,
ademas, segmentos conservados, comunes para todas las
bacterias los cuales deben estar flanqueados por regiones

variables o altamente variables (Petti, 2007).
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Las regiones conservadas son aquellas que le daran el
caracter de “universal” al gen, mientras que las regiones variables
serviran como “rubrica” para cada especie diferente, lo que
permitira generar fragmentos nucleotidicos unicos, siendo de gran

utilidad en la identificacion de microorganismos (Petti, 2007).

1.4.1.3.2.2. PCR ADN Ribosomal (ADNr) 16S

El gen mas comunmente escogido para la identificacion
bacteriana es el gen ADNr 16S, el cual tiene un tamano de
aproximadamente 1500 pares de bases y que codifica para una
porciéon de la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. A nivel de
laboratorios clinicos se ha utilizado s6lo una parte de este gen
(aproximadamente 500 pb) para secuenciacion, constituyendo un
método preciso y rapido para la identificacibn de una gran
variedad de bacterias aerobias y anaerobias (Yang et al., 2002;
Petti, 2007).

Este gen tiene varias caracteristicas que lo hacen atractivo
como herramienta para diagnostico molecular. En primer lugar, el
gen ADNr 16S es un componente comun en todas las bacterias y
su secuencia estd conformada tanto por regiones altamente
conservadas como por otras considerablemente variables.
Ademas existen multiples copias de este gen por célula,
facilitando el desarrollo de ensayos de sensibilidad analitica
(Boddinghaus et al., 1990).

Debido a que las bacterias pueden tener una o varias
copias de este gen, la interpretacion puede complicarse cuando
existen variantes de las copias (cambios en los pares de bases a
lo largo de las copias). Por otro lado, estas multiples copias

pueden ser muy Uutiles para mejorar la sensibilidad de la
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amplificacion por PCR, especialmente cuando esta técnica es

usada directamente en muestras clinicas (Petti, 2007).

Las secuencias del gen ADNr 16S han sido ampliamente
utilizadas para el estudio filogenético y taxonémico de bacterias.
Este gen constitutivo es uno de los marcadores moleculares mas
utilizado debido a que esta presente en casi todas las bacterias.
Su funcion a lo largo del tiempo no ha cambiado por lo que los
cambios aleatorios que puedan presentarse en su secuencia
pueden servir como marcador evolutivo, ademas de que el gen es
lo suficientemente grande como para poder analizar su
variabilidad de manera precisa (Janda & Abbott, 2007).

Es por todo esto que la informacién almacenada tanto en
las secuencias conservadas como hipervariables de este gen,
permite disefar una plataforma capaz de detectar especies
bacterianas e identificar patdégenos especificos en un solo
sistema. En la practica no es necesario amplificar toda la
secuencia del gen 16S para una identificacion exitosa,
pudiéndose amplificar fragmentos de menor tamano (Mendoza y
Rodicio, 2003).

Mediante el uso de cebadores, cuyo blanco sean regiones
conservadas de ADNr 16S, es posible disenar un sistema de PCR
de amplio espectro capaz de detectar ADN de casi cualquier
especie bacteriana. La identidad de la bacteria puede ser revelada
mediante la secuenciacion de los nucledtidos del producto de
PCR seguido de la comparacion de la secuencia con bases de

datos especializadas.

Otra ventaja de este sistema es que casi todos los
patdogenos bacterianos encontrados han sido secuenciados y
gracias al progreso de la bioinformatica se puede acceder a la

base de datos de estas secuencias, la cual constituye una de las
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mas amplias y en continuo crecimiento, haciendo la identificacién

de bacterias desconocidas cada vez mas viable (Liu et al., 2005).

GenBank, la mayor base de datos de secuencias de
nucleodtidos, tiene mas de 20 millones de secuencias de las cuales
cerca de 90,000 corresponden al gen ADNr 16S. Es decir, existen
muchas secuencias con las cuales se puede comparar la

secuencia de una bacteria no identificada (Clarridge, 2004).

Entre algunas desventajas de estos sistemas, sin embargo,
se puede mencionar que casi todas las PCR de amplio espectro
involucran una fase posterior, la cual resulta laboriosa y demanda
tiempo, por lo que es necesario el aprovechamiento de las
secuencias altamente conservadas e hipervariables del gen ARNr
16S para disefiar una plataforma capaz de detectar eubacterias e
identificar patdgenos especificos de manera rapida (Yang et al.,
2008).

Otra desventaja de la amplificacién del gen ADNr 16S
mediante la técnica de PCR, es que ésta es susceptible a
contaminacion. Esto se debe a que la PCR presenta gran
sensibilidad y puede generar mas de 102 copias/mL de ADN

amplificado en una reaccion tipica (Kwok & Higuchi, 1989).

Esta contaminacién puede provenir de varias fuentes. La
primera es la contaminacién con ADN amplificado previamente, es
decir, repeticiones continuas de ensayos de PCR pueden dar
lugar a la acumulacion de amplicones que pueden contaminar las

siguientes reacciones de amplificacion (Niederhauser et al., 1994).

La contaminaciéon por reactivos obtenidos a partir de
fuentes bacterianas, como la Taq ADN polimerasa, que es
obtenida a partir de la bacteria Thermus aquaticus es otra

importante fuente de contaminacioén (Corless et al., 2000).
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A pesar de todas las ventajas que pueda presentar esta
técnica de biologia molecular, su aplicacion no ha sido del todo
reproducible debido en gran parte a problemas de contaminacion

del sistema por factores extrinsecos y/o intrinsecos.

1.4.1.3.3. PCR en tiempo real

1.4.1.3.3.1. Generalidades

La PCR en tiempo real es una variante de la PCR
convencional que permite la deteccion y medicion del amplicén a
medida que éste se acumula durante la reaccién, a diferencia de
la técnica tradicional, en la cual el producto de la amplificacion es
detectado mediante analisis posteriores al proceso. Esta técnica
permite medir la cantidad de ADN sintetizado y registrar en todo
momento la cinética de la reaccion de amplificacion, mediante la
emision de fluorescencia producida en la reaccién, la cual es
proporcional a la cantidad de producto formado (Lejona et al.,
2006).

Los termocicladores utilizados para una PCR en tiempo
real poseen un lector de fluorescencia y un programa informatico
que registra y muestra el incremento de la fluorescencia emitida
en curvas de cinética de la reaccion para cada una de las
muestras y controles analizados. Para esto es necesario
incorporar en la reaccién moléculas fluorescentes que reporten el
incremento en la cantidad de ADN con un incremento proporcional

de la sefial fluorescente (Lejona et al., 2006).

En la PCR en tiempo real las reacciones son descritas por
el ciclo en el que el lector empieza a detectar un incremento de

fluorescencia significativo, con respecto a la sefial de base. De
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esta manera, cuanto mayor sea el numero de copias a partir del
acido nucleico diana, mas temprano se observara un aumento

significativo de la fluorescencia (Mackay, 2004).

En condiciones ideales, la cantidad de amplicones aumenta
a un ritmo de un logyy cada 3,32 ciclos. A medida que los
reactivos se consumen la reaccion se ralentiza, entrando en una
fase de transicidon para finalmente, llegar a una fase de meseta,
donde el incremento de la fluorescencia es minimo o nulo
(Mackay, 2004).

Segun Mackay (2004) y Kubista et al. (2006), durante los
primeros ciclos, la fluorescencia reportada es débil y se mantiene
en niveles basales, por lo que el aumento de la fluorescencia no
es detectable a pesar de que existe una acumulacion exponencial
de los productos. Esto sucede hasta que la cantidad de producto
acumulado sea la suficiente como para producir una sefial

fluorescente detectable (Figura 1.1).

El ciclo en el cual la sefal fluorescente es detectable se
llama el ciclo umbral, o Treshold cycle (Ct). El Ct se mide en la
fase exponencial, cuando los reactivos no son limitantes, por lo
que se utiliza para calcular de forma precisa la cantidad de
templado inicial presente en la reaccion (Figura 1.1). De esta
manera, si una gran cantidad de templado esta presente al inicio
de la reaccién, el numero de ciclos de amplificacion necesarios
para dar una sefal fluorescente detectable seran relativamente
pocos, por lo que la reaccion tendra un Ct bajo o temprano. Por el
contrario, si una pequefa cantidad de templado esta presente al
inicio de la reaccion, se necesitaran mas ciclos de amplificaciéon
para que la senal fluorescente sea detectada, por lo tanto, la
reaccion tendra un Ct alto o tardio. Este principio constituye el
fundamento de la PCR en tiempo real (Mackay, 2004; Kubista et
al., 2006).
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Figura 1.1 Curva de Amplificacion en PCR en tiempo real. Cinética de la reaccién de

amplificacion mostrando las diferentes fases de la misma y el punto de corte de la curva con el
umbral (Ct). Tomado de: Bio-Rad Laboratories, 2006.

1.4.1.3.3.2. PCR en Tiempo Real Multiple

La PCR en tiempo real multiple o multiplex se refiere a la
utilizacion de multiples oligonucleodtidos fluorogénicos para la
discriminacion de los productos de la utilizacion de uno o varios
pares de cebadores. El desarrollo de esta técnica ha resultado
problematico debido al numero limitado de fluoroforos disponibles
en el mercado (Tyagi, Marras & Kramer, 2000; Mackay, 2004).

Sin embargo, esta limitaciéon puede superarse al combinar
la discriminacién de los objetivos, mediante la temperatura, con el
uso de multiples fluoréforos. Esto permite identificar un nimero de
amplicones significativamente mayor. Sin embargo, este enfoque

combinado no se ha aplicado al diagndstico de enfermedades
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infecciosas en una escala significativa, posiblemente debido a la
variacion de las secuencias de los genes microbianos (Elenitoba
et al., 2001).

Los ensayos multiplex son mas dificiles de disenar ya que
al acumularse los productos, las reacciones paralelas de PCR
compiten por los reactivos. Ademas, el disefio de cebadores es
mas dificil, ya que se debe evitar la complementariedad entre
todos ellos (Kubista et al., 2006).

1.4.1.3.3.3. Sistemas de deteccion por fluorescencia empleados

en la PCR en tiempo real

Segun Mackay (2004), generalmente se utiliza el término
‘fluoréforo’ para describir a las moléculas fluorescentes, mientras
que los oligonucledtidos que contienen estas moléculas se
denominan ‘oligonucledtidos fluorogénicos’. Los oligonucleétidos
mas utilizados en PCR en tiempo real se basan en la propiedad
de transferencia de energia fluorescente mediante resonancia
(FRET, por sus siglas en inglés) entre las moléculas fluorogénicas
o entre un fluor6foro y wuna molécula no fluorescente

(Nonfluorescent quencher, NFQ).

El fendmeno de transferencia de energia FRET es un
proceso espectroscopico, mediante el cual la energia se transmite
entre las moléculas separadas por 10 a 100A°, cuyos espectros

de emision y absorcion se superponen (Mackay, 2004).
Existe una amplia gama de productos quimicos utilizados

para PCR en tiempo real que pueden ser clasificadas como

especificos 0 no especificos, incluyendo moléculas de union al
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ADN vy cebadores o sondas de secuencia especifica marcados
fluorescentemente (Mackay, 2004; Kubista et al., 2006).

1.4.1.3.3.3.1. Agentes intercalantes o de unién al ADN:

Los agentes intercalantes o de wunién al ADN son
fluorocromos que aumentan significativamente la emision de
fluorescencia cuando se intercalan o se unen a ADN de doble
hélice. Estas moléculas deben tener dos requisitos basicos. En
primer lugar, deben provocar un notable incremento de Ia
fluorescencia cuando se unen a ADN de doble cadena. Ademas,
no deben ser inhibidores de la reaccion de PCR (Mackay, 2004;
Kubista et al., 2006; Applied Biosystems, 2009).

La ventaja de estos sistemas de deteccion radica en que la
optimizacién de las condiciones de la reaccion es muy sencilla,
ademas de que puede ser utilizado para monitorear la
amplificacion de cualquier secuencia de ADN de doble cadena sin
necesidad de utilizar sondas, lo que reduce costos (Mackay, 2004;
Kubista et al., 2006).

La principal limitacion de estos sistemas es su baja
especificidad, ya que se unen de manera indistinta a productos
generados inespecificamente o a dimeros de cebadores, lo cual
puede generar falsos positivos, afectando por lo tanto la precision
de ensayos cuantitativos. Otra importante desventaja es que estos
sistemas no permiten realizar ensayos multiplex debido a que las
sefales de fluorescencia de los diferentes amplicones no pueden
distinguirse entre ellas (Bengtsson et al., 2003; Zipper et al.,
2004).
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A pesar de estas limitantes, la posibilidad de analizar las
curvas de fusidén o curvas de melting de este tipo de ensayos,
pueden utilizarse para identificar los diferentes productos de la
reaccion, incluyendo los productos no especificos. Una vez
finalizada la reacciéon de amplificacion se genera una curva de
fusibn mediante el aumento de temperatura en pequefios
incrementos en los cuales se registra la sefial fluorescente en
cada paso. De esta forma, a medida que el ADN de doble cadena
se desnaturaliza la fluorescencia disminuye. Se representa,
entonces, la primera derivada negativa del cambio en la
fluorescencia en funciéon de la temperatura, de manera que un
pico caracteristico en la temperatura de fusion del amplicon
permitira distinguirlo de otros productos, los cuales tendran

temperaturas de fusion distintas (Bio-Rad Laboratories, 2006).

El SYBR Green es la molécula de unién a ADN mas
empleada en PCR en tiempo real. Este muestra baja
fluorescencia cuando esta libre en solucion, pero aumenta en mas
de 1000 veces al unirse inespecificamente al surco menor del
ADN de doble cadena (Applied Biosystems, 2009).

De acuerdo a Bengtsson et al. (2003), Zipper et al. (2004) y
Kubista et al. (2006), cuando se afiade SYBR Green a una
muestra, éste se une inmediatamente a todo el ADN de doble
cadena presente. Durante la PCR se generan los amplicones, por
lo que el SYBR Green se une a cada nueva copia de ADN de
doble cadena producida. A medida que la reaccién avanza, se
generan mas productos de PCR vy la fluorescencia emitida por el
SYBR Green incrementara proporcionalmente a la cantidad de

amplicones producidos (Figura 1.2).
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Figura 1.2 PCR en tiempo real con SYBR Green. La fluorescencia del SYBR Green

incrementa notablemente al unirse a ADN de doble cadena producto de la amplificaciéon por
PCR. Tomado de: Bio-Rad Laboratories, 2006.

1.4.1.3.3.3.2. Sondas de hibridacién especificas:

Las sondas de hibridacion especificas son sondas
marcadas usualmente con dos tipos de fluorocromos: un donador
y un aceptor. El principio se basa en el fenomeno FRET entre las

dos moléculas.

Las sondas o los cebadores pueden ser marcados con un
fluoréforo reportero o, como sucede en la mayoria de los casos, el
oligonucledtido esta disefiado para que la fluorescencia se extinga
cuando el objetivo de amplificacion especifico no esta disponible.
Esto se logra afadiendo una molécula extintora, o quencher, al
oligonucledtido y creando un mecanismo para separar el reportero
del quencher cuando el oligonucleétido se une a su objetivo
especifico (Mackay, 2004; Kubista et al., 2006).
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Los sistemas de deteccion basados en cebadores y sondas
fluorescentes ofrecen ciertas ventajas sobre las moléculas que se
unen al ADN. En primer lugar, detectan especificamente una
secuencia, de manera que la presencia de productos
inespecificos no afecta la precision de la cuantificacién. Ademas,
estos sistemas permiten disefiar reacciones multiplex ya que las
sondas pueden ser marcadas con diferentes reporteros, por lo
que es posible llevar a cabo la amplificacion de dos o mas
secuencias distintas en una misma reaccién (Mackay, 2004;
Kubista et al., 2006).

La principal desventaja de estos sistemas radica en que se
requiere sintetizar diferentes sondas para cada una de las
diferentes secuencias que se quieran analizar, por lo que el costo
es mas elevado y demanda un disefio bastante cuidadoso
(Kubista et al., 2006).

Las sondas mas utilizadas son las sondas de hidrdlisis,
denominadas también sondas TaqMan, las cuales son
oligonucledtidos de union especifica al ADN blanco, marcadas
con un fluorocromo donador (reportero), en el extremo 5', que
emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor (quencher), en el
extremo 3', el cual absorbe la fluorescencia liberada por el
donador cuando éstos estan espacialmente préximos. Esto
sucede ya que el espectro de emisién del primero se solapa con
el espectro de absorcion del segundo (Mackay, 2004; Kubista et
al., 2006).

El principio de este sistema se basa en que al estar la
sonda intacta la fluorescencia emitida por el donador es absorbida
por el aceptor. Durante la reaccion de amplificacion, la polimerasa
se desplaza a lo largo de la cadena en su accion de sintesis,
hidrolizando a su vez el extremo libre 5' de la sonda, debido a la

actividad 5' exonucleasa que presentan ciertas polimerasas
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termoestables, lo que producira la liberacién del fluorocromo
donador. De esta manera, al estar el donador y aceptor
espacialmente alejados, la fluorescencia emitida por el primero
incrementa significativamente por lo que puede ser captada por

lector del equipo (Figura 1.3).

_. 090

Durante el alineamiento: la sonda TagMan se une
a la secuencia blance

' Extension

Durante la extensidn: la sonda es hidrolizada vy &l
' reportero libre emite fluorescencia

- o Reportero
-_._o o Quencher

Figura 1.3 PCR en tiempo real con Sonda TagMan. La fluorescencia de la sonda es emitida
durante la reaccion de amplificacion por PCR al ser hidrolizada por la enzima. Tomado de: Bio-
Rad Laboratories, 2006.

Dentro de las sondas de hidrdlisis tipo TagMan se puede
mencionar a las sondas TagMan MGB las cuales contienen un
guencher no fluorescente al extremo 3°, el cual no emite sefial
fluorescente, lo que representa una gran ventaja debido a que los
instrumentos de deteccion pueden medir las emisiones de

fluorescencia del reportero de forma mas precisa (Mackay, 2004).

Estas sondas poseen ademas una molécula denominada
Minor Groove Binder (MGB) que estabiliza el complejo sonda-
ADN blanco, al unirse al surco menor del ADN de doble cadena
en el extremo 3. Esta molécula incrementa la temperatura de
fusién (Tm) de las sondas, lo que permite el disefio y uso de
sondas mas cortas, de hasta 12 a 17 nucleétidos (Lee, Connell &
Bloch, 1993; Afonina et al., 2002; Mackay, 2004).
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1.4.1.3.3.4. Ventajas de la PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real es una técnica que presenta varias
ventajas sobre la PCR convencional. En primer lugar, la PCR en
tiempo real toma menos tiempo en realizarse debido a que no
requiere ningun proceso adicional de visualizacion o revelado. No
requiere manipulacion post-PCR por lo que se reducen los riesgos
de contaminacién por amplicones. Presenta una alta especificidad
y sensibilidad, lo que disminuye el riesgo de falsos negativos. La
toma de los datos en la fase exponencial del proceso asegura que
ningun componente pueda estar limitando la reaccién. Esto
permite igualmente detectar mas de un producto especifico en
una misma reacciébn al hacer uso de varios reporteros
fluorescentes. Finalmente, permite cuantificar la concentracion
inicial de acido nucleico presente en una muestra de manera
sencilla, precisa, y en un rango mayor que en los procedimientos
convencionales (Bustin, 2000; Mackay, 2004; Lejona et al., 2006;
Kubista et al., 2006).

1.4.1.3.3.5. Aplicaciones en microbiologia clinica

En los ultimos anos, la PCR en tiempo real ha surgido
como una técnica robusta y extensamente utilizada para la
investigacion biolégica ya que permite identificar y cuantificar
cantidades muy pequefias de acidos nucleicos (ADN y ARN) de

forma especifica (Lejona et al., 2006).

Los ensayos de PCR en tiempo real han sido muy utiles en
el estudio de agentes microbianos patégenos. Esta técnica puede
aplicarse en la deteccién de bacterias, ya que los resultados
pueden proporcionar informacién sobre el diagndstico de infeccion

del paciente. Esto permite una aplicacion mas especifica y
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oportuna de antibiéticos, ademas de que hace posible la rapida
cuantificacion y diferenciacién de algunas bacterias patdgenas
que pueden resultar de dificil identificacion y cultivo (Mackay,
2004).

1.5. Sistema de hipotesis o pregunta de investigacion

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en Tiempo
Real, permite detectar e identificar de manera rapida y precisa, con alta
sensibilidad y especificidad clinicas, la presencia de bacterias en una muestra

biologica.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes

El presente proyecto fue financiado por la Escuela Politécnica del
Ejército en su propdsito de apoyar al desarrollo cientifico y cumplir con su
mision investigativa en el area biomédica. EI mismo se llevd a cabo, bajo la
direccion del Dr. Marcelo Grijalva y la codireccion de la Ing. Paola Parraga, en

el Laboratorio de Biotecnologia Humana de la ESPE.

Se contd ademas con la colaboracion del Laboratorio de Bacteriologia
del Hospital Carlos Andrade Marin, entidad que proveyé tres de los cultivos
utilizados como controles positivos en el presente estudio, asi como las

muestras clinicas analizadas en el mismo.

2.2. Zonade estudio

El desarrollo del presente proyecto se lo realizd en su totalidad en el
Laboratorio de Biotecnologia Humana de la Escuela Politécnica del Ejército,

ubicado en Sangolqui, cantén Rumifahui, provincia de Pichincha.

Las muestras clinicas analizadas en el presente estudio consistieron en
muestras de pacientes con sospecha de infeccion, procedentes del Hospital
Carlos Andrade Marin de la ciudad de Quito, las mismas que comprendieron

hisopados de tejido y secreciones de heridas.

2.3. Periodo de tiempo de investigacion

Esta investigacion se desarrollé en un periodo de tiempo de 6 meses a

partir del 2 de febrero del 2011, fecha en la cual dicho proyecto fue aprobado.
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2.4. Disefio

El presente proyecto de investigacion se realizé en el marco de un
disefio de tipo exploratorio-confirmatorio. Bajo este contexto, la fase
exploratoria comprendié el disefio y optimizacion de un sistema de PCR en
tiempo real de amplio espectro basado en la secuencia del gen ADNr 16S, para
la deteccion de eubacterias y la subsecuente identificacion de seis especies
bacterianas de relevancia clinica, mediante la evaluacion de condiciones y

parametros optimos del ensayo.

En cuanto a la fase confirmatoria, esta consisti6 en la evaluacién del
sistema optimizado como método de diagndstico molecular de infecciones
locales en muestras clinicas de pacientes con sospecha de infeccion. Se
compararon los resultados obtenidos por biologia molecular versus los
obtenidos a partir de las técnicas tradicionales de microbiologia, informacion
que fue provista por el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Carlos
Andrade Marin.

2.5. Procedimientos

2.5.1. Preparacion y mantenimiento de cultivos puros

Se prepararon suspensiones celulares a partir de cultivos puros
de cepas ATCC® y cepas nativas de especies bacterianas que han sido
reportadas como agentes etioldgicos de relevancia clinica en infecciones
de diferente tipo. Las especies utilizadas comprenden tanto bacterias
Gram negativas (Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis) como Gram
positivas  (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium). La descripcion de las cepas utilizadas

en el presente estudio se encuentra detallada en el Anexo A.
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Las cepas fueron cultivadas en agar sangre y agar chocolate, a
partir de los cuales se tomaron tres asas colmadas de cultivo puro, las
mismas que se colocaron en 1,5mL de glicerol estéril al 15%, para su
posterior conservacion y almacenamiento a -20°C, durante el periodo

que duro esta investigacion.

2.5.2. Obtencion de controles positivos

Los controles positivos utilizados en el presente estudio
consistieron en ADN gendmico bacteriano extraido a partir de cultivos
puros de las cepas antes mencionadas. Se prepararon medios de cultivo
liquidos, excepto para el caso de la cepa de Neisseria gonorrhoeae, con
la cual se trabajé unicamente a partir de cultivo sélido en agar chocolate.
Para la preparacion de medios liquidos se sigui6 el proceso descrito por
Alban (2010), inoculando 100uL de suspension celular directamente en
5mL de caldo cerebro-corazén, y se procedid a su incubacion en

agitacion constante a 37°C por 18 horas.

Tras la siembra de las cepas se procedid a la extraccién y
purificacion del material genético de las mismas, utilizando el kit de
extraccion DNeasy Blood & Tissue de QIAGEN, cuyo principio de
separacion y purificacién se basa en el empleo de columnas de silica.
Posteriormente, el ADN obtenido se visualizé mediante electroforesis
horizontal en geles de agarosa, y finalmente se cuantific6 su

concentracion.

2.5.2.1. Extraccion de ADN bacteriano usando el kit de extraccion
QIAGEN DNeasy Blood & Tissue

El aislamiento de ADN gendmico de los cultivos puros se realiz6

utilizando el kit de extraccion DNeasy Blood & Tissue empleando una

30



modificacion al protocolo propuesto por el fabricante (QIAGEN, 2008). El

procedimiento utilizado se detalla a continuacion:

1. Se dispensaron 2mL de cultivo liquido bacteriano en microtubos
para todas las cepas mencionadas, excepto para la cepa de
Neisseria gonorrhoeae, en cuyo caso se tomaron tres asas
colmadas de cultivo en agar chocolate, y se colocaron en un
microtubo con 2mL de suero fisioldgico.

2. Se procedid a centrifugar los microtubos por 10 minutos a
7500rpm, y se descartaron los sobrenadantes cuidando de no
alterar los pellets.

3. Se adicionaron 128uL de buffer de lisis (preparada con 1,2%
Triton® X-100; 2mM EDTA; 20mM Tris.Cl, pH 8), 32uL de
lisozima (15mg/mL), y 20uL de lisostafina (1.8mg/mL), ambas
enzimas previamente descontaminadas con 8-MOP, de acuerdo
al proceso descrito por Andrade (2009).

4. Se incubaron los microtubos en agitacién constante por 90
minutos a 37°C.

5. Se afiadieron 25uL de proteinasa K (20mg/mL) y 200uL de buffer
AL (sin etanol), y se mezclé6 suavemente con vortex para
posteriormente incubar los microtubos en agitacion constante por
60 minutos a 56°C.

6. Se adicionaron 200uL de etanol (96-100%) a la mezcla y se
homogenizdé con vértex por 15 segundos.

7. Se colocaron cuidadosamente las mezclas en cada una de las
columnas DNeasy Mini Spin las cuales se centrifugaron a
8000rpm por 1 minuto. Se descartaron los tubos colectores con el
filtrado y se los reemplaz6 con unos nuevos.

8. Se anadieron 500uL de buffer AW1 y se centrifugd a 8000rpm por
1 minuto. Se descartaron los tubos colectores con el filtrado y se
los reemplazé con unos nuevos.

9. Se anadieron 500uL de buffer AW2 y los microtubos se

centrifugaron a 14000rpm por 3 minutos. Se descartaron los tubos
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10.

11.

colectores con el filtrado y se colocaron las columnas en
microtubos estériles de 1,5mL.

Se adicionaron 50uL de buffer de elucion AE y se incubd a
temperatura ambiente por 1 minuto para luego centrifugar a
8000rpm por 1 minuto.

Se descartaron las columnas y el ADN se almacené a -80°C.

2.5.2.2. Electroforesis en gel de agarosa

Se procedié a verificar la integridad, el tamafo y la cantidad

estimados del ADN extraido mediante electroforesis en gel de agarosa.

La concentracién a la cual es preparado el gel depende del tamafio de la

molécula de ADN que sera analizada en el mismo. En este caso, para la

visualizacion de ADN gendmico se prepard un gel de agarosa al 0,8%,

como se describe a continuacion:

Se pes6 la cantidad de agarosa, grado biologia molecular,
necesaria para preparar el volumen deseado de gel al 0,8%.

Se disolvié la agarosa en buffer TBE 1X y se afor6 al volumen
final deseado.

Se hidraté la solucién con agitacion constante durante 10 minutos,
para posteriormente calentarla por 1 minuto hasta su ebullicion.
Se procedié a agitar nuevamente la soluciéon por 5 minutos y se
realizé un segundo calentamiento hasta la ebullicion de la misma.
Se dejé enfriar la solucion con agitacion continua hasta que ésta
alcanzara los 50 - 55°C, momento en el cual se afiadi6 SYBR
Safe (Invitrogen) para tedir el gel, en una relacion 0,5uL del
mismo por cada 10mL de buffer TBE 1X utilizado.

Se dispensd la mezcla en una cubeta para electroforesis con

peineta y se dejo solidificar la misma a temperatura ambiente.
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7. Se retird la peineta y se coloco el gel dentro de la camara de
electroforesis horizontal sumergiéndolo en buffer TBE 1X hasta

cubrirlo totalmente.

Una vez preparado el gel se procedié a cargar las muestras en
cada uno de sus pocillos, adicionando 2uL de buffer de carga (Blue
Juice Loading Buffer 10X, Invitrogen) para 10 uyL de muestra.
Adicionalmente, se cargaron 5uL de marcador de peso molecular de 1Kb
(1 Kb Ladder DNA Marker, Axygen), como referencia para estimar el
tamafo del ADN a analizar. La migracion electroforética se realizd por 1
hora a 100V y los resultados obtenidos se visualizaron en un
fotodocumentador de luz UV (BioDoc- It, UVP) a una longitud de onda
de 365nm.

2.5.2.3. Cuantificacion de ADN por fluorometria

La concentracion del ADN extraido fue determinada en un
fluorometro (Qubit™, Invitrogen) mediante el kit comercial Quant-iT
dsDNA HS de Invitrogen, que cuenta con los reactivos necesarios para
la cuantificacion (fluoroforo, buffer de dilucion y estandares de
calibracion), y permite la deteccion de entre 0,01 y 100ng de ADN por
microlitro. El protocolo utilizado fue el sugerido por el fabricante

(Invitrogen, 2010), el mismo que se detalla a continuacion:

1. Se preparo la solucion de trabajo mezclando el fluoréforo con el
buffer de dilucion en una proporcion de 1:200, considerando el
volumen final por reaccion de 200uL.

2. Se elaboraron las soluciones estandar mezclando 190uL de la
solucion de trabajo con 10uL de cada estandar de calibracion. Las
soluciones se mezclaron en un vértex por 3 segundos.

3. En el caso de las muestras de ADN, éstas se prepararon

mezclando la solucion de trabajo con las muestras de ADN,
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tomando en cuenta que puede anadirse de 1 a 10uL de muestra
de ADN y se ajusta con la solucién de trabajo a un volumen final
por reaccién de 200uL. Se mezcld en un vortex por 3 segundos.
Se incubaron todos los tubos por 2 minutos a 37°C.
Se calibr6 el equipo con los dos estandares preparados
anteriormente y se procedid a la lectura de cada una de las
muestras por triplicado, para obtener valores mas precisos.

6. Finalmente, se calculd la concentracion de ADN mediante la
siguiente férmula:

o o x 200L

Donde C es la concentracion de ADN en ng/mL, Qf es la lectura
obtenida por el fluorémetro y X es la cantidad de muestra analizada en

microlitros.

Se realizaron diluciones de las muestras de ADN
correspondientes a cada uno de los controles positivos, llevandolos a
una concentracion de 5ng/uL, para su posterior utilizacion en los

ensayos de PCR en tiempo real.

2.5.3. Ensayo de PCR en tiempo real ADNr 16S
2.5.3.1. Cebadoresy Sondas

Las secuencias de los cebadores y sondas utilizados fueron
tomadas de Yang et al. (2002) y Yang et al. (2008), las mismas que
incluyen un par de cebadores dirigidos a secuencias conservadas que
permiten la amplificacion de un fragmento de 161pb, una sonda
universal, dos sondas para la clasificacion Gram de bacterias, y seis

sondas para la identificacion de patégenos especificos (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1 Cebadores y sondas utilizados para la deteccion e identificacion bacteriana de un

fragmento del gen ADNr 16S. Secuencias tomadas de Yang et al. (2002) y Yang et al. (2008).

p891F

Cebador universal delantero

TGGAGCATGTGGTTTAATTCGA

54,7

40,9

p1033R

Cebador universal reverso

TGCGGGACTTAACCCAACA

56,8

52,6

UNI

Sonda Universal
Tipo TagMan MGB
Molécula Reportera: VIC

CACGAGCTGACGACARCCATGCA

Min: 61,9
Media; 62,9
Max: 63,9

58,7

OGP

Sonda para identificacion de
organismos Gram positivos

Tipo TagMan MGB
Molécula Reportera: FAM

AGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGC

63,8

58,3

OGN

Sonda para identificacion de
organismos Gram negativos

Tipo TagMan MGB
Molécula Reportera: VIC

ACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCT

67,6

59,3

SAU

Sonda para identificacién de
Staphylococcus aureus

Tipo TagMan MGB
Molécula Reportera: FAM

CCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCC

60,7

48,4

SEP

Sonda para identificacion de
Staphylococcus epidermidis

Tipo TagMan MGB
Molécula Reportera: VIC

AAAACTCTATCTCTAGAGGGGCTAGAGGATGTCAAG

61,8

44,4

SAG

Sonda para identificacion de
Streptococcus agalactiae

Tipo TagMan MGB
Molécula Reportera; FAM

TGCTCCGAAGAGAAAGCCTATCTCTAGGCC

63,7

53,3

SPN

Sonda para identificacion de
Streptococcus pneumoniae

Tipo TagMan MGB
Molécula Reportera: VIC

TCACCTCTGTCCCGAAGGAAAACTCTATCTCTAGA

62,9

45,7

ECO

Sonda para identificacion de
Escherichia coli

Tipo TagMan MGB
Molécula Reportera: FAM

ACATTCTCATCTCTGAAAACTTCCGTGGATGTC

61,1

42,4

NGH

Sonda para identificacion de
Neisseria gonorrhoeae

Tipo TagMan MGB
Molécula Reportera: VIC

TCTCCGGAGGATTCCGCACATGTCAAAA

63,3

50

*Temperatura de melting calculada con el programa IDT OLYGO ANALYZER version 3.1.

Se realizd el
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alineamiento de secuencias para confirmar
complementariedad con los oligonucleétidos y las secuencias blanco
mediante la aplicacion del programa bioinformatico de alineamiento
multiple de secuencias, ClustalX version 2.0 (Anexos B, C y D). Los

sitios de alineamiento seleccionados para los cebadores universales son




dos regiones altamente conservadas, las cuales a su vez estan
separadas por una regién interna de secuencia altamente conservada,
que sirvié como sitio de alineamiento para la sonda universal (UNI), y
una regioén interna de secuencia altamente variable, que sirvié como sitio
de alineamiento para las sondas de discriminacion Gram y especie-
especificas (OGP, OGN, SAU, SEP, SAG, SPN, ECO, y NGH). Es
importante mencionar que la sonda universal (UNI) fue disefiada para

hibridar a la cadena del ADN en direccion 3’-5’.

2.5.3.2. Protocolo de PCR en tiempo real de amplio espectro ADNr 16S

Se evaluaron distintas concentraciones de reactivos y condiciones
de amplificacién durante el proceso de optimizaciéon de la PCR en
tiempo real, la misma que se llevd a cabo utilizando el kit TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), un par de cebadores
universales (Invitrogen), y sondas de hidrélisis TagMan MGB (Applied

Biosystems), descritas previamente.

El kit TagMan® Universal PCR Master Mix esta provisto en una
concentracion 2X y contiene AmpliTag Gold ADN Polimerasa, dNTPs,

referencia pasiva (ROX), y componentes de buffer optimizados.

Las diversas sondas utilizadas permiten la deteccién simultanea
de presencia de ADN bacteriano y la presencia de una o mas especies
en una sola reaccién. Por esta razén, se utilizd un algoritmo de
referencia para los ensayos de PCR. De esta manera, inicialmente se
utilizé la sonda universal (UNI) en un primer ensayo para probar la
presencia de eubacterias. Las muestras que resultaron positivas para
esta prueba fueron luego analizadas en un segundo ensayo usando las
sondas para discriminacion de bacterias Gram positivas y Gram
negativas. Finalmente, se realizd un ensayo para la identificacion de seis

especies bacterianas mediante las sondas especificas (Figura 2.1).
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PRIMER ENSAYO:
Presencia de bacteria

Sonda UNI

“ Resultado “ Resultado
positivo negativo

SEGUNDO ENSAYO:
Organismos Gram (+) y Gram (-)

Sonda OGP + Sonda OGN

U Especies Gram (+) L Especies Gram (-)

TERCER ENSAYO: TERCER ENSAYO:

TERCER ENSAYO:

Identificacion Identificacion - e
bac;eriana I bacteriana Idggéltgfr;iaacnlgn
(Estafilococos) (Estreptococos)
Sonda SAU + Sonda SEP Sonda SAG + Sonda SPN 2o SO sendal okl

L S. aureus y/o S. epidermidis LS pneumoniae y/o S. agalactiae L E. coli y/o N. gonorrhoeae

Figura 2.1 Algoritmo utilizado para ensayo multisonda en PCR en tiempo real (Autora).

El volumen final de cada reaccion fue 50uL. Cada ensayo incluyé
los controles positivos en tripletas, ademas de un control negativo de la
extracciéon (CN4) y un control negativo de la PCR (CNz), ambos en
dupletas. Las repeticiones por triplicado y duplicado se realizaron para
verificar la consistencia de los ensayos y dar mayor precision a los
resultados. En todas las reacciones se anadieron 5uL de ADN de cada
uno de los controles positivos analizados, mientras que en el caso de los
controles negativos se afnadié 5uL del control negativo obtenido en el
proceso de extraccion de ADN (CN;), y 5uL de agua estéril grado PCR
(CNy).
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Todos los ensayos se llevaron a cabo mediante una PCR bifasica,
en un instrumento ABI Prism 7300 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). El andlisis de resultados se realiz6 empleando el programa
informatico SDS Software v1.4 de Applied Biosystems.

2.5.4. Determinacion del limite de deteccion del sistema de PCR

La sensibilidad analitica o limite de deteccion es la minima
cantidad de analito que es capaz de detectar el ensayo y puede ser
expresado como numero de copias del genoma, concentracion de ADN,
unidades formadoras de colonias (UFC), entre otros, del agente que

puede ser detectado.

El limite de deteccion del sistema de PCR en tiempo real
optimizado fue evaluado mediante pruebas de sensibilidad analitica,
para lo cual se emplearon tanto diluciones seriadas del material genético

como la técnica de conteo de UFC.

2.5.4.1. Limite de deteccion por diluciones seriadas de ADN

Se determiné la minima concentracion de ADN bacteriano
detectable por el sistema optimizado de PCR en tiempo real mediante
diluciones seriadas a partir de una mezcla de ADN de concentracion

conocida.

Para este estudio se tom6 a Staphylococcus aureus como la
bacteria de referencia para los controles positivos de todos los ensayos.
De esta manera, se prepararon una serie de diluciones 1:20 a partir de

una solucion que contenia 5ng/uL de ADN de S. aureus (Figura 2.2).
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19 uL Buffer AE

T

Sindiluir  1:20 1:400 1:8000  1:160000 1:32x10° 1:64x105 1:128x107
Sng/uL 0,25ng/uL 0,0125ngiul  6,25x10*ngul  3,125x10%ngiul  1,56x10ngful  7,81x10%ngrul  3,906x10°ng/ul

Figura 2.2 Esquema de la preparacion de diluciones seriadas de ADN para ensayo de limite de
deteccién a partir de una solucién de ADN de concentracion conocida (Autora).

La solucion inicial, asi como cada una de las diluciones, fueron
utilizadas como blanco de amplificacion para el sistema optimizado de
PCR en tiempo real de amplio espectro para deteccién de bacterias
(sonda UNI). El ensayo se llevd a cabo por triplicado, y se incluyé
ademas una dupleta para el control negativo de la extraccion y una
dupleta para el control negativo de la PCR. Los resultados fueron
visualizados y analizados mediante el programa informatico SDS

Software v1.4 de Applied Biosystems.

Se construyd una curva de calibracién con los datos obtenidos de
este ensayo, utilizando los valores de Ct en funcién del logaritmo de la
concentracion inicial de ADN, para cada dilucion. A partir de esta grafica
se obtuvieron el coeficiente de correlacién R? y la ecuacion de la recta,
la misma que permitié obtener los datos necesarios para calcular la

eficiencia del ensayo mediante la siguiente ecuacion:
E=(10""m — 1) x 100
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Donde E es la eficiencia del ensayo expresada en porcentaje, y m

es la pendiente de la recta de la gréafica obtenida.

2.5.4.2. Limite de deteccion por conteo de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC)

Se determiné la minima cantidad de Unidades Formadoras de
Colonias por mililitro (UFC/mL) detectable por el sistema optimizado de
PCR en tiempo real mediante diluciones seriadas a partir de un cultivo

puro de S. aureus en fase exponencial.

De esta manera, se inocularon 100uL de suspensién celular de S.
aureus en 5mL de caldo cerebro-corazén, el mismo que se incubd por 18
horas a 37°C. A partir de este cultivo se realizaron diluciones sucesivas
1:10, llevando 500uL del mismo a 4500uL de suero fisiolégico estéril,
repitiendo este paso hasta llegar a la octava dilucion. Una vez obtenidas
cada una de estas diluciones, se procedié a sembrar por extension cada
una ellas con un asa calibrada de 0,03mL en agar manitol y en agar

sangre (Figura 2.3).
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\ 4500 uL Suero Fisiolégico \

I
e s | s | e | e | e | g L)
Ve Ve Ve N Ve Ve Ve ™

Cultivo 10 102 103 10 10°% 106 107 108

0,03le O,USle 0,03le 0,013le 0,03le 0,03le 0,03le 0,03le

G U‘.; @ ‘j.g e U.B G ‘5.9 G ‘5.9 G U‘.; @ U“B G U.B

Figura 2.3 Esquema de la preparacion de diluciones seriadas a partir de un cultivo puro de S.

aureus (Autora).

Las diluciones se sembraron por triplicado en cada uno de los
medios de cultivo, los cuales fueron incubados por 24 horas a 37°C.
Posteriormente, se procedié a contar el numero de colonias presentes
en cada uno de los platos y se realiz6 el calculo respectivo de UFC/mL.
Finalmente, se realizé la extraccion de ADN gendmico a partir de las
diluciones, mediante el protocolo descrito en la seccion 2.5.2.1. Las
diluciones obtenidas se utilizaron como blanco de amplificacion para el
sistema optimizado de PCR en tiempo real de amplio espectro para

deteccion de bacterias (sonda UNI).

El ensayo se llevd a cabo por triplicado, y se incluyé ademas una
dupleta para el control negativo de la extraccién y una dupleta para el
control negativo de la PCR. Los resultados fueron visualizados y
analizados mediante el programa informatico SDS Software v1.4 de

Applied Biosystems.
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2.6.

2.5.5. Procesamiento de muestras clinicas

El protocolo de biologia molecular descrito fue evaluado como
método de diagndstico alternativo de infecciones locales, por lo que se
procesaron muestras de pacientes con sospecha de infeccion,

procedentes del Hospital Carlos Andrade Marin de la ciudad de Quito.

Las muestras analizadas comprendieron hisopados de tejido y
secreciones de heridas, las mismas que fueron sometidas a una fase de
enriquecimiento mediante su incubacion en caldo cerebro-corazén por
24 horas a 37°C. Posteriormente, se procedié a extraer el material
genético de cada uno de los cultivos, mediante el protocolo descrito en la
seccion 2.5.2.1, y la posterior amplificacion del fragmento de 161pb del

gen ADNr 16S, como se indico en la seccion 2.5.3.2.

Para el andlisis de muestras clinicas se llevaron a cabo dos
ensayos de PCR en tiempo real. El primero para la deteccion de
bacterias utilizando la sonda UNI y el segundo para la discriminacion
Gram de aquellas que resultaron positivas en el primer ensayo,
utilizando las sondas OGP y OGN. En cada ensayo se incluy6 un control
positivo (ADN de S. aureus a 5ng/uL) por triplicado, y las respectivas

dupletas de controles negativos (CN¢y CNy).

Los resultados obtenidos por biologia molecular se compararon
con los reportados por el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital
Carlos Andrade Marin, obtenidos por técnicas tradicionales de

microbiologia.

Analisis de datos

Los datos y resultados obtenidos fueron analizados tanto cualitativa

como cuantitativamente. En el primer caso, para la evaluacién de los ensayos

de PCR en tiempo real se tomé en cuenta el criterio de positividad para el
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algoritmo considerado, donde el ensayd se reporté como positivo cuando hubo
deteccion para las sondas con valores de Ct inferiores a los 30 ciclos, y como
negativo a la ausencia de deteccion de fluorescencia o una deteccion que
superara los 30 ciclos. En el segundo caso, el sistema optimizado de PCR en
tiempo real para deteccion bacteriana (sonda UNI) fue valorado
cuantitativamente mediante la determinacion de su limite de deteccion en

términos de cantidad de concentraciéon de ADN y UFC/mL.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1. Obtencion de controles positivos

Mediante el uso del protocolo de extraccion y purificacion de ADN,
detallado en el capitulo anterior, se obtuvo el ADN gendmico de las siguientes
especies bacterianas: Escherichia coli, Neisseria gonorrhoeae, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas

aeruginosa, Enterococcus faecalis, y Enterococcus faecium.

El resultado obtenido luego de la electroforesis en gel de agarosa se
muestra en la Figura 3.1, en donde se aprecia la presencia de ADN gendémico

integro y de alto peso molecular que no muestra indicios de degradacion.

10,000 pb

3.000 pb
2,500 pb
1,500 pb
1,000 pb

700ph

500 pb

300pb

Figura 3.1 Controles Positivos. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% tefiido con SYBR
Safe (Invitrogen) de ADN gendmico extraido mediante el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN)
a partir de cultivos puros bacterianos. M: marcador de peso molecular de 1Kb, 1: E. coli, 2: N.
gonorrhoeae, 3: S. aureus, 4: S. epidermidis, 5: S. agalactiae, 6: S. pneumoniae, 7: K.
pneumoniae, 8: P. mirabilis, 9: P. aeruginosa, 10: E. faecalis, 11: E. faecium, CN: Control

negativo de la extraccion.
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Los resultados de la medicion de la concentracion del ADN obtenido de

los controles positivos, mediante fluorometria, se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Concentracion de ADN (ng/uL) de los controles positivos determinada mediante

fluorometria.

E. coli 15,53

N. gonorrhoeae 13,53
S. aureus 13,05
S. epidermidis 12,67
S. agalactiae 10,78
S. pneumoniae 8,71
K. pneumoniae 20,38
P. mirabilis 50,20
P. aeruginosa 21,41
E. faecalis 28,20
E. faecium 13,81

Las concentraciones del ADN gendmico, obtenido de cada uno de los
controles, presentan valores variables, siendo el menor de ellos 8,71ng/uL en

el caso de S. pneumoniae.

3.2. Ensayo de PCR en tiempo real ADNr 16S

La optimizacién del sistema de PCR en tiempo real se llevd a cabo
estableciendo las cantidades y concentraciones mas adecuadas de cada uno

de los reactivos utilizados, asi como las condiciones optimas de termociclado.
Las cantidades y concentraciones de los reactivos utilizados por

reaccion para cada uno de los ensayos se encuentran descritas en las Tablas
3.2y 3.3.
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Tabla 3.2 Concentraciones y volumenes de reactivos utilizados para el ensayo de PCR en

tiempo real de deteccion de bacterias mediante la utilizacion de la sonda UNI.

Cebador p891F 100 pmol/uL 0,9 pmol/uL 0,45
Cebador p1033R 100 pmol/uL 0,9 pmol/uL 0,45
B o X 2

Sonda UNI 20 uM 200 nM 0,5
Agua grado PCR - - 18,6
VOLUMEN TOTAL 45

Tabla 3.3 Concentraciones y volimenes de reactivos utilizados para los ensayos de PCR en
tiempo real de identificacion de bacterias mediante la utilizacion de las sondas de

discriminacion de tipo Gram y sondas especie-especificas.

Cebador p891F 100 pmol/uL 0,9 pmol/uL 0,45
Cebador p1033R 100 pmol/uL 0,9 pmol/uL 0,45
T el X 2

Sonda 1* 20 uM 200 nM 0,5
Sonda 2* 20 uM 200 nM 0,5
Agua grado PCR - - 18,1
VOLUMEN TOTAL 45

*Corresponden a las sondas utilizadas para cada tipo de ensayo (OGP-OGN, SAU-SEP, SAG-SPN, y ECO-NGH)

Las condiciones de termociclado optimizadas y empleadas para la
amplificacion del fragmento de 161pb del gen ADNr 16S, se muestran en la
Tabla 3.4. La temperatura de hibridacion éptima para el ensayo de PCR en
tiempo real de amplio espectro fue de 60°C, la misma que fue determinada
partiendo de las temperaturas de melting calculadas para cada uno de los
cebadores y sondas utilizados en este estudio.
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Tabla 3.4 Programa del termociclador empleado para la amplificaciéon de un fragmento de
161pb del gen ADNr 16S en bacterias por PCR en tiempo real.

Activacion de la enzima 50 2 min.
Denaturacion inicial 95 10 min. 1
Denaturacion 95 10 seg. 30
Hibridacién-Extension 60 1 min
Extension final 72 2 min. 1

Los resultados obtenidos tras la amplificacion del fragmento de 161pb
del gen ADNr 16S, en los controles positivos, con el sistema optimizado de

PCR en tiempo real de amplio espectro, se muestran a continuacion.

3.2.1. Primer Ensayo — Deteccion de bacterias mediante sonda UNI

Los resultados de la amplificaciéon del fragmento de 161pb del gen
ADNr 16S, en los controles positivos con la sonda fluorescente UNI, se
observan en la Figura 3.2. Aqui se muestran las curvas de amplificacion
obtenidas mediante el ensayo de PCR en tiempo real de amplio
espectro, elaboradas con el promedio de cada una de las repeticiones

empleadas para cada control.
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Figura 3.2 Curvas de amplificacion del fragmento de 161pb del gen ADNr16S de los controles

positivos, obtenidos mediante PCR en tiempo real, utilizando la sonda UNI. Resultados

graficados a partir de datos obtenidos mediante el programa SDS Software v1.4, en un
instrumento ABI Prism 7300 Real Time PCR System de Applied Biosystems (2011).

Como se observa en la Figura 3.2, el sistema de PCR en tiempo
real de amplio espectro permite una amplificacion eficiente de la region

blanco para 11 especies bacterianas distintas.

Las curvas de amplificacion del ensayo difieren para cada
microorganismo, lo que se ve reflejado en los valores de Ct, los cuales
son distintos para cada uno de ellos (Anexo E). Los valores de Ct fueron
calculados en base a un valor de 0,2 para el umbral, el mismo que fue

establecido automaticamente por el equipo utilizado.

Por otro lado, las curvas correspondientes a los controles
negativos utilizados (CNy y CN;) demuestran que no existe
contaminacion durante los procesos de extraccion de material genético

ni en el ensamblaje de las reacciones.
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3.2.2. Segundo Ensayo - Discriminacién de bacterias Gram

positivas y Gram negativas mediante sondas OGP y OGN

Los resultados obtenidos de la amplificacion del fragmento de
161pb del gen ADNr 16S en los controles positivos con las sondas
fluorescentes OGP y OGN se observan en las Figuras 3.3 y 3.4, para
organismos Gram positivos y Gram negativos, respectivamente. Las
curvas de amplificacion obtenidas mediante el ensayo de PCR en tiempo
real, fueron elaboradas con el promedio de cada una de las repeticiones

empleadas para cada control.

Las Figuras 3.3 y 3.4 muestran que el sistema de PCR en tiempo
real de amplio espectro permite una amplificacion eficiente de la region
blanco para las 6 especies bacterianas Gram positivas y las 5 especies
bacterianas Gram negativas utilizadas como controles positivos para
este estudio. Las curvas de amplificacion presentan diferentes valores
de Ct (Anexo F), los mismos que fueron calculados en base a un valor
de 0,2 para el umbral, el mismo que fue establecido automaticamente

por el equipo utilizado.

Por otro lado, se puede observar que las sefales de fluorescencia
emitidas por los controles negativos utilizados (CN4 y CN,) para cada
uno de los respectivos ensayos no mostraron deteccion para ninguna de
las sondas utilizadas, lo que demuestra que los procesos de extraccion
del material genético y el ensamblaje de las reacciones no se vieron

afectados por contaminantes intrinsecos y/o extrinsecos.
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Figura 3.3 Curvas de amplificacion del fragmento de 161pb del gen ADNr16S de los controles
positivos, correspondientes al grupo de bacterias Gram positivas, obtenidas mediante PCR en
tiempo real utilizando las sondas OGP y OGN. Resultados graficados a partir de datos
obtenidos mediante el programa SDS Software v1.4, en un instrumento ABI Prism 7300 Real
Time PCR System de Applied Biosystems (2011).

La Figura 3.3 muestra deteccion positiva para la sonda OGP en
las muestras de S. aureus, S. epidermidis, S. agalactiae, S. pneumoniae,
E. faecium y E. faecalis, asi como la ausencia de deteccion para la
sonda OGN en todas las muestras, excepto para E. faecium. Debido a la
inconsistencia del resultado para este control, se decidié analizar el
cultivo inicial a partir del cual se realizd la extraccion de ADN. La cepa
fue evaluada mediante cultivo microbiolégico por el Laboratorio de
Bacteriologia del Hospital Carlos Andrade Marin, el mismo que reporto la

existencia de microorganismos contaminantes en el cultivo primario.
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Figura 3.4 Curvas de amplificacion del fragmento de 161pb del gen ADNr16S de los controles
positivos, correspondientes al grupo de bacterias Gram negativas, obtenidas mediante PCR en
tiempo real utilizando las sondas OGP y OGN. Resultados graficados a partir de datos
obtenidos mediante el programa SDS Software v1.4, en un instrumento ABI Prism 7300 Real
Time PCR System de Applied Biosystems (2011).

La Figura 3.4 muestra la deteccion para la sonda OGN en las
muestras de E. coli, P. mirabilis, P. aeruginosa y K. pneumoniae, y la
ausencia de deteccion para la sonda en OGP en las mismas. En el caso
de N. gonorrhoeae, se observa la deteccién de la sonda OGP vy la
ausencia de la misma para la sonda OGN. Debido a la inconsistencia del
resultado para este control, se decidié analizar el cultivo inicial a partir
del cual se realizo la extraccion de ADN. La cepa fue evaluada mediante
cultivo microbioldgico por el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital
Carlos Andrade Marin, el mismo que reportdé la existencia de
microorganismos contaminantes y la ausencia del microorganismo N.

gonorrhoeae en el cultivo primario.
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3.2.3. Tercer Ensayo — ldentificacion bacteriana mediante sondas
especie-especificas (SAU, SEP, SAG, SGN, ECO y NGH)

Los resultados obtenidos a partir de la amplificacion del fragmento
de 161pb del gen ADNr 16S, mediante el sistema optimizado para los
controles positivos con las sondas fluorescentes especie-especificas, se
observan en las Figuras 3.5, 3.6 y 3.7, para seis especies bacterianas de
relevancia clinica: S. aureus, S. epidermidis, S. agalactiae, S.
pneumoniae, E.coli y N. gonorrhoeae. Las curvas de amplificacion
obtenidas mediante el ensayo de PCR en tiempo real, fueron graficadas
a partir del promedio de cada una de las repeticiones realizadas para

cada control.

A RN

35

0.5 Ciclos

—+&— S. epidermidis - SAU —&— S, epidermidis - SEP —&— S. aureus - SAU

—&— S. aureus - SEP —*— CN2 - SAU —— CN2 - SEP
CN1 - SAU CN1-SEP  -meeeee Umbral

Figura 3.5 Curvas de amplificacion del fragmento de 161pb del gen ADNr16S de S. aureus y S.
epidermidis, obtenidas mediante PCR en tiempo real utilizando las sondas SAU y SEP.
Resultados graficados a partir de datos obtenidos mediante el programa SDS Software v1.4, en
un instrumento ABI Prism 7300 Real Time PCR System de Applied Biosystems (2011).

La Figura 3.5 muestra la amplificacion eficiente del producto

objetivo para las dos especies de estafilococo utilizadas como controles
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positivos. Las curvas de amplificacién presentan diferentes valores de
Ct, los mismos que fueron calculados en base a un valor de 0,2 para el
umbral, el cual fue establecido automaticamente por el equipo utilizado.
De esta manera, los valores de Ct calculados por el equipo para la
detecciéon de la sonda SAU fueron 18,45 y 23,02 para S. aureus y S.
epidermidis, respectivamente. Para la sonda SEP este valor fue de 23,95
para S. epidermidis, e indeterminado para S. aureus, indicando la

ausencia de deteccion para esa sonda.

Los resultados para este ensayo son inconsistentes debido a la
deteccién por las dos sondas para S. epidermidis, lo cual puede indicar
contaminacion en este control o problemas de hibridacion de la sonda

SAU a la secuencia blanco.

25
2
1.5
ARn 1
0.5
0 =t e e e )
5 10 15 20 25 30 35
Ciclos
0.5
—&—S. pneumoniae - SAG —#®—S. pneumoniae - SPN ——S. agalactiae - SAG
—=—S. agalactiae - SPN CN2 - SAG CN2 - SPN
CN1 - SAG CN1 -SPN - Umbral

Figura 3.6 Curvas de amplificacion del fragmento de 161pb del gen ADNr16S de S. agalactiae
y S. pneumoniae, obtenidas mediante PCR en tiempo real utilizando las sondas SAG y SPN.
Resultados graficados a partir de datos obtenidos mediante el programa SDS Software v1.4, en
un instrumento ABI Prism 7300 Real Time PCR System de Applied Biosystems (2011).

53



La Figura 3.6 muestra la amplificacion del producto objetivo para
las dos especies de estreptococos utilizadas como controles positivos.
Las curvas de amplificacion presentan diferentes valores de Ct, los
mismos que fueron calculados en base a un valor de 0,2 para el umbral,
el cual fue establecido automaticamente por el equipo utilizado. De esta
manera, los valores de Ct calculados por el equipo para la deteccion de
la sonda SAG fueron 20,79 para S. agalactiae e indeterminada para S.
pneumoniae, indicando la ausencia de deteccion en este control. Para la
sonda SPN el Ct fue 14,33 para S. pneumoniae e indeterminada para S.

agalactiae, indicando la ausencia de deteccidn en este control.

ARN
Ciclos
-0.5
—+&— N. gonorrhoeae - ECO —#— N. gonorrhoeae - NGH —4&— E. coli - ECO
—=— E. coli - NGH CN2 -ECO CN2 - NGH
—*— CN1 - ECO —>—CN1 -NGH ----oeo Umbral

Figura 3.7 Curvas de amplificacion del fragmento de 161pb del gen ADNr16S de E. coli y N.
gonorrhoeae, obtenidas mediante PCR en tiempo real utilizando las sondas ECO y NGH.
Resultados graficados a partir de datos obtenidos mediante el programa SDS Software v1.4, en
un instrumento ABI Prism 7300 Real Time PCR System de Applied Biosystems (2011).

La Figura 3.7 muestra la curva de amplificacion correspondiente al
control positivo de E. coli, donde se observa la deteccion para la sonda
ECO con un valor de Ct de 15,83, el cual fue calculado en base a un

valor de 0,2 para el umbral, el mismo que fue establecido
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3.3.

automaticamente por el equipo utilizado. Se observa ademas la ausencia
de deteccién para la sonda NGH en este control. En el caso de N.
gonorrhoeae no se observa deteccion para ninguna de las dos sondas,
indicando la ausencia de hibridacién de las mismas en la secuencia

blanco.

Los resultados para este ensayo son inconsistentes debido a la
ausencia de deteccién de la sonda especifica para N. gonorrhoeae, lo
cual se puede explicar con los resultados reportados por el Laboratorio
de Bacteriologia del HCAM obtenidos a partir de cultivo microbiolégico
de la cepa inicial utilizada para la extraccién de ADN, los mismos que
indicaban la ausencia de este microorganismo en el cultivo inicial y la

presencia de microorganismos contaminantes.

Adicionalmente, los controles negativos utilizados (CN1 y CNy)
para cada uno de los respectivos ensayos muestran ausencia de
deteccién para todas las sondas utilizadas, lo que manifiesta que los
procesos de extraccion del material genético y el ensamblaje de las
reacciones no se vieron afectados por contaminantes intrinsecos ni

extrinsecos.

Determinacion del limite de deteccion por diluciones seriadas de
ADN

Los resultados del ensayo utilizado para determinar el limite de

deteccion del sistema, mediante diluciones seriadas de ADN de S. aureus, se

presentan en la Figura 3.8. Se demuestra que el sistema de PCR de amplio

espectro en tiempo real permite una amplificacion eficiente y consistente de la

region objetivo hasta la dilucién 1:160000 a partir de una solucién inicial de

5ng/uL de ADN de S. aureus. Esto permite establecer que el ensayo de PCR
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en tiempo real es capaz de detectar una cantidad minima de ADN igual a 31,25
fg/uL.

A RN

35
05 Ciclos
—#—— S, aureus (5 ng/uL) S. aureus (0,25 ng/uL) —&—— S, aureus (0,0125 ng/uL)
—#—— S, aureus (6,25x10-4 ng/uL) S. aureus (3,125x10-5 ng/uL) —&— S, aureus (1,5625x10-6 ng/uL)
—#—— S, aureus (7,8125x10-8 ng/uL) —a— S, aureus (3,90625x10-9 ng/uL) CN1
CN2  =====e= Umbral

Figura 3.8 Curvas de amplificacion del fragmento de 161pb del gen ADNr16S del ensayo de
limite de detecciodn del sistema de PCR en tiempo real mediante diluciones seriadas de ADN de
S. aureus, utilizando la sonda UNI. Resultados graficados a partir de datos obtenidos mediante
el programa SDS Software v1.4, en un instrumento ABI Prism 7300 Real Time PCR System de
Applied Biosystems (2011).

Con los datos obtenidos de este ensayo, se graficd la curva de
calibracion con los valores de Ct en funcion del logaritmo de la concentracion
inicial de ADN, para cada dilucion (Figura 3.9), tomando en cuenta los valores

obtenidos hasta la quinta dilucién (1,5625x10® ng/uL).

De esta manera, se obtuvieron el coeficiente de correlacion R? y la
ecuacion de la recta para calcular la eficiencia del ensayo. Como muestran los
datos de la Figura 3.9, el coeficiente de correlacién R? presenta un valor de
0,988, y en base a los datos obtenidos de la ecuacion de la recta se calculo la

eficiencia del ensayo, la misma que fue del 98,18%.
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Figura 3.9 Curva de calibracion a partir del ensayo de limite de deteccién del sistema de PCR

en tiempo real mediante diluciones seriadas de ADN de S. aureus.

3.4. Determinacion del limite de deteccion por conteo de unidades

formadoras de colonias (UFC)

Los resultados de la siembra en caja de las diluciones sucesivas
realizadas de S. aureus en agar manitol y agar sangre se muestran en las

Figuras 3.10 y 3.11 respectivamente.
A continuacion se muestra el recuento de UFC vy el respectivo célculo de

UFC/mL presentes en cada una de las diluciones para cada medio de cultivo
(Tablas 3.5y 3.6).
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Figura 3.10 Resultados de la siembra por triplicado de las diluciones sucesivas de cultivo puro

de S. aureus en agar manitol.

Tabla 3.5 Recuento de UFC vy resultados del calculo para la obtencion de UFC/mL en

diluciones sucesivas de cultivo puro de S. aureus en agar manitol.

Dilucion Recuento por triplicado Promedio UFC/mL
10 NC NC NC - -
10° 129 114 133 125,33 4170
10° 5 3 1 3 100
10”7 0 1 1 0,667 20
107 0 0 0 0 0

NC: No contable
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Figura 3.11 Resultados de la siembra por triplicado de las diluciones sucesivas de cultivo puro

de S. aureus en agar sangre.

Tabla 3.6 Recuento de UFC vy resultados del calculo para la obtencion de UFC/mL en

diluciones sucesivas de cultivo puro de S. aureus en agar sangre.

Dilucion Recuento por triplicado Promedio UFC/mL
10" NC NC NC - -
10° 220 210 186 205,33 6840
10° 32 26 23 27 900
10”7 3 2 0 1,67 55
108 0 0 0 0 0

NC: No contable

El ADN obtenido de cada una de las diluciones fue evaluado mediante el
sistema optimizado de PCR en tiempo real y los resultados del ensayo se

muestran en la Figura 3.12.
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Figura 3.12 Curvas de amplificacion del fragmento de 161pb del gen ADNr16S del ensayo de
limite de deteccién del sistema de PCR en tiempo real a partir de diluciones seriadas de S.
aureus, utilizando la sonda UNI. Resultados graficados a partir de datos obtenidos mediante el
programa SDS Software v1.4, en un instrumento ABI Prism 7300 Real Time PCR System de
Applied Biosystems (2011).

La Figura 3.12 muestra que el sistema de PCR en tiempo real de amplio
espectro permite una amplificacion eficiente y consistente de la region objetivo
hasta la dilucion 107 de un cultivo puro inicial de S. aureus. De acuerdo al
calculo realizado, se establece que el ensayo de PCR en tiempo real es capaz
de detectar una cantidad minima de 20 UFC/mL, tomando en cuenta el
recuento en medio agar manitol, y 55 UFC/mL, al tomar en cuenta el recuento

en agar sangre, es decir, una cantidad en el orden de 10 UFC/mL.

3.5. Procesamiento de muestras clinicas
Se procesaron un total de 37 muestras clinicas de pacientes con

sospecha de infecciéon. Los resultados obtenidos de la extraccion de material

genético de las mismas se observa en la Figura 3.13.
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Durante la primera fase de aislamiento de material genético, no se pudo
extraer ADN de la muestra clinica 3, por lo que se propuso una modificacién del
protocolo de extraccién de ADN. La modificacion fue aplicada unicamente a la
muestra 3, anadiendo 20uL de lisostafina (1,8mg/mL) al coctel litico en la fase
de lisis celular. Partiendo de esta modificacion, se logré obtener ADN de esta
muestra clinica, y se lo corrid en un gel de agarosa junto con las demas

muestras (Figura 3.13).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 198

10,000 pb 'Il' -

1,500 pb

1,000 pb
700 pb
500 pb
300 pb

M 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 CN

10.000 pb — | '- "."'—

1,500 pb

1,000 pb
700 pb
500 pb
300 pb

Figura 3.13 Muestras clinicas. Electroforesis en gel de agarosa al 0,8% tefiido con SYBR
Safe (Invitrogen) de ADN gendmico extraido mediante el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN)
a partir de muestras clinicas de pacientes con sospecha de infecciéon. M: marcador de peso

molecular de 1Kb, 1-37: Muestras clinicas, CN: Control negativo de la extraccion.

Se puede observar en la Figura 3.13 la presencia de ADN de elevado
peso molecular en todas las muestras analizadas excepto para la muestra 14,
en donde no se observa la presencia de ninguna banda. Ademas, se observa
en varias de las muestras la presencia de signos de degradacion, evidenciado

por un smear a lo largo del pocillo. Todas las muestras presentan variedad en
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la intensidad de sus bandas lo que indica diferencias de concentraciéon del
material genético aislado. Las concentraciones medidas por fluorometria de

cada muestra se muestran en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7 Concentracion de ADN (ng/uL) obtenido a partir de muestras clinicas medida por

fluorometria.

M1 15,53
M2 33,53
M3 9,05
M4 11,82
M5 >120
M6 65,67
M7 13,81
M8 14,66
M9 50,2
M10 13,69
M11 61,4
M12 10,78
M13 8,71
M14 -

M15 85,46
M16 20,33
M17 9,53
M18 9,03
M19 21,41
M20 28,2
M21 9,29
M22 79,07
M23 9,46
M24 >120
M25 >120
M26 6,44
M27 24,11
M28 >120
M29 > 120
M30 >120
M31 > 120
M32 >120
M33 9,17
M34 10,92
M35 7,83
M36 10,09
M37 13,46
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La Tabla 3.7 muestra una gran diferencia de concentracion para cada
una de las muestras, siendo 6,44ng/uL la menor de ellas, correspondiente a la
muestra 26, y >120 ng/uL, para varias de las muestras, el mismo que es el

valor maximo detectado por el kit de cuantificacion.

El ADN extraido de todas las muestras clinicas fue utilizado en la
siguiente fase de deteccion e identificacion bacteriana mediante PCR en tiempo
real. Los resultados de los ensayos llevados a cabo tanto para la deteccion
(sonda UNI) como para la identificacion de bacterias Gram positivas y Gram

negativas (sondas OGP y OGN) se detallan en la Tabla 3.8.

Las muestras clinicas fueron sometidas a dos ensayos de PCR en
tiempo real, el primero para la detecciéon de bacterias (sonda UNI) y el segundo
para la discriminacién de bacterias Gram positivas y Gram negativas (OGP y
OGN) de aquellas muestras que resultaron positivas en el primer ensayo. No
se realizd un tercer ensayo, para identificacion bacteriana debido a la

inconsistencia de los resultados obtenidos con los controles positivos.

Tabla 3.8 Comparacion de resultados de muestras clinicas de pacientes con sospecha de

infeccion, por microbiologia y ensayo de PCR en tiempo real.

Microorganismo Gram Deteccion Identificacion
(UNI) Gram (OGP/OGN)

M1 Herida de codo Staphilococcus aureus + Positivo +

M2 Herida Staphilococcus aureus + Positivo +

M3 Herida de rodilla Candida tropicalis NA Negativo NA

M4 Canal medular Pseudomonas aeruginosa Positivo

M5 Herida Enterobacter spp. Positivo

Mé Herida Pseudomonas aeruginosa Positivo

M7 Secrecion de muslo Pseudomonas aeruginosa Positivo

M8 Secrecion de muslo Pseudomonas aeruginosa Positivo

M9 Fragmento 6seo de fémur | Pseudomonas aeruginosa Positivo

M11 Herida de rodilla Keheiela pnetmonias, Positivo

M12 Herida Staphilococcus epidermidis | f 5o +

meticilino resistente
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M13

M14
M15
M16
M17
M18

M19

M20
M21
M22
M23
M24

M25

M26

Mm27

M28

M29

M30

M31

M32

M33
M34
M35
M36

m37

Herida

Pulmén
Secrecion de muslo
Canal medular
Pulmén
Herida

Secrecion de pierna

Secrecion de muslo
Canal medular
Secrecion de muslo
Absceso en submaxilar
Ulcera

Secrecion de ojo

Ulcera

Herida

Liquido de cavidad
abdominal
Liquido de cavidad
abdominal

Liquido peritoneal
Herida de rodilla

Herida

Herida de rodilla
Herida de rodilla
Herida de rodilla
Secrecion de ojo

Secrecion de ojo

Staphilococcus aureus
meticilino resistente
SIN DESARROLLO

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa

Streptococcus viridans

Staphilococcus aureus

Staphilococcus aureus
meticilino resistente

Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa

Staphilococcus aureus

Enterococcus faecalis

Staphilococcus aureus,

Esherichia coli
Pseudomonas aeruginosa,

Staphilococcus epidermidis
meticilino resistente
Staphilococcus epidermidis
meticilino resistente
Escherichia coli,
Enterococcus faecium
Escherichia coli,
Enterococcus faecium
Escherichia coli, cepa
productora de BLEE
Staphilococcus epidermidis
meticilino resistente
Staphilococcus epidermidis
meticilino resistente
Acinetobacter baumannii
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus viridans
Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae (cepa
productora de BLEE)

NA

Positivo

Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

NA

HCAM: Hospital Carlos Andrade Marin; NA: No aplica; +: Gram positivo; -: Gram negativo; +,-: Presencia de Gram

positivos y Gram negativos.

de Bacteriologia del HCAM, como los obtenidos mediante el ensayo de PCR en

tiempo real desarrollado en este estudio.

con el primer ensayo ya que resultaron negativas en este. Los resultados de

estas muestras concuerdan con aquellos reportados por el HCAM, ya que la
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En el caso de las muestras 3 y 14, estas unicamente fueron evaluadas




muestra 3 corresponde a C. tropicalis (no detectable con el ensayo de PCR en
tiempo real) y la muestra 14 resultd negativa en el cultivo microbiolégico

descartando la presencia de bacterias.

En cuanto a la discriminacion de bacterias Gram positivas y Gram
negativas, 27 de las 35 muestras clinicas evaluadas en el segundo ensayo de
PCR en tiempo real arrojaron resultados concordantes con aquellos reportados
por el HCAM. En cuanto a las 8 muestras restantes, correspondientes a las
muestras 20, 24, 27, 32, 33, 34, 36 y 37, estas mostraron deteccion tanto para
la sonda OGP como para OGN, lo que indica la presencia de mas de una
especie bacteriana, a diferencia de los resultados reportados por el HCAM. De
acuerdo a estos resultados, de un total de 37 muestras clinicas evaluadas por
biologia molecular, el 78,37% de las mismas mostraron los mismos resultados

que aquellos reportados por cultivo microbioldgico.
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CAPITULO 4: DISCUSION

El empleo de las técnicas de biologia molecular para el diagnéstico de
patogenos, en el area biomédica, se aplica principalmente en cepas cuya
identificacion por métodos tradicionales resulta imposible, dificil o requiere de
mucho tiempo, como en los casos de bacterias no cultivables, fastidiosas, o de
crecimiento lento. Por esta razén, la aplicacion de la PCR de amplio espectro
brinda una importante alternativa ante las técnicas tradicionales de cultivo, para
la deteccién e identificacion rapida de patdégenos en muestras clinicas (Petti,
2007; Olson et al., 2010).

El gen ADNr 16S es un blanco genético interesante debido a su
presencia en todas las eubacterias. La existencia de multiples copias en los
genomas bacterianos y la existencia de regiones altamente conservadas, asi
como regiones hipervariables, han permitido el disefio y utilizacion de
cebadores universales y la diferenciacion entre especies bacterianas al mismo
tiempo (Rodicio y Mendoza, 2003; Olson et al., 2010).

Dentro de este contexto, el objetivo del presente trabajo fue desarrollar y
optimizar un sistema de PCR en tiempo real de amplio espectro, haciendo uso
de un disefio multisonda para la deteccion e identificacion de seis especies
bacterianas de relevancia clinica, y posteriormente evaluarlo como método de

diagndstico molecular en pacientes con sospecha de infeccion.

En este estudio, el aislamiento del material genético fue el primer paso
dentro de la identificacion de microorganismos mediante técnicas moleculares,
razén por la cual se procurd contar con un método eficiente para la obtencion
de ADN de alta pureza, integridad y calidad. El protocolo propuesto por el
fabricante del kit utilizado en el presente trabajo para el aislamiento y
purificacion de ADN, fue modificado para obtener resultados igualmente
eficientes tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas. Sin

embargo, la cantidad de ADN obtenido a partir de los controles positivos resulta
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bastante variable, lo cual puede deberse a la cantidad inicial de bacterias

presentes en cada uno de los cultivos de los cuales se extrajo el ADN.

Los controles positivos utilizados en el presente trabajo incluyeron cepas
bacterianas de especies comunmente encontradas en infecciones de diferente
tipo, incluyendo infecciones respiratorias agudas, infecciones en enfermedades

diarreicas, e infecciones localizadas, como es el caso de artritis séptica.

El ADN de cada uno de los controles fue aislado mediante el kit de
extraccion DNeasy Blood & Tissue (Figura 3.1) y llevado a una concentracién
final de 5ng/uL. Cinco microlitros (25ng) del ADN extraido se afiadieron a cada
una de las reacciones de amplificacion. Para la determinacién de este valor se
requiri6 de un ensayo preliminar de variacion de concentraciones iniciales de
ADN (5ng/uL, 10ng/uL y 20ng/uL), tomando en cuenta el rango establecido
para PCR en tiempo real, el mismo que oscila entre 10 a 100ng para 50uL de

reaccion (Applied Biosystems, 2010).

El sistema de PCR en tiempo real utilizado se bas6é en un ensayo de
amplio espectro propuesto por Yang et al., en el 2008, dirigido a la
amplificacion de un fragmento de la region hipervariable V6 comprendida en el
gen ADNr 16S, la cual es la region mas corta y mas variable de dicha
secuencia y que permite la maxima discriminacién para la mayoria de especies
bacterianas (Chakravorty et al., 2007).

Para este ensayo, se utilizé un par de cebadores, dirigidos a secuencias
conservadas que permiten la amplificacion de un fragmento de 161pb, ademas
se utilizd una sonda universal, dos sondas para la clasificacion Gram de
bacterias, y seis sondas para identificacion de patdégenos especificos (Tabla
2.1). Las sondas y cebadores fueron disefados tomando en cuenta las
referencias y parametros necesarios para una amplificacion eficiente (Yang et
al., 2002).

En el proceso de optimizacion del sistema de PCR se determind

inicialmente la temperatura de hibridacion 6ptima de los cebadores delantero y
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reverso, cuyas temperaturas de melting (Tm) calculadas fueron de 54,7 y
56,8°C respectivamente, mediante un ensayo de gradiente de temperatura en
PCR convencional. De acuerdo a lo descrito en la bibliografia consultada, la
temperatura de hibridacion debe encontrarse entre 5 a 10 grados por debajo de
la Tm de los cebadores (Surzycki, 2000); sin embargo, se tomaron en cuenta
temperaturas superiores a este rango debido a que se consideraron ademas
las temperaturas de melting de cada una de las sondas que se utilizaron
posteriormente en los ensayos de PCR en tiempo real. De esta manera, se

determiné la temperatura éptima de hibridacién de 60°C.

Un ensayo adicional en PCR convencional permitié determinar que es
viable realizar una PCR bifasica, de manera que es posible que tanto el
alineamiento de los cebadores asi como la extension de la cadena
complementaria ocurran en un mismo paso. Esto puede realizarse cuando se

trabaja a temperaturas entre 60 y 70°C (Hyndman & Mitsuhashi, 2003).

La optimizacién de las condiciones del ensayo en PCR en tiempo real
comprendid la variacidn de concentracion de cebadores y de sondas, y la
variacion de concentracion de templado inicial, tomando en cuenta las
recomendaciones descritas en la literatura, las mismas que se encuentran
dentro de los rangos establecidos para ensayos en PCR en tiempo real
(Applied Biosystems, 2010).

En el primer caso, se consideraron diferentes combinaciones de
concentraciones para el cebador delantero y el cebador reverso (50, 300 y
900nM). La concentracion de 900nM (0,9pmol/uL) demostrd ser la 6ptima para
ambos cebadores, ya que estos valores permitieron obtener la mayor emisiéon

de fluorescencia en el ensayo.
A continuacion, se probaron diferentes concentraciones de sondas (50,

100, 150, 200 y 250nM), siendo 200nM la concentracion 6ptima para el ensayo,

al ser esta la minima cantidad necesaria para obtener un Ct mas temprano.
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Finalmente, con el fin de obtener una amplificacion eficiente vy
consistente se determiné la concentracion de templado inicial necesaria
mediante un ensayo de variacion de concentracion de ADN inicial como se

describié previamente, siendo 5ng/uL la concentracién elegida.

El ensayo del sistema de PCR en tiempo real, evaluado en los controles
positivos utilizando la sonda UNI, mostré resultados consistentes y reflejé
ademas diferentes valores de Ct para cada uno los controles (Anexo E), a
pesar de haber partido de la misma concentracién de ADN inicial. Esto se
puede explicar basandose en el antecedente de que el nimero de copias del
operdn ribosémico por genoma bacteriano es considerablemente variable, de 1

a 15 copias por genoma aproximadamente (Rodicio y Mendoza, 2003).

La evaluacion de las sondas de discriminacion de bacterias Gram
positivas y Gram negativas, OGP y OGN, mostro los resultados esperados para
9 de las 11 especies analizadas. E. faecium y N. gonorrhoeae mostraron
resultados inconsistentes (Figuras 3.3 y 3.4). En el caso de E. faecium se
observd la deteccidon para ambas sondas simultdneamente, mientras que N.
gonorrhoeae fue erréneamente clasificada dentro del grupo de Gram positivos.
Por esta razén, los cultivos iniciales, a partir de los cuales se realizé la
extraccion de ADN, fueron nuevamente caracterizados mediante cultivo
microbiolégico por el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Carlos Andrade
Marin. Los resultados obtenidos por microbiologia demostraron la existencia de
microorganismos contaminantes en ambos cultivos y la ausencia del

microorganismo N. gonorrhoeae en el cultivo inicial del mismo.

A pesar de que los cultivos iniciales utilizados como controles positivos
para estas dos especies partieron de cepas ATCC® y que fueron tratados de
acuerdo a las indicaciones adecuadas de manejo establecidas, se presume
que se contaminaron durante el proceso de siembra y/o reactivacion de los

pellets liofilizados de los cuales provinieron cada uno de los microorganismos.

Se realizé un tercer ensayo de identificacion bacteriana mediante la

utilizaciéon de sondas fluorescentes especie-especificas, con 6 de los 11
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controles positivos (S. aureus, S. epidermidis, S. agalactiae, S. pneumoniae, E.
coli y N. gonorrhoeae), los mismos que fueron clasificados en 3 grupos:
estafilococos, estreptococos, y bacterias Gram negativas. Los resultados de
estos ensayos fueron inconsistentes para dos de las seis bacterias utilizadas:
S. epidermidis y N. gonorrhoeae, las cuales no fueron correctamente
identificadas. Se presume la presencia de ADN contaminante en el control de
S. epidermidis, razén por la cual ambas sondas son detectadas en el ensayo, o
puede considerarse también posibles limitaciones en la capacidad de
discriminacion de la sonda SAU para las dos especies de estafilococos
analizadas.. Por otro lado, la ausencia de deteccion de la sonda NGH utilizada
para la identificacién de N. gonorrhoeae confirma los resultados reportados por
el Laboratorio de Bacteriologia del HCAM obtenidos a partir de cultivo
microbiolégico de la cepa inicial utilizada para la extracciéon de ADN, al indicar

que el cultivo no correspondia a este microorganismo.

El limite de deteccion del ensayo del sistema de PCR en tiempo real de
amplio espectro se determind mediante la amplificacion de diluciones seriadas
de ADN y mediante conteo de UFC/mL.

Para determinar la concentracién minima de ADN que el sistema puede
detectar, se aplicd la reaccion de PCR en tiempo real con los cebadores
universales y la sonda de deteccion UNI a multiples diluciones seriadas de
ADN de S. aureus (5 ng/uL — 3,9x107 fg/uL). Los resultados demostraron que
el sistema es capaz de detectar una cantidad de ADN de 31,25fg/pL (Figura
3.8), limite de deteccidén que coincide con reportes en otros trabajos para esta
técnica, la cual esta en el orden de fentogramos. A partir de este valor, con
cantidades menores de ADN inicial, la relacién entre el Ct y la cantidad de

templado inicial se vuelve no lineal.

La curva de calibracion, graficada a partir de los datos obtenidos de este
ensayo, demostré que a partir de la sexta dilucion la relacion se vuelve no lineal
y los valores de Ct son similares a los de los controles negativos, por lo que se
tomaron en cuenta los valores correspondientes hasta la quinta dilucién (Figura
3.9).
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Para obtener resultados consistentes y favorecer un proceso de reaccion
eficiente es necesario tomar en cuenta diferentes parametros de diseno, los
mismos que incluyen el contenido de GC de los cebadores y sondas, el cual
debe ser de 30-80%, la Tm de las sondas, que debe ser aproximadamente
10°C mayor a la Tm de los cebadores, y el tamafio del amplicon o producto de
PCR, el mismo que debe estar en un rango de 50 a 150 pb (Applied
Biosystems, 2009). En este caso, tanto el contenido de GC y Tm de los
cebadores y sondas utilizados estan considerados dentro de los rangos
recomendados. En cuanto al tamafo del amplicon, el cual es de 161pb, a pesar
de estar fuera del rango 6ptimo, permitié obtener resultados eficientes, y ya que
el estudio no se enfocd en un andlisis cuantitativo de las muestras analizadas,
no fue necesario tomar en cuenta ninguna correccion matematica para el

calculo de los parametros de la reaccion de amplificacion.

De acuerdo a los parametros recomendados para ensayos en PCR en
tiempo real (Bio-Rad Laboratories, 2006), se deben tomar en cuenta diferentes
consideraciones para determinar si un ensayo esta o no optimizado. En primer
lugar, el coeficiente de correlacion R? obtenido a partir de la curva de
calibracion debe tener un valor igual o mayor a 0,98. Este valor representa qué
tan bien se ajustan los datos a una recta, y al mismo tiempo la linealidad de los
datos da una medida de la variabilidad entre las repeticiones de cada una de
las muestras utilizadas en los ensayos y permite conocer si la eficiencia de la
amplificacion es la misma para diferentes cantidades de templado inicial. Se
debe considerar ademas un valor de la eficiencia igual mayor al 90%, el mismo
que se calcula a partir de la pendiente de la curva de calibracién. Una eficiencia
cercana al 100% es un buen indicador de la reproducibilidad y robustez del
ensayo. Dentro de este contexto, se puede decir que el sistema de PCR en
tiempo real desarrollado en este trabajo es altamente eficiente y reproducible,

ya que presenta un valor de R? igual a 0,988 y una eficiencia de 98,18%.

En cuanto a la determinacion del limite de deteccidon en funcion del
numero de UFC/mL, se establecié que la PCR en tiempo real es capaz de
detectar de 20 a 55 UFC/mL, para agar manitol y agar sangre, respectivamente

(Figura 3.12). Estos resultados son similares a aquellos obtenidos por Yang et
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al. (2008), en donde se indica una alta sensibilidad analitica del sistema en el
orden de 10" UFC/mL, demostrando que el sistema puede emplearse, bajo
estas condiciones de optimizacién, para la evaluacién de muestras clinicas,

sometiéndolas a una fase previa de enriquecimiento.

Uno de los mayores problemas que presentan los sistemas de PCR de
amplio espectro es su susceptibilidad a la contaminacién extrinseca e
intrinseca (Millar, Xu & Moore, 2002). Por esta razon se incluyeron en todos los
ensayos dos controles negativos, uno de la extraccion y otro de la PCR, los
mismos que permitieron verificar la ausencia de ADN contaminante tanto en el

ADN extraido como en los reactivos de PCR, respectivamente.

En los diferentes ensayos preliminares para la optimizacion del sistema
de PCR en tiempo real se observd que los controles negativos no son
detectables sino hasta valores superiores a los 35 ciclos, por lo que no se
requirio de un método adicional de descontaminacion del sistema y se
considero reducir el numero de ciclos durante la optimizacién del mismo. De la
misma manera, en la evaluacion de los ensayos de los controles positivos asi
como de las muestras clinicas, los valores de Ct de los controles negativos

mostraron ausencia de contaminacion.

Para la segunda fase de la investigacion se probé el sistema optimizado
en muestras clinicas. Se procesaron un total de 37 muestras de pacientes con
sospecha de infeccidn. Se consiguié la extraccion de material genético de
todas las muestras, excepto de la muestra 14, la misma que fue reportada
como negativa para cultivo microbiolégico, por el Laboratorio de Bacteriologia
del HCAM. A pesar de que la muestra 3 no correspondia a una eubacteria de
acuerdo a los resultados de cultivo microbioloégico, se considero la extraccion
del material genético de la misma debido a que pudo ser utilizada como otro
tipo de control negativo durante la fase de amplificacion y evaluaciéon del
sistema de PCR en tiempo real. Esta muestra correspondia a Candida
tropicalis, razén por la cual para la extraccion de ADN se incorporo lisostafina al
coctel litico en la fase de lisis celular, para permitir la ruptura de la pared celular

de esta levadura.
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Todas las muestras clinicas presentaron gran diferencia de
concentracion del material genético aislado (Tabla 3.7); sin embargo, todas
ellas se encontraron sobre el limite de deteccion del sistema de PCR en tiempo
real, y sobre el valor de la concentraciéon de ADN inicial con la que fue
optimizado el mismo, por lo que pudieron ser evaluadas con el sistema de PCR

en tiempo real propuesto.

En el ensayo de deteccién con la sonda UNI, se logré una amplificacion
exitosa para todas las muestras, con valores de Ct en el rango de 10,72 y
23,85, excepto para las muestras 3 y 14, correspondientes al control negativo
de Candida tropicalis y la muestra reportada como negativa en el cultivo
microbiolégico, respectivamente. Estas muestras no fueron consideradas para

el ensayo de discriminacién de tipo Gram con las sondas OGP y OGN.

Con el segundo ensayo se determind que 27 de los resultados de las 35
muestras evaluadas concordaron con aquellos reportados por el Laboratorio de
Bacteriologia del HCAM, mientras que los 8 resultados restantes mostraron la
presencia de mas de una especie bacteriana (Tabla 3.8). La discrepancia entre
los resultados obtenidos por ambas técnicas puede explicase debido a la
presencia de microorganismos contaminantes durante la toma de las muestras,
o debido al criterio de discriminacién considerado para el analisis y reporte de

resultados por parte de Laboratorio de Bacteriologia del HCAM.

Durante la toma de las muestras para el diagnoéstico de infecciones,
ciertos microorganismos, propios de la microbiota normal de los pacientes
pueden estar presentes en las muestras; sin embargo, estos son descartados
como patdégenos causantes de infeccion, en el reporte de resultados. Por esta
razén, muchos de los microorganismos presentes en las muestras son
normalmente descartados en el reporte de resultados por cultivo
microbiolégico, considerando la naturaleza de la muestra y la cantidad de las
colonias que se desarrollan en un periodo de incubacion. Sin embargo, al estar
presentes en las muestras originales, las mismas que fueron sometidas a una
fase de enriquecimiento previa, son detectadas mediante el ensayo de PCR en

tiempo real, el cual demostrd ser altamente sensible.
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Finalmente, debido a la inconsistencia de los resultados obtenidos con
los controles positivos para el tercer ensayo de identificacion bacteriana para
seis especies de microorganismos, no se probo este ensayo en las muestras
clinicas. Asi, se puede comprobar que el sistema de PCR en tiempo real
propuesto muestra 100% de concordancia con los resultados reportados por
microbiologia en el ensayo de deteccidon bacteriana, pero solo un 78,37% de
concordancia con respecto al ensayo de discriminacién de tipo Gram, lo que
demuestra que la deteccion microbiana mediante la amplificacion de un
fragmento del gen ADNr 16S bacteriano es viable, sin embargo, se pueden
presentar dificultades para la interpretacién de resultados en el ensayo de
discriminacion de tipo Gram en casos donde existe la presencia de mas de un

microorganismo.

Los métodos de diagnéstico molecular, como la PCR en tiempo real,
generalmente utilizan sondas fluorescentes que se unen a amplicones de
tamanos relativamente cortos, lo que limita el tamafo de la secuencia de ADN
que puede ser utilizado para la identificacién bacteriana (Chakravorty et al.,
2007). A pesar de utilizar como blanco una regiéon corta con alta variabilidad,
ideal para la identificacion y diferenciacion de bacterias, las secuencias entre
especies filogenéticamente relacionadas pueden resultar muy similares

dificultando el uso de este tipo de ensayos para ciertos casos.

Entre las limitantes mas importantes de la PCR en tiempo real se
pueden destacar el restringido numero de fluoréforos comercialmente
disponibles, y la reducida capacidad de deteccién de los equipos utilizados
para este propédsito. En la presente investigacion se pudo realizar la
diferenciacion solamente de cuatro fluor6foros distintos en un mismo tubo. Por
este motivo, y debido a que el disefio del sistema comprende ensayos de PCR
multiplex, para la discriminacion del tipo Gram y la identificacién de bacterias,
se utilizé el algoritmo de referencia presentado en la seccion 2.5.3.2. También
es importante resaltar que, al utilizar un sistema multisonda se reduce el riesgo
de la posible competencia entre los cebadores, ya que este sistema comprende
un solo par de cebadores y multiples sondas dirigidas a diferentes secuencias

dentro de una misma region (Yang et al., 2008).
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En los casos donde las muestras resultaran positivas para el ensayo de
deteccién bacteriana mediante la sonda UNI, el cultivo microbiolégico no debe
descartarse para confirmar los resultados y para realizar pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana. Se requiere mayor investigacion de estos
métodos y técnicas, para su validacion clinica y la evaluacion de su potencial
utilidad en términos de viabilidad, costo-beneficio, y tiempo de entrega de

resultados.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la utilidad de un
sistema de PCR en tiempo real de amplio espectro como complemento, mas no
como reemplazo, de los métodos tradicionales de diagndstico de infecciones.
Con la metodologia propuesta en este estudio, el tiempo para la obtencién de
resultados se estima en 24 horas, el mismo que resulta mas rapido que las
técnicas de microbiologia tradicional, las cuales pueden requerir un minimo de
2 a 3 dias, en el mejor de los casos. Por esta razén, es importante considerar
un trabajo conjunto de los dos tipos de técnicas, de manera que se puedan

superar las limitaciones y desventajas presentadas por cada una de ellas.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Se desarrollé y optimizé un sistema de amplio espectro basado en la
amplificacion de un fragmento del gen ADNr 16S mediante PCR en tiempo
real, haciendo uso de un disefio multisonda, para la deteccién molecular de

infecciones locales bacterianas.

El protocolo optimizado en el presente estudio para la obtencion de
material genético, a partir de cultivos bacterianos, permitié la obtencion de
ADN de alta pureza, integridad y calidad, facilitando una amplificacion

favorable del fragmento del gen ADNr 16S, evaluado en este proyecto.

El sistema de PCR en tiempo real de amplio espectro, optimizado en este
estudio, permitié la adecuada amplificacion de un fragmento de la regién
hipervariable V6 del gen ADNr 16S, y la deteccion rapida de bacterias en
muestras bioldgicas con alta sensibilidad y especificidad clinica, mediante
la utilizacion de un par de cebadores universales y una sonda tipo TagMan

universal.

El sistema de PCR en tiempo real de amplio espectro optimizado, que
emplea las sondas OGP y OGN, para la discriminacion de bacterias Gram
positivas y Gram negativas, mostré alta eficiencia y consistencia de
amplificacion; sin embargo, presenta dificultad al evaluar e interpretar

resultados en muestras clinicas directamente.
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El sistema de PCR en tiempo real de amplio espectro optimizado, que
emplea las sondas especificas SAU, SEP, SAG, SPN, ECO y NGH, para la
identificacion bacteriana, mostro resultados inconsistentes con los controles
positivos, razén por la cual este ensayo no fue considerado para la

evaluacion de muestras clinicas.

El limite de deteccion del ensayo de deteccion bacteriana, evaluado por el
método de diluciones seriadas de ADN mediante el sistema optimizado de
PCR en tiempo real de amplio espectro con la sonda UNI fue igual a

31,25fg/pL.

El sistema de PCR en tiempo real de amplio espectro para la deteccion
bacteriana, que empledé la sonda UNI, presenté una alta sensibilidad
analitica, en el orden de 10" UFC/mL, demostrando que el mismo puede

emplearse para la evaluacion de muestras clinicas.

El sistema optimizado de PCR en tiempo real de amplio espectro propuesto
es altamente eficiente y reproducible, presentando una eficiencia del

98,18%.

Se proces6 un total de 37 muestras clinicas de pacientes con sospecha de
infeccion, de las cuales 35 fueron identificadas como positivas en el ensayo
de deteccion, y 27 de estas ultimas mostraron resultados concordantes con
aquellos reportados por cultivo microbiolégico para el ensayo de

discriminacion de tipo Gram.
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10.

11.

12.

13.

Los resultados obtenidos mediante el sistema optimizado de PCR en
tiempo real de amplio espectro presentan una concordancia del 100% con
las técnicas de microbiologia tradicional para la detecciéon de bacterias y
una concordancia del 78,37% para la discriminacion de tipo Gram en

muestras clinicas.

El empleo de controles negativos en cada una de las etapas de
procesamiento de las muestras evidencié la ausencia de contaminacion
con ADN exdgeno, por lo que no se considerd la utilizacion de un método

adicional de descontaminacion del sistema.

El sistema propuesto en este estudio puede ser llevado a cabo en 24
horas, siendo un método rapido a comparacién de las técnicas de

microbiologia tradicional usadas para la deteccion de infecciones.

La técnica de PCR en tiempo real de amplio espectro demuestra ser una
herramienta valida dentro del diagnéstico molecular de infecciones
bacterianas locales, por lo que puede ser considerada como complemento
de los métodos tradicionales de diagndstico, sin embargo, se requiere de
mayor investigacion para su validacion clinica y la evaluacién de su

potencial utilidad en rutinas de laboratorio.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Debido a que el ensayo de discriminacién de bacterias Gram positivas y
Garm negativas dio resultados inconsistentes para E. faecium y para N.
gonorrhoeae, utilizados como controles positivos, se recomienda evaluar
nuevamente el ensayo en estas cepas partiendo de cultivos puros
procurando un manejo adecuado y minucioso de los mismos, para evitar la

posible contaminacion de las mismas.

Es necesario determinar las razones por las que las sondas de
identificacion bacteriana SEP y NGH para S. epidermidis y N. gonorrhoeae,

respectivamente, arrojaron resultados inconsistentes.

Se recomienda para futuras investigaciones considerar otras especies

bacterianas de relevancia clinica.

A pesar de que el empleo de controles negativos en los ensayos evidencio
que no existe presencia de contaminacién, es muy importante tomar todas
las medidas necesarias para evitar la presencia de ADN exdgeno,
siguiendo todas las normas basicas de bioseguridad para el manejo de
muestras y reactivos, asi como tomar todas las precauciones pertinentes

para el trabajo en el laboratorio.

Debido a que el sistema optimizado de PCR en tiempo real de amplio

espectro propuesto es altamente eficiente, se puede considerar su empleo
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para la evaluacion de un mayor numero de muestras clinicas, de manera

que se pueda validar la técnica en un numero significativo de pacientes.

A pesar de que no se presentaron problemas de inhibicion en las
reacciones de amplificacién, seria oportuno incorporar un control interno
para evaluar posibles procesos inhibitorios de la PCR en tiempo real, en
especial al analizar muestras clinicas que no hayan sido sometidas a una

fase de enriquecimiento previa.

Para futuras investigaciones, se recomienda evaluar cuantitativamente al
sistema de PCR en tiempo real de amplio espectro propuesto en este
estudio, con lo que se esperaria obtener resultados que permitan

establecer criterios de evaluacion mas amplios.

Se propone un trabajo conjunto entre los hospitales y la ESPE para facilitar

la cooperacion activa en futuras investigaciones en el area del diagndstico

molecular de patégenos.
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