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RESUMEN

La tuberculosis es una enfermedad cronica, altamente infecciosa que ha cobrado mas vidas
humanas que ninguna otra enfermedad en ¢l mundo a lo largo de la historia del hombre. El
principal causante de la tuberculosis en humanos es Mycobacterium tuberculosis. Segin una
estimacion hecha por la Organizacion Mundial de la Salud, un tercio de la poblacién
mundial estd infectada por este patégeno, por lo tanto esta enfermedad todavia es de
importancia global.

Este trabajo tuvo como objetivo desarrollar un sistema de la més alta sensibilidad para la
deteccion colorimétrica de M. Tuberculosis y mucho mas econémico que los actualmente
existentes. La tecnologia elegida fue PCR-ELISA ya que de acuerdo a resultados obtenidos
previamente para la deteccién de algunos patégenos de salmén, es altamente especifica,
sensible y tiene una capacidad de deteccion excelente. Ademas el resultado se obtiene en no
mas de 8 horas desde haber obtenido la muestra, lo que es comparable al tiempo que toman
los tests actualmente desarrollados para la deteccion de esta enfermedad y que incorporan
tecnologias tan innovadoras como esta.

En una primera etapa, la reaccién de PCR se usé para amplificar un fragmento proveniente
de la region IS6110 del genoma de M tuberculosis. Luego, la incorporacion de
digoxigenina~11’-dUTP en la mezcla de reaccién permitié la deteccidén de los productos de
PCR en una microplaca de ELISA. Para esto, se utiliz6 un oligonucledtido biotinilado en el
extremo 3’ que tiene la secuencia complementaria a una de las hebras del producto de
amplificacién, que se une a la proteina streptavidina adherida a la superficie de la placa
mediante el uso de un adhesivo biolégico extraido a partir de molusco. Una vez hibridado el
producto de amplificacion con el oligonucledtido biotinilado, se logré la deteccion mediante
el uso de un anticuerpo antidigoxigenina conjugado a la enzima peroxidasa. Con la
utilizacién de este sistema fue posible la deteccién de una copia del fragmento amplificado.
Ademas, el método mostré un 100% de correlacién con resultados obtenidos con el kit de
deteccién de M. Tuberculosis TBfast® de Pharmagen S.A. en la deteccién de muestras doble

ciego provenientes del Instituto de Salud Publica.



1. INTRODUCCION

La tuberculosis es una enfermedad cronica, altamente infecciosa que ha cobrado mas vidas
humanas que otras enfermedades a lo largo de la historia del hombre. Ya desde los tiempos
de la antigua Grecia, en la época de Hipdcrates se conocfa como tisis. En el siglo XIX,
Robert Koch logré cultivar y aislar el principal patdgeno causante de ella y, en 1882,
describi6 las bases de esta enfermedad ante la Sociedad Cientifica de Alemania (1). Este
microorganismo es conocido como Mycobacterium tuberculosis o bacilo de Koch y su
tamafio puede variar entre 1 a 4 pm con forma de grano de arroz. La pared le confiere la
propiedad de ser resistente a la mezcla dcido-alcohol (2, 3).

Existen varios factores que hacen de M. tuberculosis un organismo dificil de estudiar en el
laboratorio. Primero, esta bacteria se multiplica muy lentamente, dividiéndose una vez cada
24 h y necesita un mes para formar una colonia. Ademas tiende a formar aglomeraciones en
los medios de cultivo, lo que hace que su manipulacion y conteo sea ain més dificil.
Finalmente, este organismo es un patogeno muy peligroso que puede encontrarse
suspendido en el ambiente en pequefias gotitas o aerosoles formadas por la tos, el estornudo
o inclusive una respiracién fuerte. En estas condiciones es capaz de sobrevivir durante
varios meses (2, 4).

1.1 Epidemiologia de la enfermedad.

M. tuberculosis es el principal causante de la tuberculosis en humanos, pero también existen
otras micobacterias a veces asociadas a esta enfermedad. Estas son, M. bovis, principal
patégeno que produce esta enfermedad en el ganado bovino, M. gfricanum y M. microti,
siendo los dos 1ltimos de muy baja incidencia en los casos clinicos humanos (5, 6). Estas
cuatro micobacterias forman el llamado complejo tuberculosis.

Segiin una estimacién hecha por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), un poco més
de un tercio de la poblacién mundial estd infectada por M. fuberculosis (7, 8) y cada afio

aparecen 8 millones de casos de tuberculosis activa. De estos, 3 millones concluyen con la




muerte del paciente, encontrandose el 95% de los casos nuevos y el 98% de los
fallecimientos en paises subdesarrollados. A pesar de esto, la mayoria de la gente (mas del
90%) que se ha infectado con el bacilo tuberculoso nunca desarrolla la tuberculosis activa,
ya que su organismo moviliza una efectiva respuesta inmune que puede controlar la
infeccion (9), de esta forma la enfermedad permanece en forma latente o no activa (10)

A partir de 1955, con la aplicacién de antibidticos como estreptomicina, isoniacida y el
4cido paraminosalicilico, la tuberculosis comenz6 a decaer de manera importante (11). Sin
embargo, la tendencia a la disminucion y desaparicion de la enfermedad se invirtié en la
década de los ochenta a nivel mundial (12, 13). Este hecho se correlacioné con el
crecimiento de la epidemia del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) causante del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Personas infectadas con el VIH son
particularmente vulnerables a la reactivacion de la tuberculosis latente, como también a
desarrollar una tuberculosis activa por la infeccién con M. tuberculosis por primera vez (14).
En un sujeto normal, la infeccién con M. tuberculosis gatilla la liberacién por parte de los
linfocitos T CD4" y CD8" de citoquinas como el interferon~y (IFN~y) y el factor de necrosis
tumoral-ac (TNF-o), factores que estimulan a las células fagocitarias (monocitos),
favoreciendo asi la destruccién de las bacterias. De esta forma, la respuesta inmune es
adecuada para controlar la enfermedad, pero en la mayoria de la gente aparentemente no es
capaz de eliminar el patégeno en su totalidad (10). Esto explica que la enfermedad, en estos
casos, se encuentre en forma latente. En contraste, un sujeto portador del virus VIH carece
de linfocitos T CD4", lo cual podria explicar la activacion de la tuberculosis (10, 15).

1.1.1. Situacién Nacional.

Al finalizar el afio 2000, el pafs habria entrado en unza etapa avanzada de eliminacion de la
tuberculosis. De acuerdo al criterio de clasificacion de la OMS, del estado epidémico de la
tuberculosis por pais, Chile habria alcanzado el umbral de eliminacion correspondiente a

una tasa de 20 casos por cien mil habitantes (16). Ante esta situacién, el Programa Nacional




de Control de la Tuberculosis (PCT) se plantea como objetivo mantener los esfuerzos

necesarios para llegar a etapas avanzadas de la eliminacién de la enfermedad, como Ia

eliminacién final o erradicacion, lo que significa tasas tan bajas como 10 casos por cien mil

habitantes {17). Esta postura se sustenta en tres hechos importantes:

a. El nimero de personas enfermas en la poblacién o morbilidad se encuentra en
declinacién sostenida. A partir de 1990 se supera la etapa de estancamiento de la
disminuci6n de la enfermedad observada en la década de los ochenta, lo que ha permitido
un decrecimiento sostenido del 8% anual de la enfermedad en todas sus formas. Mientras
la morbilidad en 1989 es de 52.2, llega a 22.2 por cien mil habitantes en 1999. Ademds,
en el periodo de 1989 a 1998 la mortalidad desciende de 5,9 a 2,4 casos por cien mil
habitantes (16, 18).

b. Chile tiene, entre 1990 y 1998, un descenso sostenido de las tasas de tuberculosis en
todas sus formas, el que alcanza una reduccion aproximada de un 50% (19). Ademas,
segiin ¢l informe de la reunion regional de Directores de Control de la Tuberculosis de
1998, Chile, Cuba y Uruguay conforman un grupo especial dentro del contexto
latinoamericano por su tendencia a pasar a etapas avanzadas del control de Ia tuberculosis
(20) y en conjunto con Costa Rica y Venezuela se definieron como paises de baja
prevalencia de la tuberculosis.

c. En los modelos de endemia en declinacion, la morbilidad y mortalidad se desplaza
progresivamente hacia edades mas avanzadas y ademés se produce un incremento en la
razén sexo masculino/femenino que contrae la enfermedad, tendencia que estd ocurriendo
en Chile (21).

A pesar de la favorable situacién actual de Chile con respecto a la enfermedad, las tasas de

morbilidad y mortalidad varian notablemente entre regiones, entre provincias e inclusive

entre comunas (16). Segin los informes de los Servicios de Salud a lo largo del pais, en
algunas comunas la incidencia es tan alta en relacién con el promedio nacional, que podrian

contribuir a sostener el nivel de la endemia y a retardar el proceso general de reduccién de Ia
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mortalidad. Ademas esta situacion est4 ligada a sectores de bajos estratos socioeconémicos,
los que son considerados como grupos de alto riesgo y su prevalencia estarfa mas ligada a la
falta de mantencién de un programa de control efectivo, que a otros problemas como la co-
infeccion TBC/VIH o la tuberculosis multiresistente. Con respecto a lo Gltimo, segin un
estudio hecho en 1997, la existencia de la multiresistencia alcanza sélo al 0,4% de todos los
casos diagnosticados (22), lo que indica que esto no es un problema importante para el
control de la tuberculosis.

Para atacar esta situacién, la OMS propone estrategias de intervencién diferenciadas en
materia de recursos y control, de acuerdo al grupo socicecondémico y al grado de avance de
la enfermedad (16). De éstas cabe sefialar el desarrollo de métodos de busqueda activa,
prevencién al riesgo de multiresistencia y tratamiento adecuado de los casos presentes. En
este sentido es importante sefialar que la interrupcion de los tratamientos con antibiéticos, la
falta de un control médico riguroso y efectivo, inciden directamente en la aparicion de
tuberculosis multiresistente (23). Ademas, debe estratificarse el problema de acuerdo a los
niveles de riesgo y condiciones epidemioldgicas, para asi poder formular acciones
diferenciadas como son la integracion de los programas de control de la tuberculosis y del
SIDA, vacunacion BCG, etc.

En resumen, para disminuir las altas tasas de morbilidad en algunas zonas de Chile y ademis
para llegar a etapas avanzadas de la eliminacién de la tuberculosis, los aspectos mas
importantes que deben considerarse para el control de esta enfermedad son el diagnéstico, la

prevencion y el tratamiento, como ha sido propuesto por la OMS.




1.2. Diagnéstico de la tuberculosis

El diagnoéstico clinico de la tuberculosis nunca ha sido una tarea ficil, ya que infecciones
activas pueden no producir signos visibles ni sintomas. Usualmente los primeros exdmenes
corresponden a radiograffas por rayos X y pruebas subcuténeas de reaccién alérgica con un
purificado de protefnas micobacteriales o PPD (derivativo de proteinas purificadas),
conocido como el ensayo de la tuberculina (2, 4). Estos suelen dar las primeras pistas de la
presencia de la enfermedad, pero nunca han podido usarse como pruebas definitivas. El
ensayo de la tuberculina, cuyo resultado positivo es la aparicién de una hinchazén de la piel
en la zona de la inyeccién, no necesariamente indica la presencia de una tuberculosis activa.
Como se basa en la reaccion inmunogénica entre los anticuerpos antimicobacteria y las
proteinas purificadas, las personas que hayan sido expuestas a micobacterias relacionadas o
que hayan sido infectadas con alguno de los patégenos de la enfermedad, pero que son no
sintométicas, pueden dar un resultado positivo. La radiografia por rayos X sélo puede
detectar la tuberculosis en estados avanzados de la enfermedad donde se observa la
destruccién del tejido pulmonar; con la formacién de granulomas producidos por la
acumulacién de células muertas y tejidos con la consistencia de queso derretido y la
aparicion de cavidades (24),

La examinacién microscopica de tinciones de esputo, flufdos corporales, médula ésea o
muestras de tejido permite obtener la primera evidencia, pero puede tener entre un 20 v 50%
de falsos negativos (25). Luego, cada uno de los negativos tiene que ser confirmado por
cultivo, lo que constituye la evidencia definitiva de Ia presencia de la enfermedad. Sin
embargo, el gran inconveniente que presenta este método es que el resultado puede
demorarse entre 4 a 8 semanas debido al lento crecimiento de 1z bacteria (5, 25).

Se han desarrollado ofros procedimientos para la deteccién M. tuberculosis, los que han
reducido considerablemente el tiempo de deteccién. En uno de ellos el crecimiento

bacteriano es medido por la evolucion de diéxido de carbono C (26), lo que puede reducir

el tiempo de deteccitn a dos semanas o menos (27). Anilisis cromatografico de un aislado
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de acido micélico o el uso de sondas de acido nucleico especie-especifica pueden identificar
cultivo del bacilo en sélo horas, pero desde que se colecta la muestra hasta que se obtiene el
resultado se necesitan ailrededor de 10 a 14 dias (25).

Con el objeto de contar con ensayos de mayor sensibilidad, especificidad y con una mayor
reduccion de los tiempos de deteccién, la atencion se ha centrado en tecnologias que se
basan en la amplificacion de acidos nucleicos.

La reaccién de amplificacién en cadena o PCR fue incorporada tempranamente desde su
creacion en la deteccion de M. fuberculosis (28, 29, 30). Mas tarde, la empresa Roche
Molecular Systems desarrollé un método de deteccién sobre la base de PCR-ELISA,
llamado comercialmente AMPLICOR MTB. Mediante partidores biotinilados especificos se
amplifica una region del gen de ARN ribosomal 16S de 584 pb. Luego estos productos de
PCR son inmovilizados en una microplaca por medio de oligonucleétidos unidos a la
superficie. Posteriormente, se agrega el conjugado avidina-peroxidasa que reconoce el
amplicén biotinilado. Finalmente, la peroxidasa cataliza la oxidacién de 3,3°5,5°-
tetrametibenzidina (TMB) en presencia de perdéxido de hidrégeno que se manifiesta por la
aparicién de color. La reaccién es detenida con la adicién de un 4cido débil (31). Con
respecto al performance de este sistema, el tiempo necesario para obtener el resultado es de
8 horas aproximadamente y el limite de deteccion es de 800 UFC/mL de M. tuberculosis, lo
que equivale al limite de deteccién del medic de cultivo. (32) La sensibilidad y la
especificidad de este sistema, comparadas con el medio de cultivo son de 95% y 100%,
respectivamente (31).

Por su parte, la empresa Gen-Probe, desarrollé un método innovador para la deteccién de la
enfermedad (33), conocido comercialmente como Amplified Mycobacterium Tuberculosis
Direct Test (AMTDT). Este sistema se basa en la tecnologia de Amplificacion Mediada por
Transcripcién o TMA (34), patentada por la misma empresa, en la cual a través de una
amplificacién isotérmica, se obtienen multiples copias del ARN ribosomal especifico de M.

tuberculosis las que son hibridadas a una sonda de oligonucleétidos, y detectadas por medio
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de quimioluminiscencia. A pesar de que este sistema reduce el tiempo de deteccion a 4 horas
aproximadamente, la sensibilidad de este sistema es de 87.2% y la especificidad es de 70%
cuando se compara con el medio de cultivo (35)

Desde la creacion del AMPLICOR MTB, la tecnologia del PCR-ELISA ha sido mejorada en
funcién de su sensibilidad y limite de deteccion. Este es el caso del kit TBfast® (32)
desarrollado por la empresa Pharma Gen S.A, Espafia. Entre sus principales caracteristicas
se encuentran: el limite de deteccién es de 5 fg de ADN gendmico, que se estudid sobre
diluciones de ADN genémico de M. tuberculosis extraido de bacterias en cultivo. Al afiadir
las mismas diluciones a muestras clinicas respiratorias negativas y realizando el
procedimiento de extraccion de ADN del kit, el limite de deteccion es de 50 bacterias/ml. de
muestra, que es alrededor de 20 veces menos que el del medic de cultivo. La sensibilidad es
de 100% y 1a especificidad es de 88% (32).

A partir de 1998, BiosChile I.G.S.A., en conjunto con Fundacién Ciencia para la Vida,
desarrollaron un procedimiento de PCR-ELISA como método de diagnostico de rutina. De
los estudios realizados se obtuvo un método de diagndstico para la deteccién del patdgeno
de salmoén Piscirickettsia salmonis (36). Posteriormente, y en conjunto con Fundacién Chile,
se desarrollé un ensayo de PCR-ELISA para la deteccidn del Virus de la Necrosis
Pancreética Infecciosa de salmén (IPNV), el cual dio origen a un producto de diagndstico
comercializado como IPNV-Genotest I (37) Ambos métodos tienen un 100% de sensibilidad
y un 100% de especificidad, ademas de una capacidad de deteccién de 1 a 2 células
bacterianas o particulas virales, respectivamente.

Como objetivo de la presente memoria de titulo se planted el desarrollo de un sistema de
diagnéstico para la deteccion de M. tuberculosis mediante PCR-ELISA con una alta
sensibilidad, especificidad y capacidad de deteccion. Para lograr este objetivo se tomaron
como modelo los procedimientos utilizados en el montaje del PCR-ELISA desarrollado para

la deteccidén de P. Salmonis, debido a la alta especificidad y sensibilidad alcanzadas (36). Se
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decidi¢ utilizar los partidores 1843 e IS41 que amplifican un fragmento de 316 pares de
bases perteneciente a la secuencia de insercién 1S6110 de M. tuberculosis, que ha sido
utilizada como marcador de polimorfismo genético (40, 41). Esto permitirfa discriminar a
los patbgenos que conforman el complejo tuberculosis de las micobacterias no relacionadas
a la enfermedad (42). Ademas esta secuencia de insercién se presenta en el genoma del
patégeno, en un nimero de copias que varian entre 10 a 20, lo que permitirfa una mayor
capacidad de deteccion de las bacterias, ya que por cada una de ellas, existe una mayor
cantidad de ADN templado para la reaccién de PCR. Para la etapa de amplificacion, se
utilizo el procedimiento desarrollado para P. Salmonis (36), cuya mayor ventaja es el uso de
bajas cantidades de digoxigenina-11-dUTP (1 a 5 uM) lo que se traduce en costos mas bajos
para el ensayo. En la etapa de deteccién del amplicon, se utilizé la unién de estreptavidina a
una placa de ELISA previamente recubierta con la proteina polifendlica aislada del molusco
bivalvo Aulacomya ater y conocida como Pegotina (38). Esta estrategia no sélo se traduce
en una inmovilizacion mas eficiente de la streptavidina sino que ademas confiere a la

proteina una mayor estabilidad frente a condiciones de temperatura y fuerza idnica mas

estrictas, lo que favoreceria la especificidad del ensayo en la etapa de captura del amplicén

(39).




2, OBJETIVO GENERAL

Desarrollo de un sistema de diagndstico basado en PCR-ELISA para la deteccion de la

Tuberculosis en forma ripida, especifica y altamente sensible.

2.1. Objetivos especificos
1. Desarrollo de una reaccién de PCR especifica para M. tuberculosis.
2. Obtencion de un control positivo para PCR y ELISA.
3. Disefio de un oligonucleétido de anclaje adecuado para PCR-ELISA.
4. Montaje v estandarizacion del PCR-ELISA.
5. Estudiar la especificidad del test.
6. Estudiar la sensibilidad del test en comparacién con el kit TBfast®.
7. Pruebas de campo: utilizacién del sistema de PCR-ELISA en muestras clinicas de

pacientes sanos y con tuberculosis.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1. MATERIALES.

3.1.1. Materiales para PCR

3.1.1.1. Materiales Bioldgicos

ADN de M. Tuberculosis, aislado con anterioridad mediante extraccion fenolica, fue
obtenido del Centro de Diagnéstico Molecular de BiosChile 1.G.S.A. Muestras humanas de
orina y sangre fueron obtenidas del Centro de Diagnostico Molecular de BiosChile L.G.S.A.
Muestras problemas fueron obtenidas gracias a la gentileza del Dr. Winston Andrade Lillo
del Instituto de Salud Pablica (ISP).

3.1.1.2. Reactivos y Soluciones

El tamp6n de PCR, cloruro de magnesio, dNTP’s, 7ag DNA polimerasa fueron de Gibco
BRL/Life Technologies Rockville MD, USA.

Los partidores IS43 (5*TCAGCCGCGTCCACGCCGCCA 3) € IS41 (3*GGCTGCGGATGCGAGCG-
TCC 5°) (36) fueron sintetizados en Chiron Corp. Emeryville, California, USA y en el Centro
de Sintesis de la Universidad de Chile.

En los ensayos de PCR-ELISA se utilizé digoxigenina, compuesto quitnico necesario para
determinar el producto de amplificacion de PCR mediante el ELISA de captura. Este
compuesto de naturaleza esteroidal es unido covalentemente a dUTP (digoxigenina-11-

dUTP, figura 1), lo que permite incorporarlo en el producto de amplificacion, conjuntamente

con, los otros nucleétidos.
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Figura 1. Estructura de la digoxigenina-11-2°-desoxy-uridina-5’-trifosfato
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Figura 2, Estructura de la 2°-desoxy-timidina-5°-trifosfato

3.1.2. Materiales para la electroforesis en gel de agarosa

Se utilizé agarosa de Sigma Chemical Co., St Luis, USA, ADN estandar de 100 pb en
escalera que fue obtenido de Gibeo Life Technologies, Rockville, MD, USA, film Polaroid
polapan 667 que fue adquirido de Polaroid Cambridge, MA, USA. El buffer de corrida
contiene 20% v/v de glicerol, 25 mM EDTA, 0,1% de azul de bromofenol, 0,1% de sarcosil
(pH 8,0). El bromuro de etidio se obtuvo de Sigma Chemical Co., St Luis, USA.
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3.1.3. Materiales para ELISA

Para el ELISA se utilizaron microplacas de ELISA Polysorp™ de 96 pocillos (Nalge Nunc

INTL. Illinois, USA), proteina polifendlica Pegotina (BiosChile 1.G.S.A.), streptavidina

(Gibco Life Technologies). Mediante el uso del programa OLIGO 4.1 (ver punto 3.1.8),

pagina 19), se disefiaron 3 oligonucledtidos de 25 nucledtidos y con un contenido de G + C

de alrededor de un 60%, para la etapa captura del ELISA. Ademas se escogid usar

oligonucledtidos biotinilados en el extremo 3’ para capturar una de las hebras del fragmento

1S43-1S41 amplificado por PCR (figura3).

10 20 30 40 50 60
1 | l | | |

541 5’ TGCGCGATGGCGAACTCAAGGAGCACATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGGTGTTT

601

661

721

781

841

Estos fueron sintetizados en Chiron Corporation Emeryville, California, USA y en Operon

3’ ACGCGCTACCGCTTGAGTTCCTCGTGTAGTCGGCGCAGGTGCGGCGGTTGATGCCACARAA

LTl 1]
IS43 5’ TCAGCCGCGTCCACGCCGCCA ¥ 5'TTT

ACGGTGCCCGCAAAGTGTGGCTAACCCTGAACCGTGAGGGCATCGAGGTGGCCAGATGCA
TGCCACGGGCGTTTCACACCGATTGGGACTTGGCACTCCCGTAGCTCCACCGGTCTACGT

EERRRRARRRERRERERRERN
ACGGTGCCCGC.AAAGTGTGGCT-S’ TBO 1

CCGTCGAACGGCTGATGACCAAACTCGGCCTGTCCGGGACCACCCGCGGCAAAGCCCGCA
GGCAGCTTGCCGACTACTGGTTTGAGCCGGACAGGCCCTGGTGGGCGCCGTTTCGGGCGT

CCCUEE LR |
5’ GCTGRTGACCAAACTCGGCCTGTCC ¥ TBO2

GGACCACGATCGCTGATCCGGCCACAGCCCGTCCCGCCGATCTCGTCCAGCGCCGCTTCG
CCTGGTGCTAGCGACTAGGCCGGTGTCGGGCAGGGCGGCTAGAGCAGGTCGCGGCGAAGC

GACCACCAGCACCTAACCGGCTGTGGGTAGCAGACCTCACCTATGTGTCGACCTGGGCAG
CTGGTGGTCGTGGATTGGCCGACACCCATCGTCTGGAGTGGATACACAGCTGGACCCGTC

LEETEEEE et erntd
GGCTGTGGGTAGCAGACCTCACCTA— 3 TBO3

IS41 3’ GGCTGCGGATGCGAGCGTCC 51
LEETEEererr et

GGTTCGCCTACGTGGCCTTTGTCACCGACGCCTACGCTCGCAGGATCCTGGGCTGGCGGG 3
CCAAGCGGATGCACCGGAAACAGTGGCTGCGGATGCGAGCGTCCTAGGACCCGACCGCCC 57

Figura 3. Ubicacién de los partidores y de los oligonucleétidos de captura en la secuencia de
insercion IS6110. La letra B se refiere a la biotina en la posicién 3°.

Technologies, Inc. California, USA.
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Las soluciones utilizadas fueron: PBS 1x sin sales de potasio (15 mM NaH,PO4 «» H,O, 150
mM NaCl, pH 7,5); solucién de bloqueo (Caseina de sodio 2%, sacarosa 2%, EDTA 0,5
mM, Tween 20 0,05%); solucién Denhart 50x (5g Ficoll Type400, 5g polyvinilpirrolidona,
5 g de suero de albimina de bovino y H;O hasta 500 mL); SSC 20x (3 M NaCl, 300 mM
citrato de sodio » 2 H,QO, pH 7,0), solucién de hibridacién (5 a 40% de formamida, 4x SSC,
1x de solucién Denhart, 100 ng/mL de tARN de levadura, sulfato de dextrano 10%, EDTA
2 mM pH 8,0); solucién de lavado post-hibridacién (SSC 0,2x, Tween 20 0,05%), solucién
de dilucién de conjugado (caseina de sodio 2%, sacarosa 2%), solucién de lavado post-
conjugado (PBS 1x, Tween 20 0,05%). Para la deteccién de la digoxigenina se utilizé un
fragmento Fab antidigoxigenina conjugado con peroxidasa obtenido de Roche Diagnostics,
Mannheim, Alemania. Los sustratos de la peroxidasa son 3,3°, 5,5’-tetrametil benzidina
(TMB) y H20, fueron obtenidos de los Laboratorios Kirkegaard Perry, Gaitherburg,
Maryland, USA.

3.1.4. Estandarizacién de la concentracion de formamida.

En este ensayo se utilizé rDNA mitocondrial de ratén de 16S para incorporarlo como
templado de la reaccion de PCR y obtener un fragmento de 439 pares de bases. En la figura

4 se muestra la secuencia del amplicon del gen 16S mitocondrial.

541
601

661
721
781
841
901
961
1021

1081

AGTTTAGATT
GAATAATTAA

AGCGTTCAAG
TTAAAATTGG
TTCCAATTCT
TATAGGCAAT
GAATGCCTAA
GTTTACCAAA
TAAAGTTTAA

ATTAGGGACT

ATAGCCAAAA
CAAAACAGCT

CTCAACATAA
GTTAATCTAT
CCAGACATAC
AATCACACTA
AGGARAAGATC
AACATCACCT
CGGCCGCEGET

AGCATGAACG

GAGGGACAGC
TTTAACCATT

sentido

AATTTCAATT
AACTTTATAG
GCGTATAACA
TAARATAATCC
CAAAAAGATA
CTAGCATTAC
ATCCTGACCG

3'TGGC

GCTARAACGAG

TCTTCTGGAA
GTAGGCCTAA

57 GTAGGCCTAA

AATTCCATARA
ATGCAACACT
ACTCGGATAA
ACCTATAACT
AAAGGAACTC
AAGTATTAGA
TGCAAAGGTA
ACGTTTCCAT

GGTCCAACTG

CGGAAAARAC
AAGCAGCCAC
AAGCAGCCAC

TTTACACCAA
GTTAGTATGA
CCATTGTTAG
TCTCTGITAA
GGCAAACAAG
GGCACTGCCT
GCATAATCAC

CGTATTAGT 5'

TCTCTTATCT

CTTTAATAGT
CAATAARAGARA
CAn 37

CTTCCTAAAC
GTAACAAGAA
TTAATCAGAC
CCCAACACCG
AACCCCGCCT
GCCCAGTGAC
TTGTTCCTTA

antisentido
TTAATCAGTG

Figura 4. Fragmento de 165 mitocondrial de ratén. El fragmento de 439 pb delimitado por los partidores
sentido y antisentido entre la posicién 631 y 1069 del gen de 16S mitocondrial de ratdn, se utilizé como
control negativo pata el ensayo de estandarizacion de la formamida.
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3.1.5. Materiales para la construccion del control positive de PCR

3.1.5.1 Materiales biolégicos

Se utilizaron células competentes de Eschericchia coli de la cepa JM109 obtenidos del
laboratorio de Biologia Molecular de la Dra. Maria Inés Vera de la Universidad Nacional
Andrés Bello. Se utilizé el vector de clonamiento pCR® 2.1 del Kit TA Cloning®
(Invitrogen, California, USA).

3.1.5.2, Reactivos y soluciones.

La preparacién de ADN de plasmidios se realiz6é usando el Kit de purificacion plasmidial
Qiagen tipo Maxiprep (Qiagen Inc., California, USA). Para el crecimiento de los clones se
utilizé medio Luria-Bertani (LB, 1% bacto-triptona, 0,5% extracto bacto-levadura, 1%
NaCl, pH 7.0).

Para determinar la presencia de colonias transformantes, se utilizd Isopropil B-p-
tiogalactopirandsido (IPTG) y 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil B-p-tiogalactopirandsido (X-Gal),
Sigma Chemical Co. St Luis, USA.

3.1.6. Ensayos de especificidad.

Con este fin, se utiliz6 ADN extraido a partir de células polimorfonucleares de plasma de
pacientes con carga viral positiva de VIH en estado de provirus; ADN de virus de Hepatitis
B; ARN de virus de Hepatitis C; ADN de Helicobacter pylori (gentileza del Centro de
Diagnoéstico Molecular de BiosChile 1.G.S.A.). Los ADN extraidos a partir de Salmonella
sp. (aislada a partir de pollo), Sa/monelia sp. (aislada a partir de yema de huevo), Proteus
vulgaris, Vibrio sp. (V57 98); Yersinia sp., Pseudomonas putida, P. versicularis, P. malei,
P. diminuta, Alteromonas sp., Aeromonas salmonicida, fueron obtenidos de Fundacién
Ciencia para la Vida.

3.1.7. Instrumentos y equipos

Se utilizaron los siguientes instrumentos y equipos: termociclador programable PTC 200 MJ

Research Inc., vortex Fischer Genie 2 G-650, centrifuga Eppendorf 5415 C, fuente de poder
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Biorad powerpack 200, cdmaras de electroforesis DNA Plus USA Scientific, balanza
analitica AA-160 Denver Instruments Company, horno de hibridacién PersonalHyb®
Stratagene, estufa de incubacién Memmert tipo BM300, freezers de —20°C y —80°C, lector
de microplacas de ELISA Tibertec Multiscan Plus MK II Labsystem, espetrofotémetro
Shimadzu UV-160°, campana de bioseguridad Factomet modelo BS 24242, centrifuga
Beckan-Dickinson, transiluminador Foto/Phoresis I, cAmara Fotodyne Polaroid Copal.

3.1.8. Programas computacionales.

OLIGO 4.1 Primer Analisys Software, National Biosciences, Inc. USA

32. METODOS

3.2.1. Extraccién de ADN a partir de muestras de sangre y orina.

Se desarrollé un método de extraccién de ADN a partir de muestras de sangre y orina, con la
finalidad de obtener el ADN de manera rdpida y sencilla. Este método se describe a
continuacién: cada muestra se centrifugé a 14.000 rpm durante 10 min y se descartd el
sobrenadante, Al pellet que contiene las células, se le agregd 1 mL de agua milliQ y se
invirtié el tubo varias veces hasta obtener homogeneidad. Luego se centrifugd durante 10
min en las condiciones descritas y se descarté el sobrenadante. Se agregaron 50 pL de
NaOH 0,2N y se incubd a 70°C durante 30 min, Después se agregd 12 pl. de Tris-HCI 1,64
mM y 5 ul. de HCI 2N para neutralizar la base. El lisado preparado de la forma descrita se
guardo a —20°C.

Alternativamente, se utilizd el sistema de purificacién de ADN del kit TBfast® de
PharmaGen S.A., Madrid, Espafia. Una vez agregado el Tris-HCl y el HCI, se agregd 1 mL
de Resina de Purificacién, se mezclé invirtiendo el tubo varias veces y se incubd por 5 min a
temperatura ambiente. El contenido del tubo se transfirié a una jeringa de 3 cc (Temuro
Medical Corporation, USA) que tenia unida en su extremo una columna de purificacion de

ADN. Después de presionar el émbolo de la jeringa, el material eluido se descarté. Luego se
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lavé 1a columna con 2 mL de Solucién de Lavado de Columnas y se colocd en un tubo
Eppendorf nuevo. Se centrifugd durante 5 min a 14.000 rpm. Nuevamente se coloco la
columna en un tubo Eppendorf estéril, se agregd 50 pL de agua estéril y se incub6 por 5
min. para permitir que el ADN fuera liberado de la resina. Finalmente se centrifugd a 14.000
rpm por 2 min, y se guardé el eluido a 4°C 0 —20°C hasta su utilizacion en la PCR.
3.2.2. Reaccion de Polimerizacion en Cadena (PCR).
La amplificacién por PCR de la secuencia 1S6110 de 316pb de M. tuberculosis con los
partidores 1S43-1S41 (figura 3) se realiz6 de acuerdo al siguiente protocolo: en un volumen
final de 50 pL se preparé una mezcla de PCR al agregar tampén de PCR 1x, 1,50 mM de
MgCl,, 0,20 mM de dATP, dCTP , dGTP, 0,049 mM de dTTP, 0,001 mM de dig-dUTP,
0,20 pM de cada partidor y 2,50 unidades de Tag DNA polimerasa. A esta mezcla se le
agregd 0,1 ng de ADN de control positivo para evaluar la amplificacion, 5 pL. de ADN de
.«~muestras clinicas o 5 pl. de H;O como control negativo sin templado.
La PCR se llevé a cabo en un termociclador PCT 200 MJ Research que se programé como
sigue: 5 minutos a 95°C para la desnaturacion inicial, 1 minuto a 94°C para la etapa de
desnaturacién de cada ciclo, 1,5 minutos a 72°C para la etapa de alineamiento de los
partidores y para la etapa de extensién, por un total de 30 ciclos. Finalmente se programé
una extension final de 10 min a 72°C. Después de la PCR los tubos se guardaron a -20°C
hasta su uso.
3.2.3. Electroforesis en geles de agarosa.
Los geles de agarosa se prepararon disolviendo 2 g de agarosa en 100 mL de Buffer TAE 1x
a 80°C. Luego a 100 mL de esta solucién se le agregé 10 pl. de bromuro de etidio de 100
png/mL y se colocé en la bandeja de la cdmara de electroforesis. Una vez gelificado, se
agreg6 8 pl. del ADN estandar de 100 pb en escalera (100 ng/uL), 10 pL. del ADN obtenido

mediante PCR y 10 pL del control negativo de PCR sin ADN templado. La electroforesis se
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realizé aplicando un campo eléctrico de 65 mV durante 90 min. Finalmente, el gel de
agarosa se fotografié con la cdmara Fotodyne de Polaroid sobre un transiluminador.

3.2.4. ELISA

Las microplacas de ELISA se incubaron con 100 pL de una solucién 3 pg/mL de proteina
polifendlica (38) en 4cido acético 0,1% y CuSO4 1 mM. Después de incubar por 20 min a
temperatura ambiente, se eliminé el contenido de las microplacas y se secaron a 37°C
durante 30 a 60 min, Se agregaron 100 pL de una solucion de streptavidina 2 pg/mL en PBS
1x a cada pocillo y se incubaron durante 1 h a 37°C. Después de esto se lavaron los pocillos
con 200 pL. de PBS y se secaron. Posteriormente se agregaron 300 pL de solucién de
bloqueo y se incubaron por 1 h a 37°C. Se elimin6 el contenido de cada pocillo de la
microplaca y se sec6 a 37°C por 1 h, para luego guardar las microplacas a 4°C hasta su uso.
A cada pocillo se agregaron 100 plL de solucién de oligonucleétido de captura marcado con
biotina 10 pmol/mL en PBS, se incubd a temperatura ambiente por 20 min, se agregé 200
pL. de PBS y la mezcla se elimind totalmente. En forma paralela, se tomaron 15 pL de
producto de PCR, se mezclaron con 85 pL de solucion de hibridacién (5% de formamida, 4x
SSC, 1x de solucién Denhart, 100 pg/mL de tARN de levadura, sulfato de dextrano 10%,
EDTA 2 mM pH 8.0), para luego incubar a 100°C durante 10 min. Inmediatamente los tubos
se colocaron en hielo durante 3 min, se agitaron en vortex por 5 s y se cenftrifugaron durante
10 s a 14.000 rpm para recuperar la totalidad del volumen en el fondo del tubo.

Se agregd 100 pL de la mezcla anterior a cada pocillo de la microplaca de ELISA y se
incubd a 50°C durante 1 h. Se descartd el contenido y se lavé con 300 pL de solucidn de
lavado post-hibridacién (SSC 0.2x, Tween 20 0.05%) durante 5 min a temperatura ambiente,
seguido de un segundo lavado con la misma solucién pero realizado a 50°C durante 5 min,
para mantener las estringencia del sistema, disminuyendo al maximo posibles apareamientos
inespecificos. Finalmente la placa se lavé nuevamente con la solucién descrita y a

temperatura ambiente. Posteriormente se secé la placa rigurosamente, se agregé 100 pL del

21




conjugado anti-digoxigenina-peroxidasa diluido 1:1000 con solucién de dilucién de
conjugado (caseina de sodio 2%, sacarosa 2%) y se incubé a 37°C durante 30 min. Después
de esto, se lavd 4 veces con 300puL de solucién de lavado post-conjugado (PBS 1x, Tween
20 0,05%) a temperatura ambiente. Luego se agregd a cada pocillo de la microplaca 50 uL.
de TMB y 50 pL de H,O; y se incubé en oscuridad durante 15 min. Finalmente se agregd
100 pL de H,SO4 3 N a cada pocillo y se determiné la absorbancia a 450 nm (ver figura 5 A
y B). Como control negativo de ELISA, se utilizé pocillos a los que no se les agregd
producto de PCR y sélo solucidn de hibridacién (100 pL). Ademds, como control negativo
de los ensayos de estudio de los oligonucleétidos de captura, se utilizo pocillos en los que se

les agregd sélo PBS 1X (100 pL).
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Figura 5 A. PCR-ELISA. La amplificacién del fragmento de 316 pb de la secuencia de insercién 186110
mediante PCR permite incorporar en el producto resultante, digoxigenina-11'-dUTP. En forma paralela
la activacién de una microplaca de ELISA con streptavidina, permite el anclaje de un oligonucle6tido de
23 bases, biotinilado en el extremo 3', debido a la alta afinidad entre biotina y streptavidina. En la figura
Tagq representa la enzima Tag polimerasa, D representa digoxigenina-11'-dUTP y B representa biotina.
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Figura 5 B. PCR-ELISA (Continuacién). En una etapa posterior, el oligonucleétido es hibridado
a una de las hebras del fragmento de 316 pb debido a la complementariedad entre ambos. Esto
permite la captura del producto de amplificaciéon en forma especifica. Finalmente, al agregar un
anticuerpo antidigoxigenina conjugado con la enzima peroxidasa, se produce una reaccion
colotimétrica, sélo en presencia del producto de amplificacion.
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3.2.5. Construccién del control positivo

La secuencia IS6110 de M. tuberculosis se amplific6 por PCR como se describid
anteriormente pero sin digoxigenina-11-dUTP. El producto de amplificacion obtenido se
ligh al plasmido pCR 2.1™ del kit TA Cloning®. Esta reaccién es posible debido a que
durante la PCR, la enzima 7ag polimerasa incorpora en cada extremo 3’ de los productos de
amplificacion una desoxyadenosina. Esta base es complementaria a la timidina desapareada
presente en cada extremo 3’ del plasmido pCR 2.1 linearizado, por lo tanto la utilizacién de
la enzima T4 DNA ligasa, permite la ligacion del producto de PCR con el plasmido. De
acuerdo a las especificaciones del kit TA cloning, 3 pL del producto de PCR se mezclaron
con 1 pl de tampon de ligacién 10X, 2 pL del plasmido pCR 2.1 (25 ng/uL), 1 pL. de T4
DNA ligasa (4 unidades Weiss) y 3 pL de agua estéril. Esta mezcla se incubd a 14 °C
durante 16 h. Luego, el producto de ligacion, se utilizé para la transformacién de células de
E. coli cepa JM109. Para ello 100 pL de células competentes recién descongeladas se
mezclaron con 4 pL de la mezcla de reaccion de ligacion y la mezcla se incubéd en hielo por
30 min. Se di6 un shock térmico a 42°C por 30 s y se dejé en hielo por 2 min. A esta mezcla
se agregaron 500 pl. de medio LB con 100 pg/ml. de ampicilina y se incub6 a 37°C por 1 h,
con una agitacién de 225 rpm y posteriormente se dejo en hielo. Se tomaron 100 a 200 pl.
de esta mezcla y se esparcieron sobre placas con medio LB solido, 5 pL. de IPTG 840 mM y
80 pL de X-Gal 20 mg/mL. Después de esto, las placas se incubaron a 37°C toda la noche.
Finalmente se trasladaron a 4°C por 2 h para permitir el desarrollo de color apropiado.

Para confirmar la presencia del inserto correspondiente en las colonias blancas se tomd con
un asa una muestra de ellas y se agregaron a un tubo eppendorf de 500 uL que contenia 50
ul. de una mezcla de PCR (43) como la que se describié mdas arriba, pero sin la
incorporacién de digoxigenina-dUTP y con la misma concentracién de dTTP que el resto de
los dNTP’s. Una vez concluida la reaccidon de PCR, se tomaron 10 pL de la mezcla

resultante y se realizé electroforesis en gel de agarosa al 2%. Las colonias con el inserto
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correspondiente, se trasladaron a placas de agar con medio LB mas ampicilina 100 pg/mL y
se incubaron a 37 °C por 16 h. Estas colonias se guardaron a 4 °C para su posterior uso y
extraccion del ADN plasmidial. El ADN plasmidial se prepar6 a partir de cultivos de 5 mL
en medio liqguido LB mas ampicilina (Miniprep) o en voliimenes mayores (Maxiprep). El
ADN plasmidial se purificé utilizando el procedimiento de Qiagen, de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Una vez obtenido el ADN plasmidial purificado se guard6 a
—80 °C hasta su utilizacién como control positivo del ensayo de PCR-ELISA. Hay que hacer
notar que la amplificacién del elemento IS6110, el clonamiento en el vector pCR 2.1, la
transformaciéon de las células competentes JIM109 y la miniprep se realizaron en el
laboratorio de la Dra, Maria Inés Vera de la Universidad Nacional Andrés Bello. La
maxiprep se realizé en el laboratorio de la Dra. Rosalba Lagos y en el laboratorio del Dr.
Carlos Jerez de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile. Esto con el objeto de
eliminar posibles contaminaciones con bacterias transformadas o con productos del ADN
plasmidial en el laboratorio, lo cual podria traducirse en serios problemas de especificidad
del ensayo de PCR-ELISA.

3.2.6. Secuenciacion del fragmento 1S43-1S41.

Para obtener la secuencia del fragmento 1S43-IS41, 500 ng del control positivo se enviaron
al Centro de Diagndstico Molecular de BiosChile. El procedimiento realizado fue el
siguiente: en un volumen final de 20 pi., el ADN templado se amplificé con los partidores
M13 sentido y antisentido (3 pmoles/ul.), en presencia de dNTP y didesoxinucledtidos
marcados con moléculas fluorescentes (44), durante 25 ciclos de 95°C por 10 s y 60°C por 4
min. Luego se realizo una precipitacién diferencial con isopropanol al 60% en ausencia de
luz y centrifugacién a 14.000 rpm por 15 min. Se descart el sobrenadante. Después se
agregd isopropanol al 75%, se centrifugé a 14.000 rpm por 5 min y se descart6 el
sobrenadante para eliminar los didesoxinucledtidos en exceso. Finalmente, se

resuspendieron los productos de la amplificacién en buffer de carga y se realizé una
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electroforesis capilar en un equipo ABI Prism 310 Genetic Analizer. El resultado fue
obtenido y procesado mediante el programa Sequence Analisys en un computador PowerG3
de Macintoch.

3.2.7. Linearizacién del plasmidioc recombinante con la enzima de restriccién Bgl IT
Con el objeto de linearizar el plasmidio recombinante, se preparé una mezcla de reaccién de
10 uL de volumen total que contenia 1 pl. de tampoén de reaccién 10X, 2 pL. de ADN
plasmidial recombinante (~1 pg), 6 pL. de H;O y 1 pL de enzima de restriccion Bgl II. La
mezcla se incubd durante toda la noche a 37°C y posteriormente se incubé a 70°C durante
10 min para inactivar la enzima de restriccion. Luego se tomé 1 pL de la mezcla y se
visualizé mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%. El pldsmido resultante se
utilizé como templado en la reaccién de PCR.

3.2.8. Relacidn entre el nitmero de copia y Ia masa del control positivo

Para caracterizar el estudio de la capacidad de deteccién del PCR-ELISA desarrollado, fue
necesario realizar la determinacion del nimero de copias correspondientes a una masa
determinada del control positivo. Para este fin, se tomaron en cuenta dos consideraciones
iniciales. La primera es que la masa promedio de un par de bases es de 678 g/mol (45), y la
segunda es que el tamafio total del control positivo construido es de aproximadamente 4200
pares de bases. A partir de esto, se puede decir que la masa total del control positivo es de
2,8x10*' femto gramos por mol de moléculas de ADN.

La secuenciacion del control positivo mostré que por cada unidad del plasmidio
recombinante existe una inica copia del fragmento de 316 pb IS43-IS41 (ver Resultados,
pégina 36). Por lo tanto, por cada mol de moléculas del control positivo existen 6.02x10%
copias del fragmento IS43-IS41. Lo que estd contenido en una masa total del plasmidio
recombinante de 2,8 x 10° g 0 2,8 x 10*' fg de ADN. De esto se puede deducir facilmente
que una copia de control positivo que contiene una copia del fragmento de 316 pb,

corresponde a 4,6 ag de ese ADN.
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4. RESULTADOS

4.1. La Reaccion de Polimerizacién en Cadena.

Las condiciones en que se realizo le reaccion de PCR (Métodos, pagina 20) resultaron ser
optimas para la obtenciéon de productos de amplificacién a partir del ADN genémico de
Mycobacterium tuberculosis. Como se muestra en la Figura 6, se obtuvo una banda de
tamafio esperado de 316 pb que representa la amplificacién del segmento delimitado por los
partidores 1S43 e IS41 de la secuencia de insercion IS6110 de la bacteria (ver figura 3,

pagina 15).

Figura 6. Productos de PCR de 316 pb resultantes de la
amplificacion a partir del ADN gendémico de
Mycobacterium tuberculosis y de los partidores 1S43 e
IS41. El gel de agarosa al 2% muestra la banda de tamafio
esperado de 316 pb. Carril 1. ADN estandar en escalera de
100 pb, Carriles 2. Productos de PCR de 316 pb.
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4.2. Titulacién de la digoxigenina-dUTP

Una vez optimizadas las condiciones de amplificacion del fragmento de 316 pb, se procedié
a determinar las concentraciones de digoxigenina-11-dUTP que dieran una respuesta 6ptima
en el ELISA. Esta es una etapa importante del desarrollo del ensayo ya que la dig-dUTP es
uno de los reactivos de mayor costo de este test. Por lo tanto fue muy importante determinar
la concentracion minima que podria ser usada, sin afectar la capacidad de deteccion del
sistema. Se utilizaron las siguientes razones de dTTP/dig-dUTP para la amplificacién de
10ng de ADN: 200/0 uM, 49/1 uM, 47,5/2,5 pM, 45/5 pM, 95/5 pM y 190/10 uM. La
concentracion de los otros dNTPs fue de 200 pM.

El analisis de los geles de agarosa al 2% revel6 que existe un mayor retraso en la migracion
de los productos de PCR resultante del aumento de tamaiio del fragmento (figura 7), ya que
a medida que aumenta la razon dTTP/dig-dUTP existe un mayor nimero de residuos de
digoxigenina en ese fragmento. Cabe recordar que la digoxigenina-11’-dUTP tiene un peso
molecular mayor, comparado con el del dTTP (ver figura 1 y 2, pagina 14). No obstante, lo
anterior no alterd la intensidad de las bandas indicando que las reacciones de amplificacion

y la incorporacién de dig-dUTP fueron igualmente eficientes para cada razén utilizada.

Figura 7. Incorporacion de Digoxigenina-dUTP. Gel de agarosa al 2% que muestra la
amplificacion por PCR del ADN de M. tuberculosis con los partidores IS41-IS43 y con diferentes
razones dTTP:dig-dUTP, en uM. En cada carril se colocd 10 pL de producto de PCR. Carriles 1 y
9, ADN estandar de 100 pb en escalera, 2, 200:0; 3, 49:1; 4, 47,5:2,5; 5, 95:5; 6, 190:10; 7, 45:5; 8,
Control negativo, mezcla de reaccion sin ADN templado y una proporcion de dTTP:dig-dUTP de
95:5.
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Absorbancia a 450 nm

Para el ensayo de ELISA de captura, las razones de dTTP/dig-dUTP fueron las mismas
utilizadas en los experimentos que se muestran en la Figura 4. Después de la amplificacion
los productos de PCR se diluyeron 250 veces y 15 pL se aplicaron a cada pocillo en
cuadruplicado (ver Métodos). Como se observa en la Figura 8, hay un aumento de la lectura

a 450 nm proporcional al aumento de la razén digoxigenina-11-dUTP. A pesar de que la
lectura con la razén 49:1 fue menor que las otras proporciones, hay que considerar que el
tiempo de revelado fue sélo de 7,5 min. En los estudios que se muestran a continuacion se

utilizé la razén 49:1 y un tiempo de revelado con los sustratos de la peroxidasa de 30 min.

1,750

47525 955 455 Control  sin producto
Negativo PCR
PCR

200:0

Relacién de dTTP:Dig-dUTP

Figura 8. Resultado del PCR-ELISA, tomando los productos de PCR mencionados
en la figura 6. Tiempo de revelado 7.5 min. Control Negativo PCR significa que el
producto de PCR tomado no tiene ADN de TBC, y sin producto PCR significa que
al pocillo sélo se le agregd solucion de hibridacion.

Los resultados anteriores nos permitieron optimizar las condiciones de la etapa de
amplificacion respecto a la temperatura de apareamiento, la concentracién de los partidores,
numero de ciclos y tiempo de desnaturacién, apareamiento y extension, como se describid

en Métodos. La etapa siguiente fue determinar cémo la razéon dTTP/dig-dUTP afecta la
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determinacién de la cantidad de productos de amplificacién mediante un ensayo de ELISA.
Previamente se habia determinado las concentraciones mas efectivas del oligonucleétido de
captura, la concentraciéon de formamida, las diluciones del anticuerpo anti-digoxigenina

conjugado con peroxidasa, y los tiempos de incubacion de cada etapa (ver mas adelante).

4.3. Comparacion de los tres oligonucledtidos de captura

Para comparar la eficiencia de los oligonucledtidos TBO1, TBO2 y TBO3 en la etapa de
captura, los pocillos se activaron con 1 pmol de cada uno de ellos por separado y el ELISA
se ensay6 con 15 uL del producto de PCR previamente diluido 1/500. En la Figura 9 se
observa que la absorbancia obtenida a 450 nm de los 3 oligonucleétidos no muestra una

diferencia significativa entre ellos.

Absorbancia a 450 nm

TBO 1 TBO2 TBO3 sin6ligo  sin producto
PCR

Figura 9. Anilisis comparativo de la eficiencia de captura de los diferentes
oligonucleétidos TBO. En la etapa de ELISA de captura, cada pocillo se activo
con los diferentes oligonucledtidos, en triplicado. Se incluyé ademas, pocillos sin
oligo, en los que se agregd solo PBS 1X y pocillos sin producto de PCR, como
controles negativos de ELISA.
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A pesar de que existen diferencias en las secuencias del fragmento 1S43-IS41 en que cada
oligonucleétido hibrida (ver figura 3, pagina 16), esto no tendria un efecto significativo en la
eficiencia de capturar los productos de PCR (figura 9). Sin embargo, al determinar la
frecuencia de estructura secundaria o capacidad de formar dimeros de estos oligonucle6tidos
utilizando el programa OLIGO version 4.1, se encontré que tanto el oligonucleétido TBO 1
como el TBO 2, con una Tm alrededor de 60°C, presentan una estructura secundaria
bastante estable. En contraste, el oligonucleétido TBO 3, a pesar de poder formar una
estructura secundaria, la Tm fue bastante menor (26°C), posiblemente por formar una asa de
s6lo 6 nucledtidos. Basado en estos resultados, el desarrollo del ensayo se continué con el

oligonucleétido TBO 3 (Figura 10).

AGTGTGGLT = TBO 1
“ 0TI ,
AACGCCCGTGGCATTT 57
CGGCCTGTCC 3°
(B) [ ol TBO2
ITCARACCAGTAGTCG 5°
(©) 5° I,GCTI}[I;! S
3° ATCCACTCCAGACGATGG-

Figura 10. Estructuras secundarias de los oligonucleétidos de captura TBO1, TBO2 y
TBO3.

4.4. Titulacion de TBO 3.

Para determinar la concentracion optima del oligonucledtido de captura, pocillos de la
microplaca de ELISA se activaron con 0,01; 0,1; 0,4; 0,8; 1,0; 5,0; 10,0; 25,0 y 50,0 pmoles
del oligonucledtido TBO 3. La reaccion de PCR se realizé con 10 ng del ADN de M.
tuberculosis y los productos de PCR se diluyeron 1/250 para poder obtener una relacién

lineal entre la concentracion de oligonucledtido versus la absorbancia a 450 nm, evitando
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Absorbancia a 450 nm

que los valores obtenidos sobrepasen la escala lineal de lectura del lector de microplacas de

ELISA.

Los resultados muestran que alrededor de 10 pmoles por pocillo se observa la mayor

absorbancia, por lo que dicha concentracion se utilizo en los ensayos futuros (figura 11).

2,750 -
2,500 T —
2,250
2,000
1,750 —
1,500
1,250 |
1,000 +— —
0,750 -

0,500 -
0,250 .
0,000 | === — _mem

0,01 01 04 0.8 1 5 10 25 50 sin 6ligo sin Prod. control
PCR  negativo
PCR

T

pmoles de éligo/pocillo

Figura 11. Titulacién del oligonucleétido de anclaje TBO 3. Los pocillos de la microplaca se activaron
con diferentes diluciones de TBO3, desde 0,01 a 50 pmoles por pocillo, en triplicado. Como controles
negativos de ELISA se utilizaron pocillos que no fueron activados con TBO3 (sin éligo) y pocillos que
fueron activados con 1 pmol de TBO3 pero que no se les agregé el producto de PCR (sin Prod. PCR).
Como control negativo de PCR, se utilizé un producto de PCR al que no se le agregé ADN templado.

4.5. Estandarizacién de la concentracion de formamida en la solucién de hibridacién

Los productos de PCR después de la desnaturacion y enfriamiento a temperatura ambiente o
la temperatura de hibridacion, podrian formar estructuras secundarias relativamente estables,
las cuales también podrian influir negativamente en la etapa de captura. Ademas de la
temperatura de hibridacion, otra forma clasica de evitar la formacién de estructuras
secundarias anémalas, es mediante el uso de formamida (46). Con el objeto de estudiar el
efecto de la concentracion de este compuesto, la reaccion se realizo con soluciones de

hibridacion que contenian 5, 10, 15, 20, 30, 40% de formamida final. El producto de PCR se
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mezcld en las soluciones con las distintas concentraciones de formamida, se desnatur6 y
100 uL de la mezcla se aplicaron a cada pocillo en duplicado. La mezcla se incub6 a 50°C
durante 1 h para permitir la hibridacién. Como control negativo se utiliz6 una mezcla de
PCR sin templado y un producto de PCR de 439 pb del rDNA mitocondrial de ratén de 16S
(ver figura 4, pagina 17) amplificado también en presencia de dig-dUTP.

Como se observa en la Figura 12, a concentraciones de hasta 10% de formamida la
absorbancia fue semejante a la obtenida sin el agente denaturante, aunque a concentraciones

mayores de 20% a 40% se observo una caida progresiva de la lectura.

4000 ——— -

3.500 - S
—— 15431541

—&— 168 raton

3.000 -

2.500
2.000 —

1.500 — B \\k .
1.000 f \\\\ -

0.500 —— — S

Absorbancia a 450 nm

0.000 ———— ‘ . — .
sin 5% 10% 15% 20% 30% 40%
formamida

Porcentaje de formamida en solucién de hibridacién

Figura 12. Efecto de la concentracién de formamida en el PCR-ELISA. Se probaron
diferentes porcentajes de formamida en la solucién de hibridacién, siendo 5% la
concentracién 6ptima para el PCR-ELISA. Para descartar la posibilidad de hibridaciones
inespecificas, se incorporé un control negativo correspondiente a un fragmento de 439 pb
del gen 16S mitocondrial de ratén.
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4.6. Construccion del control positivo.

En el desarrollo de cualquier test de diagnéstico es importante contar con un control
positivo. Sin embargo, en este tipo de ensayo basado en PCR, es importante contar con un
templado que pueda identificar muestras que sean falsos negativos. La Tag polimerasa es
una enzima que puede ser inhibida por una gran variedad de compuestos (heminas, heparina,
polisacaridos, metales pesados, etc.), lo cual puede traducirse en una nula amplificacién a
pesar de estar presente el templado que se desea amplificar. Este falso negativo puede
corregirse agregando el control positivo, el cual tampoco sera amplificado en presencia del o
de los inhibidores. Con este objeto, el fragmento de 316 pb se ligé al plasmidio pCR 2.1% y
posteriormente se transformaron células competentes JM109 como se describié en Métodos.
A partir de las colonias blancas se realizaron cultivos de 5 mL y la presencia del inserto se
verifico mediante PCR (Figura 14), utilizando los partidores descritos anteriormente. Una
vez seleccionados los clones que contenian el inserto, se realizé un cultivo mayor con uno
de estos clones, denominado St5, para aislar el plasmidio recombinante que constituiria el

control positivo.

316pb —p

Figura 14. Resultado de la Transformacién. Gel de agarosa al 2%, en el cual se aplicé 10 uL de
producto de PCR. De las 7 colonias transformantes obtenidas sélo una presenta el fragmento de 316 pb
(carril 5).
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Finalmente el plasmido obtenido a partir de St5 se secuencié (ver Métodos, pagina 26) y el
resultado mostrd 100% de identidad con los 316 pb correspondientes a la secuencia de

insercidon 186110 de M. tuberculosis (NCBI, ntimero de acceso X17348 y M25899).

4.7. Estudio de la capacidad de deteccion del test.

Para determinar el limite de deteccion del test PCR-ELISA se amplificaron cantidades
conocidas del control positivo obtenidas a través de dilucion seriada. A partir de una
concentracién de 1 ng/ul del control positivo determinada por electroforesis en gel de
agarosa y confirmada por espectrofotometria, se realizaron las diluciones, considerando que
1 copia de control positivo corresponde a aproximadamente 4,6 ag de ADN (ver Métodos,
seccién 3.2.8.). La amplificaci6n se realiz6 usando entre 1x10° 2 0,1 copias correspondientes
al fragmento 1S43-1841.

Del volumen total de la reaccién de PCR de 50 pL, se tomaron 15 pL los cuales fueron
analizados por electroforesis en un gel de agarosa y tefiido con bromuro de etidio. Como se
observa en la Figura 16 A, el fragmento de 316 pb se visualiza claramente hasta el carril 5,
que corresponde a 100 copias del control positivo. En contraste, al analizar 15 pL de la
misma reaccion de amplificacion mediante ELISA (Figura 16 B), ¢l ensayo fue capaz de

detectar eficientemente 1 copia del control positivo.
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Absorbancia a 450 nm

316 pb

- -_ﬁuﬁ

1E5 1E4 1E3 100 10 5 1 05 0.1 Control  Sin Prod.
Negativo  PCR

N° de copias del fragmento 1S43 - IS41

Figura 16. Estudio de la capacidad de deteccion del PCR-ELISA. (A) Gel de agarosa
al 2% con los productos de PCR del control positivo de PCR en diferentes nimeros de
copias del fragmento 1S43-IS41. En cada carril se colocé 15 pL de los productos de PCR.
Carril 1, ADN escalera de 100 pb.; 2, 10° copias; 3, 10* copias; 4, 10° copias; 5, 10°
copias; 6, 10 copias; 7, 1 copia; 8, control negativo de PCR (B) ELISA usando 15pL de
los productos de PCR mencionados en A. Ademas se incluyeron los productos de PCR
obtenidos a partir de 5 copias, 0,5 copias y 0,1 copias. Como control negativo de ELISA
se incluyé pocillos sin producto de PCR.
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4.8. Ensayo de la Especificidad del test.

Una manera para determinar la especificidad del test PCR-ELISA es utilizar como templado
para la reaccién de PCR el ADN de otros patgenos, tales como VIH (en estado de
provirus), H. pylori, virus de la Hepatitis B, virus de la Hepatitis C (¢cDNA), Salmonella sp.
(aisladas de pollo y de yema), Yersinia sp., Vibrio sp., Proteus vulgaris, P. putida, P.
versicularis, P. malei, P. diminuta, Alteromonas sp. y A. salmonicida. En una primera fase,
los productos de amplificacién se analizaron mediante electroforesis en agarosa. Como se
muestra en la Figura 17 (a y b) s6lo se detect6 el fragmento de 316 pb en la muestra que
contiene ADN de M., tuberculosis. Para confirmar la ausencia de productos de amplificacién
inespecificos que pudiesen haberse encontrando a una concentracién por debajo del limite
de deteccion del gel de agarosa, se realizo la etapa de ELISA. Como se muestra en la Figura
18, las lecturas obtenidas con los templados de otros patégenos fue baja y semejante al
control negativo, en contraste con la lectura del control positivo que fue superior a 2

unidades de absorbancia.
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Figura 17. Ensayo de Especificidad. Gel de agarosa al 2%. Se observa la amplificacion del
fragmento de 316 pb s6lo en presencia del ADN de M. ruberculosis. Carril la y 1b, estindar de
ADN escalera de 100 pb; 2a, M. ruberculosis; 3a, control negativo (PCR sin ADN templado); 4a,
VIH; 5a, H. pylori; 6a, HBV; 7a, HCV; 8a, Salmonella sp. (aislada de pollo); 9a, Salmonella sp.
(aislada de huevo); 10a, P. vuigaris; 2b, Vibrio sp; 3b, Yersinia sp; 4b, P. putida; 5b, P.
versicularis; 6b, Alteromonas sp.; To, P. malei; 8b, P. diminuta; 9b, A. salmonicida. Se cargd 10
pL de cada producto de PCR
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4.9, Estudio de la sensibilidad del test.

El Instituto de Salud Publica entregd 8 muestras problemas para su analisis. Una fraccion de
cada muestra se analizé mediante el sistema de diagnéstico para tuberculosis TBfast® de
Pharmagen S.A. La otra fraccion se proceso para obtener el ADN segun lo descrito en
Métodos y se ensay6 mediante el test PCR-ELISA desarrollado en esta memoria de titulo. El
resultado obtenido se resume en la tabla 4.1., el que muestra un 100% de correlaciéon con los

resultados obtenidos con el método de TBfast® o del Instituto de Salud Piblica.

Muestra PCR-ELISA T Bfast

- I Q m O O ®

Tabla 4.1. Estudio de la sensibilidad con muestras incoégnitas. El resultado
del PCR-ELISA para la deteccion de tuberculosis en muestras provenientes del
ISP mostré 100% de correlacion con los resultados obtenidos con el método
TBfast® o con los resultados del ISP. El signo + corresponde a un resultado
positivo y el signo — corresponde a un resultado negativo.
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4.10. Ensayo de recarga de muestras de sangre y orina.

Se tomaron muestras de sangre y orina de diferentes personas presuntamente sanas. Las
muestras de sangre se almacenaron a 4°C en tubos en presencia de EDTA para evitar la
coagulacion.

Fuera de las muestras del ISP, todos los ensayos anteriormente descritos se realizaron
utilizando el control positivo como templado. Con el objeto de determinar si los
componentes de la muestra podrfan interferir en el ensayo, se hicieron recargas del control
positivo en muestras de sangre de diferentes personas presuntamente sanas. En este estudio,
las recargas se realizaron agregando una cantidad predeterminada de E. coli transformada y
correspondiente al clon St5. Un cultivo estdndar de este clon en medio LB con ampicilina se
diluyé a una concentracién final aproximada de 30 bacterias/100 pL. Para confirmar el
nGmero exacto de bacterias, alicuotas de estas diluciones se sembraron en triplicado en
placas de agar en medio LB con ampicilina. Asi por ejemplo, la dilucién de 30 bacterias/100
uL produjo 23 + 6,9 colonias en el medio sélido.

Para descartar la posibilidad de amplificacién inespecifica entre los partidores IS43 e IS41 y
la secuencia del plasmido pCR 2.1° que no incluye el fragmento de 316 pb, se utilizé un
control negativo que consistié en un clon de E. coli (clon T) que contiene el plésmido pCR
2.1%® mas un inserto de 154 pb correspondiente al gen del ARN ribosomal mitocondrial 16S
de ratén (47). El clon T se crecié en medio de cultivo LB con ampicilina durante toda la
noche a 37°C y se diluy6 en forma seriada hasta obtener alrededor de 50 bacterias/100 pL.

Al cultivar 100 pL de esa dilucién en agar-LB en triplicado, durante toda la noche, se

obtuvieron 85 + 38,7 colonias.
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Se tomé 1 ml de cada muestra de orina o de sangre a las cuales se le agregd 100 pL del clon
St5 (23 bacterias del clon positivo) o 100 pL de PBS como control (muestra sin recarga).
Una muestra al azar de sangre y una de orina fueron recargadas con el control negativo
(recarga con clon T), correspondientes a 85 bacterias del clon T. En forma paralela, tanto a
una muestra de 1 mL de sangre como de orina se recargaron con 10 ng de ADN del control
positivo justo antes de agregar 50 pL. de NaOH 0,2 N e incubar por 30 min a 70 °C.

Como se observa en la Figura 19 a y b, tanto las muestras de orina como de sangre dieron
absorbancias a 450 nm que fluctuaron alrededor de 0,1 y que fueron similares al control
negativo. Esto confirma que todas las muestras eran negativas para M. fuberculosis. Por otro
lado, las muestras de orina y de sangre que se recargaron con el clon St5, fueron todas

positivas (Figuras 19 ay b).
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5. DISCUSION.

El desarrollo del PCR-ELISA para la deteccién de M. fuberculosis cubri6 varios aspectos
necesarios para obtener un sistema de deteccion sensible y especifico y con un costo
apropiado. Para ello no solo se estandarizaron las concentraciones O6ptimas de los
componentes de la etapa de PCR como del ELISA de captura, sino que ademas se desarrolié
un método simple de extraccién alcalina del ADN templado. Por otro lado, se ensayo el
efecto de la formamida en la hibridacién del oligonucledtido de captura y el producto de
PCR, la cual se traduce en una mayor estrictez del ensayo, aumentando por Io tanto su
especificidad.

5.1. Titulacién de la digoxigenina-dUTP.

Como se mostrd en la Figura 7 (pagina 29), existe un patrén de migracion diferenciado que
depende de la razén dTTP/dig-dUTP y del porcentaje de dig-dUTP incorporado en la hebra
que hibrida con el oligonucleétido de captura. El aumento aparente en pares de bases del
amplicén se debe al alto peso molecular de la digoxigenina incorporada lo que se traduce en
un retraso en la migracién del ADN frente al campo electroforético. Dig-dUTP es un
componente del ensayo de alto costo. Para bajar la concentracion de este nucledtido se
recurrié a dos estrategias complementarias. Por un lado se bajé la concentraciéon de dTTP
(dTTP + dig-dUTP en relacion a las concentraciones de dATP, dCTP y dGTP (0,2 mM cada
uno) que corresponden a concentraciones saturantes para la Tag polimerasa. De esta forma
la reacci6én de amplificacién se hacia dependiente de la concentracién de dTTP + dig-dUTP.
En este sentido y segin el resultado mostrado en las figuras 7 y 8 (paginas 29 y 30), la
reaccién de PCR resultd ser tam eficiente cuando la concentracién total de la pareja
dTTP/dig-dUTP era la cuarta parte de la concentracién de cada uno del resto de los

nucledtidos, como cuando la concentracién de dTTP era 0,2 mM, pero sin incluir dig-dUTP.

Por otro lado, cuando se utilizaba la misma razén de dTTP/dig-dUTP, 47,5/2,5 uM, 95/5

uM y 190/10 pM, pero en diferentes concentraciones en relacién con los otros nucleétidos,

45




el resultado obtenido en el gel de agarosa mostr6 que la migracion de los productos de PCR
era la misma, lo que sugiere que la incorporacién de la dig-dUTP depende de la razén
dTTP/digdUTP y no de la cantidad disponible de dig-dUTP y dTTP en el medio de reaccién.
Luego, el ELISA de captura confirmé este resultado ya que las lecturas obtenidas con las
diferentes razones fueron practicamente iguales (figura 8, pagina 30). Por lo tanto, este
experimento demostré que lo mds importante para obtener mayores lecturas en el ELISA de
captura, es aumentar la razén dTTP/dig-dUTP y no necesariamente la concentracion de dig-
dUTP final en el medio de reaccion.
La segunda estrategia fue capturar del amplicén, aquella hebra que tuviere un mayor
contenido de T, que resultd ser Ia hebra antisentido que tiene 57 timidinas, contra 51 que
tiene la hebra sentido en los 316 pb. De esta estrategia también dependié el disefio de los
oligonucledtidos de captura.
El resultado de estos estudios revelé que la relacion dTTP/dig-dUTP de 49:1 da una lectura
en el ensayo de ELISA que corresponde a 15 veces el control negativo sin templado en la
PCR. Aungque ese valor fue la mitad del valor de la lectura obtenida con la razén 95/5, al
aumentar el tiempo de incubacién de los sustratos de la peroxidasa desde 7,5 a 30 min fue
posible en definitiva detectar hasta una copia del fragmento del 316 pb proveniente del
repetido IS6110 de M. tuberculosis, confiriéndole al ensayo desarrollado de PCR-ELISA
una capacidad de deteccién excelente. Al ser la digoxigenina-11-dUTP uno de los reactivos
més caros de este sistema de deteccién, su uso en la menor cantidad posible optimiza este
sistema desde el punto de vista de costo, sin afectar la sensibilidad del sistema.
5.2. Oligonucledtidos de captura.
Como se discutié anteriormente, para desarrollar la etapa de captura del ELISA, se escogié
Ia hebra antisentido del amplicén de 316 pb obtenido por PCR, debido a un mayor contenido
de T. Para escoger los oligonucle6tidos de captura se eligieron zonas del amplicon con
contenido relativamente bajo de C + G (14 o 15 de 25 nucledtidos), en relacion con la alta
concentracién de G y C de la secuencia IS6110, y en especial, del fragmento de 316 pb.
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Mediante este analisis se diseflaron 3 oligonucledtidos TBO1, TBO2, TBO3. Los dos
primeros presentan horquillas bastantes estables con Tm que varfan entre 60°C y 67°C (ver
figura 10, pagina 32). Por otro lado, TBO3 adopta una estructura secundaria menos estable
con una Tm de 26°C. Como se mostré en la figura 9 (pagina 31) los tres oligonucleétidos
funcionaron en forma equivalente en la etapa de captura del ELISA, pues las absorbancias
obtenidas fueron similares, sin embargo, se escogié el oligonucledtido TBO3 para el
desarrollo del PCR-ELISA, porque la poblacion de este oligonucledtido formando horquillas
a la temperatura de hibridacién, serfa més baja en comparacion con los otros dos
oligonucledtidos.

5.3. Titulacion del oligonucleétido de captura.

La determinacién de la concentracién 6ptima de TBO3 mostré que el aumento de captura
del amplicon desnaturado era proporcional a la concentracién del oligonucledtido entre 0.01
y 10 pmoles/pocillo. A concentraciones mayores de 10 pmoles/pocillo se observé una caida
progresiva de la lectura, indicando una inhibicién de la captura del amplicén. Es dificil
explicar este resultado, pero podria deberse a un efecto de impedimento estérico. Con una
mayor cantidad de oligonucleétido de captura en el pocillo podria dificultarse la hibridacién
de las hebras desnaturadas del fragmento amplificado de M. tuberculosis. En definitiva se
eligié una concentracién de 10 pmoles/pocillo para el formato definitivo del ensayo.

5.4, Efecto de Ia concentracion de formamida en la etapa de hibridacién.

La formamida es un reactivo que se utiliza habitualmente en la de hibridacién de 4cidos
nucleicos para que las condiciones sean més estringentes, disminuyendo asi la posibilidad de
que existan apareamientos inespecificos entre el oligonucleétido de anclaje y los productos
de PCR. Esto se explica debido a que la formamida es un eficiente formador de puentes de
hidrégeno, por lo que la hibridacién entre las dos hebras de 4cidos nucleicos se ve
favorecida sélo si existe una alta complementariedad enire ellas, anmentando la

especificidad del ensayo.
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Con este objeto se ensayaron diferentes concentraciones del reactivo, entre 5% a 40%. Los
resultados mostraron que la absorbancia obtenida fue similar al hibridar la misma cantidad
del producto de amplificacién en presencia de 0% a 15% de formamida. Sobre esta
concentracién y fundamentalmente entre 20% a 40 % de formamida se encontré una
progresiva disminucién de la lectura (figura 12, pagina 34). Esta disminucion es esperable,
pues a dichas concentraciones de formamida se modifica progresivamente el valor real de
Cot (concentracién molar de nucleétidos por segundo) (48), lo que afecta la reaccién de
hibridacién entre una hebra del amplicén y el oligonucledtido de captura.

Otra explicacién serfa un efecto del reactivo sobre la estreptavidina. Como se deseribio en
resultados, la unién de la sonda de captura al pocillo es mediada por la alta afinidad (Kp=10"
15y de 1a estreptavidina a Ia biotina (49) presente en el extremo 3’ de la sonda de captura.
Por lo tanto, uno esperaria que a las concentraciones del reactivo utilizadas, la estreptavidina
sufriera alglin cambio estructural que disminuyera la afinidad por la sonda biotinilada, lo
cual se traduciria en una lectura del ELISA menor. Sin embargo, llama la atencién que la
absorbancia obtenida con 10% formamida fuera similar a la lectura del control sin
formamida. Una explicacién posible es que la estreptavidina unida a la placa mediante su
unién a pegotina, estabilice la estructura de la proteina como fue demostrado con la
gonadotrofina coriénica humana o HCG (39).

5.5. Control positivo.

El clonamiento exitoso del fragmento de PCR permitié incorporar a este sistema de
diagnéstico un control positivo de PCR. La secuencia del inserto del clon St5 fue 100%
homéloga a la secuencia correspondiente de M. tuberculosis.

La utilizacién de un control positivo es fundamental en un sistema de diagnéstico basado en
PCR, sobre todo si se trabaja con muestras en las cuales puedan existir compuestos
inhibidores de la Tag polimerasa, tales como el grupo hem presentes en la sangre, heparina,
metales pesados, melanina, etc (50). En presencia de estos inhibidores, la Tag polimerasa no
podria amplificar el templado blanco dando origen a falsos negativos. Por otro lado, si en
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forma paralela se realizara la reaccién de PCR en la misma muestra a la cual se le adicion6
un control positivo y esta sigue siendo negativa, se puede demostrar que la muestra estd
inhibida. En este caso la muestra de ADN deberia ser repurificada o recurrir a una nueva
muestra.

A pesar de la conveniencia de utilizar el control positivo en el PCR-ELISA también este
tiene una desventaja. Como el sistema es tan sensible, la mds pequefia contaminacioén de ia o
las muestras con dicho control puede generar falsos positivos. Por lo tanto, el manejo de los
controles y las muestras tiene que ser muy meticuloso. Una solucién a este problema seria
reemplazar el control positivo por un control interno que consistiera en un plasmido més un
inserto amplificable con un set de partidores diferentes a IS43 e IS41 y que se agregaraa la
muestra en la misma reaccién de PCR. En la fase del ELISA del ensayo se tomarian
alicuotas iguales y mientras una se hibrida a la sonda de captura para M. tuberculosis, en el
pocillo paralelo el amplicon de control interno hibridaria a otra sonda de captura también
especifica. De esta forma, si el control interno da una lectura francamente positiva y la
muestra da una valor de absorbancia semejante al control negativo, uno puede asegurar que
la muestra es verdaderamente negativa,

5.6. Capacidad de deteccién y especificidad del ensayo.

La PCR es una técnica poderosa que tedricamente puede amplificar una copia de ADN
templado. Esta propiedad de la técnica fue exitosamente demostrada en esta memoria de
titulo. El método PCR-ELISA desarrollado no solo permitié detectar una copia del inserto
del clon St5, sino que ademas mostré ser 100 veces mas sensible que la deteccion mediante
electroforesis en geles de agarosa y tincién con bromuro de etidio.

Segiin estudios realizados por Plikaytis y col. (42), al comparar la amplificacion de una
tnica copia del gen groEL de M. tuberculosis con la amplificacién de un fragmento de
186110, el niimero de copias de esta Gltima era de al menos 10 en el patégeno. Por lo tanto,
si consideramos que el fragmento de 316 pb se encuentra presente en la secuencia de

insercion 1S6110 una sola vez y que el ensayo desarrollado en esta memoria de titulo detecté
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una copia del elemento de insercion, entonces es posible que este método pueda detectar una
bacteria en una muestra determinada.

Utilizando el mismo razonamiento, Plikaytis y col. (42) determinaron que M. bovis tenia una
a dos copias del fragmento 1S6110. Por lo tanto la deteccién de una copia del fragmento de
316 pb mediante PCR-ELISA, hace posible diagnosticar la presencia de esta bacteria. Esto
tiene importaneia no sGlo por la posibilidad de hacer extensivo el uso de este ensayo de
PCR-ELISA en muestras de ganado bovino, sino que también en muestras clinicas humanas,
en las que también se ha visto una correlacién de la tuberculosis con M. bovis (2, 5).

Para evaluar la especificidad del PCR-ELISA se realizaron ensayos con ADN obtenido de
diferentes patogenos humanos tales como el provirus de VIH causante del SIDA, H. pylori
que predispone la aparicién de gastritis estomacal e intestinal, Salmonella sp. responsable de
enfermedades gastrointestinales y algunas especies pertenecientes al género Psenudomonas,
que se caracterizan por producir enfermedades de manera més frecuentemente en personas
con sistema inmunologico deprimido. Dentro de este grupo también se ensayaron como
templado muestras positivas al virus de Hepatitis B y C obtenidas del Centro de Diagnostico
Molecular de BiosChile 1.G.S.A. Otras muestras incluyeron un panel de patogenos de
salmones. El ensayo mostré una absorbancia alta para M. tuberculosis y lecturas similares al
control negativo para los demés patégenos ensayados.

En el futuro serd interesante evaluar otros patdgenos e inclusive otras micobacterias
relacionadas o no relacionadas a la enfermedad. Por ejemplo, demostrar la deteccion de M.
bovis, M. africanum, M. microti mediante el ensayo de PCR-ELISA. También serd necesario
determinar la especificidad con ofros patdgenos tales como, M. avium y M. leprae, causante
de la lepra. Probablemente estos resultados serdn negativos ya que Plikaytis y col. (42),
demostraron que con los mismos partidores 1S43-IS41 no se logré amplificacién de otras

micobacterias.
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5.7. Sensibilidad y evaluacién de muestras.

Uno de los objetivos cumplidos en esta memoria de titulo fue aplicar un método simple para
extraer ADN de las muestras positivas a M. tuberculosis o muestras con recarga del clon
St5. El tratamiento con NaOH 0,2 N y posterior neutralizacion es simple y rapido, y evita el
uso de solventes organicos como fenol y cloroformo.

No fue fécil conseguir muestras humanas infectadas con M. tuberculosis. Sin embargo, y a
pesar de que el nimero de muestras donadas por el Instituto de Salud Publica fue bajo, los
resultados obtenidos con el ensayo de PCR-ELISA mostraron un 100% de correlacién con el
diagnéstico del Instituto y con el ensayo realizado con el test TBfast®. A pesar que esta
conclusion se basa en un muestreo pequefio, futuros ensayos con el mismo test permitirian
asegurar con méas precisién la sensibilidad del PCR-ELISA. Hay que hacer notar que una
razén que impidié conseguir mas muestras, es la baja tasa de morbilidad en Chile. Asi por
ejemplo, en el Centro de Diagndstico Molecular de BiosChile se han detectado sélo 9
muestras TBC positivas desde enero de 1999 a la fecha.

A pesar de estas dificultades, se ensayé el método de diagndstico con muestras de sangre y
orina humana artificialmente infectadas por la adicién del clon St5. Se ufilizo este enfoque
en lugar de hacer recargas con el ADN plasmidial aislado, para evaluar si el tratamiento con
NaQH en estas muestras era efectivo para la extraccion del templado. También era necesario
ensayar si la extracciéon del templado desde una muestra podia o no extraer potenciales
inhibidores de la reaccién de amplificacién. El resultado de este ensayo fue excelente, ya
que todas las muestras de orina y sangre con recarga resultaron positivas. Sin embargo, es
prematuro extrapolar estos resultados para muestras que contengan M. tuberculosis, ya que
esta bacteria posee una pared mds resistente, lo cual podria dificultar la extraccion de ADN.
Por otro lado, los ensayos realizados con las muestras provenientes del ISP demostraron que
el método de extraccién funcioné bien, lo cual indica que la obtencion del ADN a partir de

la bacteria no deberia presentar dificultades.
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5.8. PCR-ELISA versus otros test.

Como se discuti6 en la introduccion los limites de deteccién de sistemas como AMPLICOR
MTB® (31) y TBfast® (32) son de 800 bacterias/mL y 20 bacterias/ml. de muestra,
respectivamente. El PCR-ELISA desarrollado en esta memoria de titulo tiene una capacidad
de deteccion de 1 copia del fragmento [S43-I841. Debido a que M. tuberculosis tiene entre
10 a 20 copias de este fragmento presentes en su genoma, es muy probable que este ensayo
sea capaz de detectar la presencia de 1 bacteria/mL de muestra.

En lo relativo al costo del ensayo, podemos compararlo con ¢l precio de venta del kit IPNV
Genotest II utilizado para la deteccién del virus IPN. Este kit tiene un valor de $3.000 por
ensayo, en cuyo costo, ademdas de todos los reactivos comunes al del test desarroliado en
esta memoria de titulo, influyen la transcriptasa reversa y el inhibidor de ribonucleasas,
proteinas con un costo significativo, pero que no son necesarias para el ensayo de deteccion
de M. tuberculosis. Por otro lado, los precios de venta de AMPLICOR MTB® y TBfast®
varian entre $20.000 a $30.000 por ensayo, por Io tanto, el valor del PCR-ELISA para M.
tuberculosis seria un 90% menor que el valor comercial de estos kits.

En definitiva, producir el sistema de diagndstico desarrollado en esta memoria de titulo se
justifica completamente tanto desde el punto de vista de capacidad de deteccién como el de

costo de ensayo.
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6. CONCLUSIONES.

Mediante la amplificacion del fragmento de 316 pb perteneciente a la secuencia de insercion
IS6110 con los partidores IS43 ¢ IS41 se obtuvo una PCR especifica para M. fuberculosis.
Posteriormente a través del disefio de un oligonucledtido biotinilado en su extremo 3’ se
logré la deteccién del ADN del patégeno por medio de un sistema de ELISA de captura o
PCR-ELISA.

Al clonar el fragmento de 316 pb en el plasmido pCR 2.1™, se obtuvo un control positivo
para el PCR-ELISA.

Luego de ajustar y estandarizar sus variables, se obtuvo un sistema que logré detectar hasta
una copia del producto de amplificacién y con un costo por ensayo mucho més econdmico
que otros kits comerciales.

Al utilizar ADN de diferentes patégenos humanos, se observé ademds, que este sistema es
especifico para el ADN de M ruberculosis. Estudios posteriores serin necesarios para
determinar si en efecto este sistema es capaz de detectar el ADN de las micobacterias
pertenecientes al complejo tuberculosis y no a micobacterias del mismo género no
relacionadas a la enfermedad.

Al analizar muestras incégnitas obtenidas del Instituto de Salud Publica el resultado mostro
100% de correlacién con los resultados obtenidos por medio del kit Thbfast® y con el
resultado del ISP.

Se realizaron pruebas de campo con este sistema de deteccién en muestras de sangre y orina
de pacientes sanos. Para analizar la efectividad del método de extracciéon de ADN, se
realizaron ensayos de recarga de las muestras de sangre y orina con el clon St5 y se
determiné que la extraccion de ADN fue efectiva. No se logré analizar muestras de

pacientes con tuberculosis debido a la dificultad de conseguirlas.
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