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RES-N
La tuberculosis es una enfermedad cr6nica, altamente infecciosa que ha cobrado mas vidas

humanas que ninguna otra enfermedad en el mundo a lo largo de la historia del hombre. EI

principal causante de la tuberculosis en humanos es A4ij/cobczcrerz.„" rfubercw/asj.s. Segdn una

estimaci6n  hecha  por  la  Organizaci6n  Mundial  de  la  Salud,  un  tercio  de  la  poblaci6n

mundial  esfa  infectada  por  este  pat6geno,  por  lo  tanto  esta  enfermedad  todavia  es  de

inportancia global.

Este trabajo tuvo  como  objetivo desarrollar un sistema de la mds alta sensibilidad para la

detecci6n colorim6trica de A4:  re!berc#/as;.s y mucho mds  econ6mico  que  los  actualmente

existentes. La tecnologia elegida fue PCR-ELISA ya que de acuerdo a resultados obtenidos

previanente  para  la  detecci6n  de  algunos  pat6genos  de  salm6n,  es  altamente  especffica,

sensible y tiene rna capacidad de detecci6n 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 detecci6n de esta enfermedad y que incolporan

tecnologias tan innovadoras como esta.

En rna primera etapa, 1a reacci6n de PCR se us6 para amplificar un fragmento proveniente

de   la   region   IS6110   del   genoma   de   A4   /#berc#/orj.s.   Luego,   la   incoiporaci6n   de

digoxigenina-11 '-duTP en la mezcla de reacci6n permiti6 la detecci6n de los productos de

PCR en rna microplaca de ELISA. Para esto, se utiliz6 un oligonucle6tido biotinilado en el

extremo  3'  que  tiene  la  secuencia  complementaria  a  una  de  las  hebras  del  producto  de

amplificaci6n,  que  se une  a la proteina streptavidina adherida a la superficie  de  la placa

mediante el uso de un adhesivo biol6gico extraido a partir de molusco. Una vez hibridado el

producto de amplificaci6n con el oligonucle6tido biotinilado, se logr6 la detecci6n mediante

el  uso  de  un  anticuexpo  antidigoxigenina  conjugado  a  la  enzina  peroxidasa.  Con  la

utilizaci6n de este sistema fue posible la detecci6n de rna copia del fragmento amplificado.

Ademds, el metodo mostr6 un  100% de correlaci6n con resultados obtenidos con el kit de

detecci6n de A4. rztberc#/oSz.s TBfast® de Pharmagen S.A. en la detecci6n de muestras doble

ciego provenientes del Instituto de Salud Pdblica.



1. INTRODUCCI0N

La tuberculosis es rna enfermedad cr6nica, 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  5poca  de Hip6crates  se  conocia  como tisis.  En el  siglo  XIX,

Robert  Koch  logr6  cultivar  y  aislar  el  principal  pat6geno  causante  de  ella  y,  en  1882,

describi6  las bases  de  esta enfermedad ante  la Sociedad Cientifica de Alemania (1).  Este

microorganismo  es  conocido  como  A4j7cohacferj.#ffl  fztberc#/asz.s  o  bacilo  de  Koch  y  su

tamafio puede variar entre  1  a 4  im con forma de grano de arroz. La pared le confiere la

propiedad de ser resistente a la mezcla acido-alcohol (2, 3).

Existen varios factores que hacen de A4  f#berc#/osz.a un organismo dificil de estudiar en el

laboratorio. Primero, esta bacteria se multiplica muy lentamente, dividi6ndose una vez cada

24 h y necesita un mes para formar rna colonia. Ademas tiende a formar aglomeraciones en

los  medios  de  cultivo,  1o  que  hace  que  su  manipulaci6n  y  conteo  sea  aln  mds  dificil.

Finalmente,   este   organismo   es   un   pat6geno   muy   peligroso   que   puede   encontrarse

suspendido en el ambiente en pequefias gotitas o aerosoles formadas por la tos, el estomudo

o  inclusive  rna  respiraci6n  fuerte.  En  estas  condiciones  es  capaz  de  sobrevivir  durante

varios meses (2, 4).

1.1 Epidemio]ogia de la enfermedad.

A4:   fz/bercw/osz.s es el principal causante de la tuberculosis en humanos, pero tanbi6n existen

otras  micobacterias  a  veces  asociadas  a  esta  enfermedad.  Estas  son,  A4:  bow.s,  principal

patogeno  que produce  esta  enfermedad en el ganado bovino, A4  cr;I.ca77ct" y A41.  "z.c7.ofz.,

siendo los dos ultinos de muy baja incidencia en los casos clinicos humanos (5, 6). Estas

cuatro micobacterias foman el llamado complejo tuberculosis.

Segin rna estimaci6n hecha por la Organizaci6n Mundial de la Salud (OMS), un poco mds

de un tercio  de  la poblaci6n mundial esfa infectada por A4  fuberczi/asz.a (7,  8) y cada afro

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



muerte   del  paciente,   encontrindose   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  immune  que  puede  controlar  la

infecci6n (9), de esta forma la enfermedad permanece en forma latente o no activa (10)

A  partir  de  1955,  con  la  aplicaci6n  de  antibi6ticos  como  estreptomicina,  isoniacida y  el

acido paraminosalicilico,1a tuberculosis comenz6 a decaer de manera importante (11).  Sin

embargo,  la tendencia a la disminuci6n y  desaparici6n de  la enfermedad  se invirti6  en la

d6cada  de  los   ochenta  a  nivel  mundial  (12,   13).   Este  hecho   se  correlacion6   con  el

crecimiento  de  la  epidemia  del  Vinrs  de  Inmunodeficiencia  Huniana  (VIH)  causante  del

Sindrome  de  Inmunodeficiencia  Adquirida  (SIDA).  Personas  infectadas  con  el  VIH  son

particularmente  vulnerables  a  la  reactivaci6n  de  la  tuberculosis  latente,  como  tambi6n  a

desarrollar rna tuberculosis activa por la infecci6n con A4: ftyberc#/orz.s por primera vez (14).

En un sujeto normal, la infecci6n con A4  fztberc%/asz.s: gatilla la liberaci6n por parte de los

linfocitos T CD4+ y CD8+ de citoquinas como el interfer6ny aFN-y) y el factor de necrosis

tumoral-Ch   (TNF-or),   factores   que   estimulan   a   las   c6lulas   fagocitarias   (monocitos),

favoreciendo  asf  la  destrucci6n  de  las  bacterias.  De  esta  forma,  1a  respuesta  irmune  es

adecuada para controlar la enfermedad, pero en la mayon'a de la gente aparentemente no es

capaz de elininar el pat6geno 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 curl podria explicar la activaci6n de la tuberculosis (10, 15).

1.1.1.   Situaci6n Nacional.

Al finalizar el afro 2000, el pals habria entrado en rna etapa avanzada de eliminaci6n de la

tuberculosis. De acuerdo al criterio de clasificaci6n de la OMS, del estado epidemico de la

tuberculosis por pals,  Chile  habn'a  alcanzado  el  umbral  de  elininaci6n  correspondiente  a

rna tasa de 20 casos por cien nil habitantes (16). Ante esta situaci6n, el Programa Nacional



de  Control  de  la  Tuberculosis  a'CT)  se  plantea  como  objetivo  mantener  los  esfuerzos

necesarios  para  llegar  a  etapas  avanzadas  de  la  eliminaci6n  de  la  enfermedad,  como  la

eliminaci6n fmal o enadicaci6n, lo que significa tasas tan bajas como 10 casos por cien nil

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

a.  El   ndmero   de  personas   enfermas   en   la  poblaci6n  o   morbilidad   se   encuentra   en

declinaci6n  sostenida.  A  partir  de   1990  se  supera  la  etapa  de  estancamiento  de  la

disminuci6n de la enfermedad observada en la decada 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 nil habitantes en 1999. Ademas,

en el pen'odo  de  1989  a  1998  la mortalidad desciende de  5,9  a 2,4  casos por cien nil

habitantes (16,18).

b.  Chile tiene,  entre  1990 y  1998,  un  desceuso  sostehido  de  las tasas  de  tuberculosis  en

todas  sus  formas, el que alcanza una reducci6n aproximada de un 50% (19).   Ademas,

segin el informe de la reunion regional de Directores de Control de la Tuberculosis de

1998,   Chile,   Cuba  y   Uruguay   confoman  un  grupo   especial   dentro   del   contexto

latinoamericano por su tendencia a pasar a etapas avanzadas del control de la tuberculosis

(20)  y  en  conjunto  con  Costa  Rica  y  Venezuela  se  defmieron  como  paises  de  baja

prevalencia de la tuberculosis.

c.   En  los  modelos  de  endemia  en  declinaci6n,  1a  morbilidad  y  mortalidad  se  desplaza

progresivamente hacia edades mds avanzadas y ademds se produce un incremento en la

raz6n sexo masculino/femenino que contrae la enfermedad, tendencia que esfa ocurriendo

en Chile (21).

A pesar de la favorable situaci6n actual de Chile con respecto a la enfermedad, 1as tasas de

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

entre  comunas  (16).  Seg`in  los  infomes  de  los  Servicios de  Salud a lo  largo  del pals,  en

algunas comunas la incidencia es tan alta en relaci6n con el promedio nacional, que podian

contribuir a sostener el nivel de la endemia y a retardar el proceso general de reducci6n de la
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mortalidad. Adem5s esta situaci6n esfa ligada a sectores de bajos estratos socioecon6micos,

los que son considerados como grupos de alto riesgo y su prevalencia estarfa m5s ligada a la

falta de mantenci6n de un programa de control efectivo, que a otros problemas como la co-

infecci6n TBC/VIH  o  la tuberculosis  multiresistente.  Con respecto  a  lo  tiltimo,  segivn un

estudio hecho en 1997, la existencia de la multiresistencia alcanza solo al 0,40/o 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  situaci6n,  la  OMS  propone  estrategias  de. intervenci6n  diferenciadas  en

materia de recursos y control, de acuerdo al grupo socioecon6mico y al grado de avance de

la  enfemedad  (16).  De  5stas  cabe  sefialar  el  desarrollo  de  m6todos  de  bdsqueda  activa,

prevenci6n al riesgo de multiresistencia y tratamiento adecuado de los casos presentes.   En

este sentido es importante sefialar que la interrupci6n de los tratamientos con antibi6ticos, la

falta  de  un  control  medico  riguroso  y  efectivo,  inciden  directamente  en  la  aparici6n  de

tuberculosis multiresistente (23). Ademas, debe estratificarse el problema de acuerdo a los

niveles   de   riesgo   y   condiciones   epideriol6gicas,   para   asi   poder   fomular   acciones

diferenciadas como son la integraci6n de los programas de control de la tuberculosis y del

SIDA, vacunaci6n ECG, etc.

En resumen, para disminuir las altas tasas de morbilidad en algunas zonas de Chile y ademas

para  llegar  a  etapas  avanzadas  de  la  eliminaci6n  de  la  tuberculosis,  los  aspectos  mds

importantes que deben considerarse para el control de esta enfermedad son el diagn6stico, la

prevenci6n y el tratamiento, como ha sido propuesto por la OMS.



1.2.    Diagn6stico de la tuberculosis

El diagn6stico  clinico  de  la tuberculosis nunca ha sido rna tarea facil, ya que infecciones

activas pueden no producir signos visibles ni sintomas. Usualmente los primeros exinenes

conesponden a radiografias por rayos X y pruebas  subcutineas de reacci6n al6rgica con un

purificado   de  proteinas  micobacteriales   o   PPD   (derivativo   de  proteinas  purificadas),

conocido como el ensayo de la tuberculina (2, 4). Estos suelen dar las prineras pistas de la

presencia  de  la  enfemedad,  pero nunca ban podido  usarse  como pruebas  defmitivas.  El

ensayo de la tuberculina, cuyo resultado positivo es la aparici6n de rna hinchaz6n de la piel

en la zona de la inyecci6n, no necesariamente indica la presencia de rna tuberculosis activa.

Como  se  basa  en  la  reacci6n  inmunogehica  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 pat6genos de la enfermedad, pero que son no

sintomaticas,  pueden  dar  un  resultado  positivo.  La  radiografia  por  rayos  X  solo  puede

detectar  la  tuberculosis  en  estados  avanzados  de  la  enfermedad  donde  se  observa  la

destrucci6n  del  tejido  pulmonar;   con  la  formaci6n  de  granulomas  producidos  por  la

acumulaci6n  de  c5lulas  muertas  y  tejidos  con  la  consistencia  de  queso  derretido  y  la

aparici6n de cavidades (24).

La  examinaci6n  microsc6pica  de  tinciones  de  esputo,  fluidos  colporales,  m5dula  6sea  o

muestras de tejido permite obtener la primera evidencia, pero puede tener entre un 20 y 50%

de  falsos  negativos  (25).  Luego,  cada uno  de  los negativos tiene  que  ser confirmado por

cultivo,  lo  que  constituye  la  evidencia  defmitiva  de  la  presencia  de  la  enfermedad.  Sin

embargo,  el  gran  inconveniente  que  presenta  este  m6todo  es  que  el  resultado  puede

demorarse entre 4 a 8 semanas debido al lento crecimiento de la bacteria (5, 25).

Se  ban  desarrollado  otros  procedinientos  para  la  detecci6n A4  r#berc"/as'is,  los  que  ham

reducido   considerablemente   el  tiempo   de   detecci6n.   En  uno   de   ellos   el   crecimiento

bacteriano es medido por la evoluci6n de di6xido de carbono }4C (26), lo que puede reducir

el tiempo de detecci6n a dos semanas o memos (27). Analisis cromatografico de un aislado
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de acido mic6lico o el uso de sondas de acido nucleico especie-especifica pueden identificar

cultivo del bacilo en s6lo horas, pero desde que se colecta la muestra hasta que se obtiene el

resultado se necesitan alrededor de 10 a 14 dias (25).

Con el objeto de contar con ensayos de mayor sensibilidad, especificidad y con una mayor

reducci6n  de  los  tiempos  de  detecci6n,  la  atenci6n  se  ha centrado  en tecnologias  que  se

basan en la amplificaci6n de acidos nucleicos.

La reacci6n de  amplificaci6n  en  cadena  o  PCR fue  incoxporada tempranamente  desde  su

creaci6n  en  la  detecci6n  de  A4:  Jzfberc"/asz.a  (28,  29,  30).  Mas  tarde,  la  empresa  Roche

Molecular  Systems  desarroll6  un  metodo  de  detecci6n  sobre  la  base  de  PCR-ELISA,

llamado comercialmente ArmLICOR MIB. 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  oligonucle6tidos  unidos  a  la

superficie.  Posteriormente,  se  agrega  el  conjugado  avidina-peroxidasa  que  reconoce  el

anplic6n   biotinilado.   Finalmente,   la   peroxidasa   cataliza   la   oxidaci6n   de   3,3'5,5'-

tetrametibenzidina (TMB) en presencia de per6xido de hidr6geno que se manifiesta por la

aparici6n  de  color. La  reacci6n  es  detenida  con  la  adici6n  de  un  icido  d6bil  (31).  Con

respecto al perfomance de este sistema, el tiempo necesario para obtener el resultado es de

8 horas aproximadanente y el 1inite de detecci6n es de 800 UFC/inL de A4 fuberc#/osz.a, lo

que  equivale  al  linite  de  detecci6n  del  medio  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, desarroll6 un m5todo innovador para la detecci6n de la

enferlnedad  (33),  conocido  comercialmente  como Amplifled A4i/;cobcrcfer;.""  rz/berccl/osz.s

Direct Test (AMTDT). Este sistema se basa en la tecnologia de Amplificaci6n Mediada por

Transcripci6n  o  TMA  (34), patentada por la misma empresa,  en  la curl a trav6s  de rna

amplificaci6n isotemica, se obtienen multiples copias del ARN ribosomal especifico de A4:

r#berc"/as;.s las que son hibridadas a rna sonda de oligonucle6tidos, y detectadas por medio

10



de quinioluminiscencia. A pesar de que este sistema reduce el tiempo de detecci6n 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 creaci6n del AMPLICOR MTB, la tecnologia del PCR-ELISA ha sido mejorada en

funci6n  de  su  sensibilidad  y  linite  de  detecci6n.  Este  es  el  caso  del  kit  TBfast®  (32)

desarrollado por la empresa  Pharma Gen S.A, Espafia. Entre sus principales caracten'sticas

se  encuentran:  el  linite  de detecci6n es  de  5  fg de ADN gen6mico,  que  se estudi6  sobre

diluciones de ADN gen6mico de A4  Zwberc2t/asz.s extrai'do de bacterias en cultivo. Al afiadir

las   mismas   diluciones   a   muestras   clinicas   respiratorias   negativas   y   realizando   el

procedimiento de extracci6n de ADN del kit, el linite de detecci6n es de 50 bacterias/inL de

muestra, que es alrededor de 20 veces memos que el del medio de cultivo. La seusibilidad es

de 1000/o y la especificidad es de 88% (32).

A partir  de  1998,  Bioschile  I.G.S.A.,  en  conjunto  con Fundaci6n  Ciencia  para  la  Vida,

desarrollaron un procediniento de PCR-ELISA como m5todo de diaghostico de rutina.   De

los estudios realizados se obtuvo un m6todo de diagn6stico para la detecci6n del pat6geno

de salm6n Pz.scz.r!.ckefts!.cz scz/"o7zz.a (36). Posteriormente, y en conjunto con Fundaci6n Chile,

se   desarrdll6  un  ensayo  de  PCR-ELISA  para  la  detecci6n  del  Virus  de  la  Necrosis

Pancreatica Infecciosa de salm6n apNV), el cual dio origen a un producto de diagn6stico

comercializado como IPNV-Genotest I (37) Ambos m5todos tienen un 100% de sensibilidad

y  un  100%  de  especificidad,  ademas  de  rna  capacidad  de  detecci6n  de  1   a  2  c5lulas

bacterianas o partfoulas virales, respectivamente.

Como  objetivo de  la presente memoria de trfulo  se plante6  el desarrollo  de un sistema de

diaghostico  para  la  detecci6n  de  A4:   jz{Z}ercz//as;.s  mediante  PCR-ELISA  con  rna  alta

sensibilidad,  especificidad y capacidad de  detecci6n.  Para  lograr este  objetivo  se tomaron

como modelo los procedimientos utilizados en el montaje del PCR-ELISA desaITollado para

la detecci6n de P. Sc7/wo7!z.s, debido a la alta especificidad y sensibilidad alcanzadas (36). Se
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decidi6  utilizar  los partidores  IS43  e IS41  que  amplifican un  frogmento  de  316  pares  de

bases  perteneciente  a  la  secuencia  de  inserci6n  IS6110  de  A4:   J%berc#/orz.a,  que  ha  sido

utilizada como marcador de polimorfismo genetico  (40,  41).  Esto pemitiria discriminar a

los pat6genos que conforman el complejo tuberculosis de las micobacterias no relacionadas

a  la enfermedad  (42).  Adem5s  esta  secuencia  de  inserci6n  se presenta en  el  genoma  del

pat6geno, en un ndmero de copias que varian entre  10 a 20, lo que permitiria rna mayor

capacidad  de  detecci6n  de  las  bacterias,  ya  que por cada una  de  ellas,  existe  una mayor

cantidad de ADN templado  para la reacci6n de PCR.  Para la etapa de  amplificaci6n,  se

utiliz6 el procedimiento desarrollado para P. Scr/"owi.a (36), cuya mayor ventaja es el uso de

bajas cantidades de digoxigenina-11-duTP (1 a 5 prho lo que se traduce en costos mss bajos

para el ensayo. En la etapa de detecci6n del amplic6n, se utiliz6 la uni6n de estreptavidina a

rna placa de ELISA  previamente recubierta con la proteina polifen6lica aislada del molusco

bivalvo ,4w/¢co"}/cz czfer y conocida como Pegotina (38). Esta estrategia no solo se traduce

en  una  inmovilizaci6n  mds  eficiente  de  la  streptavidina  sino  que  ademas  confiere  a  la

proteina  una mayor  estabilidad  frente  a  condiciones  de  temperatura y  fuerza  i6nica  mas

estrictas, lo que favoreceria la especificidad del ensayo en la etapa de captura del amplic6n

(39).
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2. OBJETIV0 GENERAL

Desarrollo de un sistema de diagn6stico basado en PCR-ELISA para la detecci6n de la

Tuberculosis en forma ripida, especifica y altanente sensible.

2.1. Objetivos especiflcos

1.   Desarrollo de rna reacci6n de PCR especifica para A4: fuberc#/asz.s.

2.   Obtenci6n de un control positivo para PCR y ELISA.

3.   Disefio de un oligonucle6tido de anclaje adecuado para PCR-ELISA.

4.   Montaje y estandarizaci6n del PCR-ELISA.

5.   Estudiar la especificidad del test,

6.   Estudiar la sensibilidad del test en comparaci6n con el kit TBfast®.

7.   Pruebas  de  campo:  utilizaci6n  del  sistema  de  PCR-ELISA  en muestras  clinicas  de

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

3.1. MATERIALES.

3.1.1.  Materia]es pars PCR

3.1.1.1. Materiales Biol6gicos

ADN  de  A4:   r#bei`czl/asz.s,   aislado  con  anterioridad  mediante   extracci6n  fen6lica,   fue

obtenido del Centro de Diagn6stico Molecular de Bioschile I.G.S.A. Muestras humanas de

orina y sangre fueron obtenidas del Centro de Diagn6stico Molecular de Bioschile I.G.S.A.

Muestras problemas fueron obtenidas gracias a la gentileza del Dr. Winston Andrade Lillo

del Instituto de Salud Pbblica (ISP).

3.1.1.2. Reactivos y Soluciones

El tampon de PCR, cloruro de magnesio, dNTP's,  rc!g DNA polimerasa   fueron de Gibco

BRLELife Technologies Rockville MD, USA.

Los  partidores  IS43  (5.TCAGCCGCGTCCACGCCGCCA 3.)  e  IS41  (3'GGCTGCGGATGCGAGCG-

TCC 51) (36) fueron sintetizados en Chiron Coxp. Emeryville, California, USA y en el Centro

de Sintesis de la Universidad de Chile.

En los ensayos de PCR-ELISA se utiliz6 digoxigenina, compuesto quinico necesario para

determinar  el  producto  de  amplificaci6n  de  PCR  mediante  el  ELISA  de  captura.  Este

compuesto  de  naturaleza  esteroidal  es  unido  covalentemente  a  duTP  (digoxigenina-ll-

duTP, figura 1), lo que permite incorporarlo en el producto de amplificaci6n, conjuntanente

con los otros nucle6tidos.
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Figum 2. Estructura de la 2' -desoxy-timidina-5 '-trifosfato

Peso Molecular: 505,9

3.1.2.  Materia]es para la electroforesis en gel de agarosa

Se  utiliz6  agarosa  de  Sigma  Chemical  Co.,  St  Luis,  USA,  ADN  estindar  de  100  pb  en

escalera que fue obtenido de Gibco Life Technologies, Rockville, MD, USA, film Polaroid

polapan  667  que  fue  adquirido  de  Polaroid  Cambridge,  MA,  USA.  El  buffer  de  conida

contiene 20% v/v de glicerol, 25 mM EDTA, 0,1% de azul de bromofenol, 0,1% de sarcosil

®H 8,0). El bromuro de etidio se obtuvo de Sigma Chemical Co., St Luis, USA.
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3.1.3.  Materia]es pars ELISA

Para el ELISA se utilizaron microplacas de ELISA PolysoxpTM   de 96 pocillos QTalge Nunc

INTL.  Illinois,  USA),  proteina  polifen6lica  Pegotina  Q}ioschile  I.G.S.A.),  streptavidina

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

pagina 19), se disefiaron 3 oligonucle6tidos de 25 nucle6tidos y con un contenido de G + C

de  alrededor  de  un  60%,  para  la  etapa  captura  del  ELISA.  Ademds  se  escogi6  usaf

oligonucle6tidos biotinilados en el extremo 3 ' para capturar una de las hebras del fragmento

IS43-IS41 amplificado por PCR (figura3).

10                         20                         30                         40                         50                         60
111111

5 415 ' TGCGCGATGGCGAACTCAAGGAGCACATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGGTGTTT
3'ACGCGCTACCGCTTGAGTTCCTCGTGTAGTCGGCGCAGGTGCGGCGGTTGATGCCACAAA

11'111111111111111111                                                                                                                                                                                                            Ill

IS43    5 ' TCAGCCGCGTCCACGCCGCCA 3'                5' TIT

6 01          ACGGT GC C CGCAAAGT GTGGC TAACCC TGAACC GT GAGGGCAT CGAGGT GGC CAGAT GCA
TGCCACGGGCGTTTCACACCGATTGGGACTTGGCACTCCCGTAGCTCCACCGGTCTACGT

it#itttttti#i:i#i-® 3,  TBo 1
6 61          CC GT C GAACGGC TGAT GACCAAAC TCGGCCT GT CCGGGACCAC CCGC GGCAAAGCCC GCA

GGCAGCTTGCCGACTACTGGTTTGAGCCGGACAGGCCCTGGTGGGCGCCGTTTCGGGCGT

5 , ttitiialti#ittttt±:±tt® 3,  T80 2
721          GC;ACCACGATCGCTGATCCGGCCACAGCCCGTCCCGCCGATCTCGTCCAGCGCCGCTTCG

CCTGGTGCTAGCGACTAGGCCGGTGTCGGGCAGGGCGGCTAGAGCAGGTCGCGGCGAAGC

7 81          GACCACCAGCACCTAACC GGC TGT GGGTAGCAGACC T CACCTATGT GTCGAC C TGGGCAG
CTGGTGGTCGTGGATTGGCCGACACCCATCGTCTGGAGTGGATACACAGCTGGACCCGTC

#i5i#iiELtt±tttii-® gr TBo 3
IS41      3'GGCTGCGGATGCGAGCGTCC   5'

11111111111111111111

8 41          GGTTCGCCTACGTGGCCTTTGTCACCGACGCCTACGCTCGCAGGATCCTGGGCTGGCGGG   3 '
CCAAGCGGATGCACCGGAAACAGTGGCTGCGGATGCGAGCGTCCTAGGACCCGACCGCCC   5 '

Figtira 3.  Ubicaci6n de los partidores y de log oligonucledtidos dc captrra en ha seeuencia de
inserci6n IS6110. I.a letra 8 se refiere a la biotina en la posici6n 3' .

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

Technologies, Inc. California, USA.
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Las soluciones utilizadas fueron: PBS  lx sin sales de potasio (15 mM NaH2P04 . H20,  150

mM Nacl,  pH 7,5);  soluci6n de bloqueo  (Caseina de  sodio 20/a,  sacarosa 2%, EDTA 0,5

mM, Tween 20 0,05%); soluci6n Denhart 50x (5g Ficoll Type400, 5g polyvhilpirrolidona,

5 g de suero de albinina de bovino y H20 hasta 500 mL); SSC 20x (3 M Nacl, 300 mM

citrato de sodio * 2 H20, pH 7,0), soluci6n de hibridaci6n (5 a 40% de formamida, 4x SSC,

1x  de soluci6n Denhart,loo Hg/inL de tARN de levadura, sulfato de dextrano 10%, EDTA

2 mM pH 8,0); soluci6n de lavado post-hibridaci6n (SSC 0,2x, Tween 20 0,05%), soluci6n

de  diluci6n  de  conjugado  (caseina  de  sodio  2%,  sacarosa 2%),  soluci6n  de  lavado  post-

conjugado ®BS  lx, Tween 20  0,05%).   Para la detecci6n de la digoxigenina se utiliz6 un

fi.agmento 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  H202  fueron  obtenidos  de  los  Laboratorios  Kirkegaard  Perry,  Gaitherburg,

Maryland, USA.

3.1.4.   Estandarizaci6n de la concentraci6n de formamida.

En  este  ensayo  se  utiliz6  rDNA  mitocondrial  de  rat6n  de  16S  para  incorporarlo  como

templado de la reacci6n de PCR y obtener un fi.agmento de 439 pares de bases. En la figura

4 se muestra la secuencia del amplic6n del gen 16S mitocondrial.

541   AGTTTAGATT   ATAGCCAAAA   GAGGGACAGC   TCTTCTGGAA   CGGAAAAAAC   CTTTAATAGT
601    GAATAATTAA   CAAAACAGCT   TTTAACCATT   GTAGGCCTAA   AAGCAGCCAC   CAATAAAGAA

sentido     5' GTAGGCCTAA   AAGCAGCCAC   CAA   3J

661   AGCGTTCAAG   CTCAACATAA
721   TTAAAATTGG   GTTAATCTAT
781   TTCCAATTCT   CCAGACATAC
841   TATAGGCAAT   AATCACACTA
901   GAATGCCTAA   AGGAAAGATC
961   GTTTACCAAA   AACATCACCT

1021   TAAAGTTTAA   CGGCCGCGGT

AATTTCAATT
AACTTTATAG
GCGTATAACA
TAAAIAHTCC
c:AAAnneHnA
CTAGCATTAC
ATCCTGACCG

3 , TGGC

AATTCCATRA
ATGCAACACT
ACTCGGATRA
ACCTATRACT
AAAGGRACTC
RAGTATTAGA
TGCAAAGGTA

TTTACACCAA
GTTAGTATGA
CCATTGTTAG
TCTCTGITAA
GGCAAACAAG
GGCACTGCCT
GCATRATCAC

CTTCCTAAAC
GTAACRAGRA
TTAATCAGAC
CCCRACACCG
AACCCCGCCT
GCCCAGTGAC
TIGTTCCTTA

ACGTTTCCAT   CGTATTAGT   5' antisentido
1081   ATTAGGGACT   AGCATGAACG   GCTAAACGAG   GGTCCAACTG   TCTCTTATCT   TTAATCAGTG

Figura 4. Fragmento de 16S mitocondrial de rat6n. El fragmento de 439 pb delimitado por los partidores
sentido y antisentido  entre  la posici6n 631  y  1069  del  gen de  16S  mitocondrial  de rat6n,  se utiliz6  como
control negativo para el ensayo de estanderizaci6n de la fomamida.
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3.1.5.  Materia]es para la construcci6n del control positive de PCR

3.1.5.I Materiales biol6gicos

Se  utilizaron  c5lulas  competentes  de  EscherJ.cchz.cJ  co/I.  de  la  cepa  JM109  obtenidos  del

laboratorio  de Biologia Molecular de la Dra. Maria In5s Vera de  la Universidad Nacional

Andr6s   Bello.   Se   utiliz6   el   vector   de   clonamiento   pCR®   2.1   del  Kit  TA   Cloning®

anvitrogen, California, USA).

3.1.5.2. Reactivos y soluciones.

La preparaci6n de ADN de plasmidios se realiz6 usando el Kit de purificaci6n plasmidial

Qiagen tipo Maxiprep (Qiagen Inc., California, USA). Para el crecimiento de los clones se

utiliz6  medio  Luria-Bertani  a,B,   1%  bacto-triptona,  0,5%  extracto  bacto-levadura,   1%

Nacl, pH 7.0).

Para   determinar   la   presencia   de   colorias   transfomantes,   se   utiliz6   Isopropil   P-D-

tiogalactopiran6sido ¢PTG) y 5-Bromo-4-Cloro-3 -Indolil a-D-tiogalactopiran6sido O{-Gal),

Sigma Chemical Co. St Luis, USA.

3.1.6.  Ensayos de especificidad.

Con este fin,  se utiliz6 ADN extraido a partir de c61ulas polimorfonucleares de plasma de

pacientes con carga viral positiva de VIH en estado de provirus; ADN de virus de Hepatitis

8;  ARN  de  virus  de  Hepatitis  C;  ADN  de  fJe/j.cobczcfer py/orJ.  (gentileza  del  Centro  de

Diaghostico Molecular de Bioschile I.G.S.A.). Los ADN extral'dos a partir de Scr/mo#eJ/cr

sp.  (aislada a partir de pollo), Scr/"o#eJ/c7 sp.  (aislada a partir de yema de huevo), Profeas

vulgaris, Vibrio sp. C\157 98)., Yersinia sp., Pseudomonas putida, P. versicularis, P. malei,

P.  diminuta,  Alteromonas  sp.,  Aeromonas  salmonicida,  fueron  obtehidos  de  F\indaci6n

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,  cinaras  de  electroforesis  DNA  Plus  USA  Scientific,  balanza

analitica  AA-160   Denver  Instrmnents   Company,   homo   de  hibridaci6n  PersonalHyb®

Stratagene, estufa de incubaci6n Memmert tipo BM300, freezers de -20°C y -80°C, lector

de  microplacas  de  ELISA  Tibertec  Multiscan   Plus  MK  11  Labsystem,    espetrofot6metro

Shimadzu  UV-160a,  campana  de  bioseguridad  Factomet  modelo  BS  24242,  centrifuga

Beckan-Dickinson, transiluminador Fotoffhoresis I, camara Fotodyne Polaroid Copal.

3.1.8.  Programas computacionales.

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

3.2.       METODOS

3.2.1.  Extracci6n de ADN a partir de muestras de sangre y orina.

Se desarroll6 un m6todo de extracci6n de ADN a partir de muestras de sangre y orina, con la

fmalidad  de  obtener  el  ADN  de  manera  rdpida  y  sencilla.  Este  m6todo  se  describe  a

continunci6n:  cada  muestra  se  centrifug6  a  14.000  xpm  durante  10  min y  se  descart6  el

sobrenadante.  Al pellet  que  contiene  las  c6lulas,  se  le  agreg6  1  mL  de  agua milliQ y  se

invirti6 el tubo varias veces hasta obtener homogeneidad. Luego  se centrifug6 durante  10

min  en  las  condiciones  descritas  y  se  descart6  el  sobrenadante.  Se  agregaron  50  iiL  de

NaoH 0,2N y se incub6 a 70°C durante 30 min. Despu5s se agreg6 12 iiL de Tris-Hcl 1,64

mM y 5 iiL de Hcl 2N para neutralizar la base. El lisado preparado de la forma descrita se

guard6 a -2o°C.

Altemativamente,   se  utiliz6   ;1   sistema  de  purificaci6n   de  ADN  del  kit  TBfast®   de

PhamaGen S.A., Madrid, Espafia. Una vez agregado el Tris-Hcl y el Hcl, se agreg6 1 mL

de Resina de Purificaci6n, se mezcl6 invirtiendo el tubo varias veces y se incub6 por 5 min a

temperatura ambiente.  El conterido del tubo  se transfiri6 a rna jeringa de 3  cc  (Temuro

Medical Corporation, USA) que tenfa unida en su extremo rna columna de purificaci6n de

ADN. Despu6s de presionar el 6mbolo de la jeringa, el material eluido se descart6. Luego se
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lav6  la columna con 2 mL de  Soluci6n de Lavado  de Columnas y se coloc6 en un tubo

Eppendorf nuevo.  Se  centrifug6  durante  5  min  a  14.000  rpm.  Nuevamente  se  coloc6  la

colurma en un tubo Eppendorf est6ril,  se agreg6 50  iiL de agua esteril y se incub6 por 5

min. para permitir que el ADN fuera liberado de la resina. Finalmente se centrifug6 a 14.000

rpm por 2 min. y se guard6 el eluido a 4°C o -20°C hasta su utilizaci6n en la PCR.

3.2.2.  Reacci6n de Polimerizaci6n en Cadena a'CR).

La  amplificaci6n por PCR  de  la  secuencia IS6110  de  316pb  de  A4  froz)arc"Jasz.s  con  los

partidores IS43-IS41  (figura 3) se realiz6 de acuerdo al siguiente protocolo: en un volumen

fmal  de 50 prL se prepar6 una mezcla de PCR al agregar tampon de PCR lx,  1,50 mM de

Mgc12, 0,20 mM de dATP, dcTP , dGTP, 0,049 mM de dTTP, 0,001  mM de dig-duTP,

0,20  uM de cada partidor y 2,50 unidades de  rag DNA polimerasa. A esta mezcla se le

agreg6 0,1  ng de ADN de control positivo para evaluar la amplificaci6n, 5  prL de ADN de

.rmuestras.clinicas o 5 lil de H20 como control negativo sin templado.

La PCR se llev6 a cabo en un temociclador PCT 200 MJ Research que se program6 como

sigue:  5  minutos  a  95°C  para  la  desnaturaci6n  inicial,  1  minuto  a  94°C  para  la  etapa  de

desnaturaci6n  de  cada  ciclo,   1,5  minutos  a  72°C  para  la  etapa  de  alineamiento  de  los

partidores y para la etapa de extensi6n, por un total de 30 ciclos. Finalmente se program6

rna exteusi6n fmal de  10 min a 72°C. Despu6s de la PCR los tubos se guardaron a -20°C

hasta su uso.

3.2.3.  E[ectroforesis en geles de agarosa.

Los geles de agarosa se prepararon disolviendo 2 g de agarosa en 100 mL de Buffer TAE lx

a 80°C. Luego a  100 mL de esta soluci6n se le agreg6  10 prL de bromuro de etidio de  100

ngfuL y se  coloc6  en  la bandeja de  la cinara de  electroforesis.  Una vez gelificado,  se

agreg6 8 iiL del ADN estindar de 100 pb en escalera (100 ng/iiL),10 uL del ADN obtenido

mediante PCR y 10 iiL del control negativo de PCR sin ADN templado. La electroforesis se
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realiz6  aplicando  un  canpo  electrico  de  65  mv  durante  90  min.  Finalmente,  el  gel  de

agarosa se fotografi6 con la cinara Fotodyne de Polaroid sobre un transiluminador.

3.2.4.  ELISA

Las microplacas de ELISA se incubaron con  100 [n, de rna soluci6n 3  pug/inL de proteina

polifen6lica (38) en acido ac6tico 0,1% y CuS04  I  mM. Despu6s de incubar por 20 min a

temperatura  ambiente,  se  elinin6  el  contenido  de  las  microplacas  y  se  secaron  a  37°C

durante 30 a 60 min. Se agregaron 100 irfu de rna soluci6n de streptavidina 2 nghaL en PBS

lx a cada pocillo y se incubaron durante 1 h a 37°C. Despu6s de esto se lavaron los  pocillos

con  200  |lL  de  PBS  y  se  secaron.  Posteriomente  se  agregaron  300  iiL  de  soluci6n  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 |lL de soluci6n de oligonucle6tido de captura marcado con

biotina  10 pmol/inL en PBS,  se incub6 a temperatura ambiente por 20 min, se agreg6 200

iiL  de  PBS  y  la mezcla  se  elimin6  totalmente.  En  forma paralela,  se  tomaron  15  iiL  de

producto de PCR, se mezclaron con 85 iiL de soluci6n de hibridaci6n (5% de formamida, 4x

SSC,  1x   de soluci6n Denhart,  100  Hg/inL de tARN de levadura, sulfate de dextrano  loo/o,

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 centrifugaron durante

10 s a 14.000 rpm para recuperar la totalidad del volumen en el fondo del tubo.

Se  agreg6  100  uL  de  la mezcla  anterior  a  cada pocillo  de  la microplaca de ELISA y  se

incub6 a 50°C  durante  1  h.  Se descart6 el contenido y se lav6 con 300  prL de soluci6n de

lavado post-hibridaci6n (SSC 0.2x, Tween 20 0.05°/o) durante 5 min a temperatura ambiente,

seguido de un segundo lavado con la misma soluci6n pero realizado a 50°C durante 5 min,

para mantener las estringencia del sistema, disminuyendo al m5ximo posibles apareamientos

inespecificos.   Finalmente   la  placa  se   lav6  nuevamente   con  la  soluci6n  descrita  y  a

temperatura ambiente. Posteriormente se sec6 la placa rigurosamente, se agreg6  100 prL del
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conjugado   anti-digoxigenina-peroxidasa   diluido   1:1000   con   soluci6n   de   diluci6n   de

conjugado (caseina de sodio 2%, sacarosa 2%) y se incub6 a 37°C durante 30 min. Despu5s

de esto, se lav6 4 veces con 300irfu de soluci6n de lavado post-conjugado Q'BS  lx, Tween

20 0,05°/o) a temperatura ambiente. Luego se agreg6 a cada pocillo de la microplaca 50 prL

de TMB y 50 iiL de H202 y se incub6 en oscuridad durante  15 min. Finalmente se agreg6

100 [iL de H2S04 3 N a cada pocillo y se determin61a absorbancia a 450 nm (vcr figura 5 A

y  8).  Como  control  negativo  de  ELISA,  se  utiliz6  pocillos  a  los  que  no  se  les  agreg6

producto de PCR y solo soluci6n de hibridaci6n (100 prL). Ademas, como control negativo

de los ensayos de estudio de los oligonucle6tidos de captura, se utiliz6 pocillos en los que se

les agreg6 solo PBS IX (100 rfu).
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Figura 5 A. PCR-EI.ISA. Le amphficaci6n del fragmento de 316 pb de la secuencia de inserci6n IS6110
mediante PCR pefmite incorporar en el producto resultante, digoxigenina-11'-duTP. En forma paralela
la activaci6n de rna mieroplaca de ELISA con streptavidina, permite el anclaje de un oligonude6tido de
23 bases, biotinilado en el extremo 3', debido a la alta afinidad entre biotina y streptavidina. En la figura
Tczg representa la enzima T¢zg polimerasa, D representa digoxigenina-11'-duTP y 8 rcpresenta biotina.
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HIBRIDAC16N

Figura 5 8. PCR-ELISA (Condnuaci6n). En una etapa posterior, d oligonude6tido es hibridado
a  una  de  las  hebras  del  fragmento  de  316  pb  debido  a  la  complementariedad  entre  ambos.  Esto

permite  la  captura  dd  producto  de  amphficaci6n  en  forma  especifica.  Finalmente,  al  agregar  un
anticuerpo   antidigoxigenina   conjugado   con  la   enzima  peroridasa,   se   produce   rna   reacci5n
colorim6trica, s6lo en presencia del producto de amplificaci6n.
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3.2.5.  Construcci6n del control positivo

La   secuencia   IS6110   de   A4   fz(berc"/asz.a   se   amplific6   por   PCR   como   se   describi6

anteriormente  pero  sin  digoxigenina-1 I-duTP.  El producto  de  amplificaci6n  obtenido  se

lig6  al pl£smido  PCR 2.1"  del kit  TA  Cloning®.  Esta reacci6n  es posible  debido  a  que

durante la PCR, la enzima rag polimerasa incorpora en cada extremo 3' de los productos de

amplificaci6n una desoxyadenosina. Esta base es complementaria a la timidina desapareada

presente en cada extremo 3 ' del pldsmido PCR 2.1 linearizado, por lo tanto la utilizaci6n de

la enzima T4  DNA  ligasa,  permite  la ligaci6n  del producto  de PCR con  el plasmido.  De

acuerdo a las especificaciones del kit TA cloning, 3  [iL del producto de PCR se mezclaron

con 1  iiL de tanp6n de ligaci6n  lox, 2 [iL del pldsmido PCR 2.1  (25 ng/prL),1  [iL de T4

DNA  Iigasa  (4  unidades  Weiss)  y  3  prL  de  agua  est6ril.  Esta mezcla  se  incub6  a  14  °C

durante 16 h. Luego, el producto de ligaci6n, se utiliz6 para la transfomaci6n de c6lulas de

E.   co/z.  cepa  JM109.  Para  ello  100  HL  de  c5lulas  competentes  recien  descongeladas  se

mezclaron con 4 iiL de la mezcla de reacci6n de ligaci6n y la mezcla se incub6 en hielo por

30 min. Se did un shock termico a 42°C por 30 s y se dej6 en hielo por 2 min. A esta mezcla

se agregaron 500 iiL de medio LB con 100 pug/inL de ampicilina y se incub6 a 37°C por I h,

con rna agitaci6n de 225 rpm y posteriormente se dej6 en hielo. Se tomaron 100 a 200 LIL

de esta mezcla y se esparcieron sobre placas con medio LB s6lido, 5 [iL de IPTG 840 mM y

80 iiL de X-Gal 20 mg/inL. Despu5s 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 tomb con

un asa una muestra de ellas y se agregaron a un tubo eppendorf de 500 prL que conteria 50

iiL  de  rna  mezcla  de  PCR  (43)  como  la  que  se  describi6  mds  arriba,  pero   sin  la

incoiporaci6n de digoxigenina-duTP y con la misma concentraci6n de dTTP que el resto de

los  dNTP's.  Una  vez  concluida  la  reacci6n  de  PCR,  se  tomaron  10  iiL  de  la  mezcla

resultante y se realiz6  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 nghaL y

se incubaron a 37 °C por 16 h. Estas colonias se guardaron a 4 °C para su posterior uso y

extracci6n del ADN plasmidial. EI ADN plasmidial se prepar6 a partir de cultivos de 5 mL

en medio  lfquido LB mas ampicilina 04iniprep)  o en volinenes mayores (Maxiprep). EI

ADN  plasmidial  se  purific6  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 utilizaci6n como control positivo del ensayo de PCR-ELISA. Hay que hacer

notar que  la amplificaci6n  del  elemento  IS6110,  el  clonamiento  en  el vector PCR 2.I,  la

transformaci6n  de   lan   celulas  competentes  JM109  y  la  miniprep   se  realizaron  en  el

laboratorio  de  la  Bra.  Maria  In6s  Vera  de  la  Universidad  Nacional  Andies  Bello.  La

maxiprep  se realiz6 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. Secuenciaci6n del fragmento IS43-IS41.

Para obtener la secuencia del fragmento IS43-IS41, 500 ng del control positivo se enviaron

al  Centro  de  Diagn6stico  Molecular  de  Bioschile.  El  procedimiento  realizado  fue  el

siguiente:  en un volumen final de 20 LiL, el ADN templado se amplific6 con los partidores

M13  sentido  y  antisentido  (3  pmoles/lIL),  en  presencia  de  di`ITP  y  didesoxinucle6tidos

marcados con mol5culas fluorescentes (44), durante 25 ciclos de 95°C por 10 s y 60°C por 4

min. Luego se realiz6 una precipitaci6n diferencial con isopropanol al 60% en ausencia de

luz y  centrifugaci6n  a  14.000  ipm por  15  min.  Se  descart6  el  sobrenadante.  Despu6s  se

agreg6  isopropanol  al  75°/o,  se  centrifug6  a  14.000  rpm  por  5  min  y  se  descart6  el

sobrenadante    para    eliminar    los    didesoxinucle6tidos     en    exceso.     Finalmente,     se

resuspendieron  los  productos  de  la  amplificaci6n  en  buffer  de  carga  y  se  realiz6  rna
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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.  Linearizaci6n de] I)lasmidio recombinante con la enzima de restricci6n Bg/JT

Con el objeto de linearizar el plasmidio recombinante, se prepar6 una mezcla de reacci6n de

10  prL  de  volumen  total  que  contem'a  1  |iL  de  tamp6n  de  reacci6n  lox,  2  uL  de  ADN

plasmidial recombinante (~1  pug), 6 irfu de H20 y  1  HL de enzima de restricci6n 8g/ JJ. La

mezcla se incub6 durante toda la noche a 37°C y posteriormente se incub6 a 70°C   durante

10  min para  inactivar  la  enzima  de  restricci6n.  Luego  se  tom6  1  Ill  de  la mezcla y  se

visunliz6  mediante  electroforesis  en  un  gel  de  agarosa  al  1%.  El  plasmido  resultante  se

utiliz6 como templado en la reacci6n de PCR.

3.2.8. Rehaci6n entre el ndmero de copia y la nasa deL control positivo

Para caracterizar el estudio de la capacidad de detecci6n del PCR-ELISA desarrollado, fue

necesario  realizar  la  determinaci6n  del  ninero  de  copias  correspondientes  a  rna  nasa

determinada del control positivo.  Para este  fin,  se tomaron en cuenta dos consideraciones

iniciales. La primera es que la nasa 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 aproximadanente 4200

pares de bases. A partir de esto, se puede decir que la nasa total del control positivo es de

2,8xl02] femto gramos por mol de moleculas de ADN.

La   seouenciaci6n   del   control   positivo   mostr6   que   por   cada   unidad   del   plasmidio

recombinante existe una thica copia del frogmento de 316 pb IS43-IS41  (ver Resultados,

pagina 36). Por lo tanto, por cada mol de mol6culas del control positivo existen 6.02x|o23

copias  del  fragmento  IS43-IS41.  Lo  que  esti contenido  en rna masa total  del plasmidio

recombinante de 2,8 x 106 g o 2,8 x  102[ fg de ADN. De esto se puede deducir facilmente

que  rna  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.I. La Rcacci6n de Polimerizaci6n en Cadena.

Las condiciones en que se realiz6  le reacci6n de PCR (Metodos, pagina 20) resultaron ser

6ptimas para  la obtenci6n de productos  de  anplificaci6n  a partir del ADN  gen6mico  de

h4/cohacferl.a4m  tobercci/oris.  Como  se  muestra  en  la  Figura  6,  se  obtuvo  una  banda  de

tamafio esperado de 316 pb que representa la amplificaci6n del segmento delinitado por los

partidores  IS43  e  IS4l  de  la  secuencia  de  inserci6n  IS6llo  de  la bacteria  (vcr  figura  3,

pagina 15).

]2

316pb  -

Figure 6. Productos de PCR de 316 pb resultantes de la
anplificaci6n     a     partir     del     ADN     gen6mico     de
A4/cobac/er7.#m  rzfberc%/as7.f  y  de  los  partidores  IS43   e
IS41. El gel de agarosa al 2% muestra la banda de tamaflo
esperndo de 316 pb, Carril 1. ADN estindar en escalera de
loo pb, Carriles 2. Produetos de PCR de 316 pb.
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4.2. Titulaci6n de la digorigenina-duTP

Una vez optimizadas las condiciones de amplificaci6n del frogmento de 316 pb, se procedi6

a determinar las concentraciones de digoxigenina-11 -duTP que dieran una respuesta 6ptima

en el ELISA. Esta es rna etapa importante del desarollo del ensayo ya que la dig-duTP es

uno de los reactivos de mayor costo de este test. Por lo tanto fue muy inportante determinar

la  concentraci6n minima  que podria  ser usada,  sin afectar  la capacidad  de  detecci6n del

sistema.  Se utilizaron  las  siguientes razones de  dTTP/dig-duTP para  la amplificaci6n de

long  de  ADN:  200/0  HM,  49/1  LiM,  47,5/2,5  HM,  45/5  ulM,  95/5  LiM  y  190/10  HM.  La

concentraci6n de los otros dNTPs fue de 200 uM.

El anflisis de los geles de agarosa al 2% revel6 que existe un mayor retraso en la migraci6n

de los productos de PCR resultante del aumento de tanafio del fragmento (figura 7), ya que

a medida que  aumenta  la raz6n dTTP/dig-duTP  existe un mayor ndmero  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, ptsina 14). No obstante, lo

anterior no alter6 la intensidad de las bandas indicando que las reacciones de anplificaci6n

y la incolporaci6n de dig-duTP fueron igualmente eficientes para cada raz6n utilizada.

316pb-

Figura   7.   Ineorpomci6n   de   DigoligenimrduTI'.   Gel   de   agarosa   al   2%   que   muestra  la
aniplificaci6n por PCR del ADN de M  I"bercw/orl.s con los partidores IS4l-IS43 y con diferentes
razones dTrp:digrduTP, en tLM, En coda caril se coloc6  10 tiL de producto de PCR Carriles I y
9, ADN estindar de 100 pb en escalera. 2, 200:0;  3, 49: I; 4, 47,5:2,5;  S, 95:5; 6,190:10; 7, 45:5; 8,
Control negrtivo, mezcla de reacci6n sin ADN templedo y una proporci6n de dTTP:dig-duTP de
95:5.
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Para  el  ensayo  de  ELISA  de  captura,  las  razones  de  dTTP/dig-duTP  fueron  las  mismas

utilizades en los experimentos que se muestran en la Figura 4. Desputs de la amplificaci6n

los  productos  de  PCR  se  diluyeron  250  veces  y  15   HL  se  aplicaron  a  cada  pocillo  en

cuadruplicado (ver M6todos). Como se observa en la Figura 8, hay un aumento de la lectura

a 450  nm proporcional  al  aumento de  la raz6n  digoxigenina-1 I-duTP.  A pesar de  que  la

lectura con la raz6n 49:I  fue menor que  las otras proporciones, hay que considerar que el

tiempo de revelado fue solo de 7,5 min. En los estudios que se muestran a continuaci6n se

utiliz6 la raz6n 49: 1 y un tiempo de revelado con los sustratos de la peroxidasa de 30 min.

20o:0                  49:1                 47,5:2,5                95:5                  190:10                 45:5                 Confrol        sin producto
Negatiro             PCR

PCR
Ibfacl6n d® dTTP:ExgrduTP

Figure 8. Resultado del PCR-ELISA, tomando los produetos de PCR mencionados
en la figura 6. Tiempo de revelado 7,5 min, Control Negative PCR significa que el
producto de PCR tomedo no tiene ADN de TBC, y Sin producto PCR significa que
al pocillo s6]o se le agreg6 soluei6n de hibridaci6n.

Los   resultados   anteriores   nos   permitieron   optimizar   las   condiciones   de   la   etapa   de

amplificaci6n respecto a la temperatura de apareamiento, la concentraci6n de los partidores,

ninero de ciclos y tiempo de desnaturaci6n, apareaniiento y extension, como se describi6

en  M6todos.  La  etapa  siguiente  fue  determinar c6mo  la raz6n  dTTP/dig-duTP  afecta  la
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deteminaci6n de la cantidad de productos de anplificaci6n mediante un ensayo de ELISA.

Previamente se habia detemindo las concentraciones mas efectivas del oligonucle6tido de

captura,  la  concentraci6n  de  fomamida,  las  diluciones  del  anticuexpo  anti-digoxigenina

conjugado con peroxidasa, y los tiempos de incubaci6n de cada etapa (ver mds adelante).

4.3. Comparaci6n de los tres oligonucledtidos de capture

Para comparar la eficiencia de los oligonucle6tidos TBO1, T802 y T803  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  [iL  del producto  de  PCR previamente  diluido  1/500.  En  la Figura  9  se

observa  que  la absorbancia  obtenida  a 450  nm  de  los  3  oligonucle6tidos  no  muestra rna

diferencia significativa entre ellos.

TBO 1             T802            1B03           sin6ligo     sin producto
PCR

Figlira  9.  Andlisis  comparativo  de  ]a  erlciencia  de  c8ptura  de los  diferentes
otigonuc]edtidos TBO. En la etapa de ELISA de captura, ceda pocillo se activ6
con los diferentes oligonucledtidos, en triplicado,  Se incluy6 ademas, pocillos sin
6ligo, en los que se agreg6 solo PBS  IX y pocilJos sill producto de PCR, como
controles negativos de ELISA.
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A pesar de que existen diferencias en las secuencias del frognento IS43-IS41 en que cada

oligonuele6tido hibrida (vcr figun 3, pdgina 16), esto no tendria un efecto significativo en la

eficiencia  de  capturar  los  productos  de  PCR  (figura  9).  Sin  embargo,  al  deteminar  la

frecuencia de estructura secundaria o capacidad de formar dineros de estos oligonucle6tidos

utilizando el programa OLIG0 version 4.I, se encontr6 que tanto el oligonucle6tido TB01

como  el    TBO  2,  con  una  Tin  alrededor  de  60°C,  presentan  una  estructura  secundaria

bastante  estable.  En  contraste,  el  oligonucle6tido  TBO  3,  a  pesar  de  poder  fomar  una

estructura secundaria, la Tin fue bastante menor (26°C), posiblemente por formar rna asa de

solo 6 nucle6tidos. Basado en estos resultados, el desarrollo del ensayo se continu6 con el

oligonucle6tido TBO 3 ¢igura 10).

(A)                [:::::i:i:G::flTTT5,               Tool

f]GTCG    5'

(C) 5'    GffTGTG

3.    fiTccficTccf]GnccfiTt3G

Figum  10. Estructurae 8ecundarias de los oligoDucledtidos de capture TBO1, T802 y
T803.

4.4. Titulaci6n de TBO 3.

Para  determiner  la  concentraci6n  6ptima  del  oligonucle6tido  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  oligonucle6tido  TBO  3.  La  reacci6n  de  PCR  se  realiz6  con  10  ng  del  ADN  de  M.

twberc"/asi.a  y  los  productos  de  PCR  se  diluyeron  1/250  para poder obtener una relaci6n

lineal  entre  la concentraci6n de  oligonucle6tido versus  la absorbancia a 450 nm,  evitando
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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 concentracich se utiliz6 en los ensayos futuros (figura 1 1 ).

0,01              0,1               0.4              0,8                 1                    5                  10                25

pmolo. d® 6119o/pce]llo

50          Sin 6Iigo   Sin prod.     control
PCR       negativo

PCR

Figura  11. Tifulaci6n del oligonuclcttido de anclaJe TBO 3. Los pocillos de la microplaca se activaron
con  diferentes  dilueiones  de  T803,  desde  0,01  a  50  pmoles  por pocillo,  en triplicado.  Como  controles
negativos de  ELISA se  utilizaron pocillos  que no fucon activedos con T803  (sin  6ligo) y pocillo§  que
fueim activedos con  1  pmol de  T803  pero que no se  les agreg6 el producto de PCR (sin Prod. PCR).
Como contrd negativo de PCR, se utiliz6 un produeto de PCR al que no se le agreg6 ADN templedo.

4.5. Estandarizaci6n de la concentraci6n de formamida en ]a soluci6n de hibrida€i6n

Los productos de PCR despues de la desnaturaci6n y enfrianiento a temperatura anbiente o

la temperatura de hibridaci6n, podian fomar estructuras secundarias relativanente estables,

las  cuales  tanbien  podrian  influir  negativamente  en  la  etapa  de  captura.  Ademds  de  la

temperatura  de  hibridaci6n,   otra  forma  cldsica  de   evitar  la  formaci6n  de  estructuras

secundarias an6malas, es mediante el uso de formamida (46). Con el objeto de estudiar el

efecto  de  la  concentraci6n  de  este  compuesto,  la  reacci6n  se  realiz6  con  soluciones  de

hibridaci6n que contenian 5,10,15, 20, 30, 40% de formamida fmal. El producto de PCR se
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mezcl6 en las  soluciones  con las distintas  concentraciones de  formamida,  se  desnatur6 y

loo LIL de la mezcla se aplicaron a cada pocillo en duplicado. La mezcla se incub6 a 50°C

durante  1  h para permitir  la hibridaci6n.  Como  control negativo  se utiliz6  una mezcla de

PCR sin templado y un producto de PCR de 439 pb del rDNA mitocondrial de rat6n de 16S

(vcr figura 4, pagina 17) amplificado tambien en presencia de dig-duTP.

Como  se  observa  en  la  Figura  12,  a  concentraciones  de  hasta  10%  de  formanida  la

absorbancia fue semejante a la obtenida sin el agente denaturante, aunque a concentraciones

mayores de 20% a 40% se observ6 rna calda progresiva de la lectura.

Bin                     5%                   10%                  15%                  20%                  30%                  40%
fomamlda

Porcentaje de formamida en soluci6n de hi bridaci6n

Flgura  12. Efeeto de la conc¢ntracl6n de fomamldr €n  el PCR-ELISA.  se probaron
diferentes   porcentajes   de   fomanida   en   la   soluci6n   de   hibridaci6n,   siendo   5%   la
conceutraci6n  6ptina para  el  PCR-ELISA  Pars descartar  la posibilided  de  hibridaciones
inespec{ficas,  se incorpor6 un control negativo correspondiente a un fragmento de 439 pb
del gen 16S mitocondrial de ratch
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4.6. Construcci6n del control positivo.

En  el  desarrollo  de  cualquier  test  de  diagn6stico  es  inportante  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 rc!g polinerasa es

una enzima que puede ser inhibida por una gran variedad de compuestos Qeminas, heparina,

polisacdridos,  metales pesados,  etc.),  lo cual puede tradueirse en una nula anplificaci6n a

pesar  de  estar  presente  el  templado  que  se  desea  anplificar.  Este  falso  negativo  puede

conegirse agregando el control positivo, el cual tanpoco sera amplificado en presencia del o

de los inhibidores. Con este objeto, el fragmento de 316 pb se lig6 al plasmidio PCR 2.1® y

posteriormente se transformaron celulas competentes JM109 como se describi6 en Metodos.

A partir de las colonias blancas se realizaron cultivos de 5 mL y la presencia del inserto se

verific6  mediante  PCR a7igura  14),  utilizando  los partidores  descritos anteriomente.  Una

vez seleccionados  los clones que contenian el inserto, se realiz6 un cultivo mayor con uno

de estos  clones, denominado  St5, para aislar el plasmidio recombinante que coustituiria el

control positivo.

Figura  14.  Resultado  de  la  Transfomaci6n.  Gel  de  agarosa al  2%,  en  el  cual  se  aplic6  10  iiL  de
producto de PCR. De lag 7 colonias transfomantes obtenidas solo una presenta el frogmento de 316 pb
(caril 5).
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Finalmente el plasmido obtenido a partir de St5 se secuenci6 (ver M6todos, pagina 26) y el

resultado  mostr6  100%  de  identidad  con  los  316  pb  correspondientes  a  la  secuencia  de

inserci6n IS6110 de A4: fuberc#/orj.s' QTCBI, ndmero de acceso X17348 y M29899).

4.7. Estudio de la capacidad de detecci6n del test.

Para  determinar  el  linite  de  detecci6n  del  test  PCR-ELISA  se  amplificaron  cantidades

conocidas  del  control  positivo  obtenidas  a  trav6s  de  diluci6n  seriada.  A  partir  de  una

concentraci6n  de  1  ng/iiL  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 aproxinadamente 4,6 ag de ADN (ver M5todos,

secci6n 3.2.8.). La amplificaci6n se realiz6 usando entre lxl05 a 0,1 copias correspondientes

al frogmento IS43-IS41.

Del volumen total de  la reacci6n de PCR de  50  prL,  se tomaron  15  LiL  los  cuales  fueron

analizados par electroforesis en un gel de agarosa y tefrdo con bromuro de etidio. Como se

observa en la Figura 16 A, el fragmento de 316 pb se visualiza claramente hasta el caril 5,

que  corresponde  a  100  copias  del  control positivo.  En contraste,  al  analizar  15  HL  de  la

misma reacci6n de  amplificaci6n mediante ELISA  a7igura  16  8),  el ensayo  fue  capaz de

detectar eficientemente 1 copia del control positivo.
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1E5              1E4               1E3               100                10                   5                    1                  0,5                0,1            Control     Sin prod.
Negatva       PCR

NI d® copla8 d®l fragm®nto ls43 - ls41

Fig`ira 16. Estudio de la capacidad de deteeei6n d€] PCR-ELISA. (A) Gel de ngarosa
al 2% con los produetos de PCR del  control positivo de PCR en diferentes nineros de

gap#dLe,LAapDap:A:Sra43di¥oL6¥%.:¥LCoqui;;as:L#]:fgpL:;L°4S,#:tp°£Sas:e5?i85
copies; 6,10 copies; 7,I  copia; 8, control negativo de PCR q3) ELISA usando  15]iL de
log productos de PCR mencionados en A.  Ademds  se incluyeron los produetos de  PCR
obtenidos a partir de 5 copias, 0,5 copies y 0,I  copies. Como control negativo de ELISA
se incluy6 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  reacci6n  de  PCR  el  ADN  de  otros  pat6genos,  tales  como  VIH  (en  estado  de

provirus), j7. j2}//orj., virus de la Hepatitis 8, virus de la Hepatitis C (CDNA), Scz/"oj4e//ci sp.

¢at\srddas  de  poho y  de yema.D,  Yersinia  sp.,  Vibrio  sp.,   Proteus  vulgaris,  P.  putida,  P.

versioularis, P. malei, P. diminuta, AIIeromonas sp. y A. salmonicida. En `]ri:a prim:era Tase.

Ios productos  de amplificaci6n 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 A4: frobercwJasis. Para confimar la ausencia de productos de arnplificaci6n

inespecfficos que pudiesen haberse encontrando a rna concentraci6n per debajo del linite

de detecci6n del gel de agarosa, se realiz6 la etapa de ELISA. Como se muestra en la Figura

18,  las  lecturas  obtenidas  con  los  templados  de  otros  pat6genos  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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Figum  17.  Ensayo  de  Especificidad.  Gel  de  agarosa  al  2%.  Se  observa  la  amplificaci6n  del
fragmento de 316 pb solo en presencia del ADN de A/.  fzfberczi/asis.  Caril  la y  lb, estandar de
ADN escalera de  100 pb; 2a, A4  "bercndosis; 3a, control negativo a'CR sin ADN templedo); 4a,
VH1., 5a,   H. pylori., 6a` HEN., 7a. HCV., 8a. Salmonella sp. (edstndE\ de po\lo)., 9a. Salmonella sp.
(alslada  de   huevo);   10a,   P.   vzt/gzzrf.S;   2b,   Trz.brJ.a  sp;   3b,   yersJ.»7.a  ;rp;   4b,  P.  p€//I.da;   5b,  P.
versicularis., 6b, Alteromonas sp.., lb, P.  malei., 8b, P. diminuta., 9b, A. salmonicida. se carg6 \0

iiL de cada producto de PCR
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4.9. Estudio de la sensibilidad del test.

EI Instituto de Salud Pdblica entreg6 8 muestras problemas para su analisis. Una fracci6n de

cada muestra  se  analiz6  mediante  el  sistema  de  diagndstico para tuberculosis  TBfast®  de

Pharmagen  S.A.  La  otra  fracci6n  se  proces6  para  obtener  el  ADN  segdn  lo  descrito  en

M6todos 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 correlaci6n con los

resultados obtenidos con el metodo de TBfast® o del lnstituto de Salud Ptiblica.

|IlrqlH           KIEIIIrM |E1|)in I L` , )

A + + +

8 + + +

C - - -
D - - -
F - - -
G - - -
H - - -
I - - -

Tabla 4.1.  Estudio de la sensibi]idad con muestras inc6gnitas.  El resultado
del PCR-ELISA para la detecci6n de tuberculosis en muestras provenientes del
ISP mostr6  100% de  correlaci6n con los resultados  obtenidos con el m5todo
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

coagulaci6n.

Fuera  de  las  muestras  del  ISP,  todos  los  ensayos  anteriormente  descritos  se  realizaron

utilizando   el   control   positivo   como   templado.   Con   el   objeto   de   deteminar   si   los

componentes de la muestra podrlan interferir en el ensayo, se hicieron recargas del control

positivo en muestras de sangre de diferentes personas presuntamente sanas. En este estudio,

1as recargas se realizaron agregando rna cantidad predeteminada de E. co/i. transformada y

correspondiente al clon St5. Un cultivo estindar de este clon en medio LB con anpicilina se

diluy6  a  una  concentraci6n  final  aproximada de  30  bacterias/100  iiL.  Para  confimar el

ndmero  exacto  de  bacterias,  alicuotas  de  estas  diluciones  se  sembraron  en triplicado  en

placas de agar en medio LB con ampicilina. Asi por ejemplo, la diluci6n de 30 bacterias/100

[iL produjo 23 I 6,9 colonias en el medio s6lido.

Para descartar la posibilidad de amplificaci6n inespecifica entre los partidores IS43 e IS41 y

la secuencia del plasmido PCR 2.1® que no incluye el fragmento de 316 pb,  se utiliz6 un

control negativo que consisti6 en un clon de E. co/I. (clon I) que contiene el plasmido PCR

2.1® mds un inserto de 154 pb correspondiente al gen del ARN ribosomal mitocondrial 16S

de rat6n (47). El clon T se  creci6 en medio de cultivo LB  con ampicilina durante toda la

noche a 37°C y se dilny6 en forma seriada hasta obtener alrededor de 50 bacterias/100 HL.

Al  cultivar  100  iiL  de  esa  diluci6n  en  agar-LB  en triplicado,  durante  toda  la  noche,  se

obtuvieron 85 ± 38,7 colonias.
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Se tom6 1 mL de cada muestra de orina o de sangre a las cuales se le agreg6 100 HL del cfon

St5  (23  bacterias del clon positivo) o  100  lil 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 foma paralela, tanto a

rna muestra de I mL de sangre como de orina se recargaron con 10 ng de ADN del control

positivo justo antes de agregar 50 [rfu de NaoH 0,2 N e incubar por 30 min a 70 °C.

Come 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  sinilares  al control

negativo. Esto confirma que todas las muestras eran negativas para A4: fube7`cz(/asz.s. Por otro

lado,  las  muestras  de  orina y  de  sangre  que  se recargaron  con  el  clon  St5,  fueron todas

positivas Q]iguras 19 a y b).
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5. DISCustoN.

El desarrol]o  del PCR-ELISA para la detecci6n de A41.  f#berc#/asz.s cubri6 varios aspectos

necesarios  para  obtener  un  sistema  de  detecci6n  sensible  y  espec{fico  y  con  un  costo

apropiado.   Para   ello   no   solo   se   estandarizaron   las   concentraciones   6ptimas   de   los

componentes de la etapa de PCR como del ELISA de captura, sino que ademas se desarroll6

un m6todo  simple  de  extracci6n alcalina  del ADN templado.  Por otro  lado,  se  ensay6  el

efecto de la formamida en la hibridaci6n del oligonucle6tido de captura y el producto de

PCR,  la cual  se traduce  en una mayor estrictez  del  ensayo,  aumentando por lo tanto  su

especificidad.

5.1. Titu]aci6n de ]a digoxigenina-duTP.

Como se mostr6 en la Figura 7 ®agina 29), existe un patr6n de migraci6n diferenciado que

depende de la raz6n dTTP/dig-duTP y del porcentaje de dig-duTP incoxporado en la hebra

que hibrida con el oligonucle6tido  de captura.  El aumento  aparente en pares  de bases del

anplic6n se debe al alto peso molecular de la digoxigenina incoxporada lo que se traduce en

un  retraso  en  la  migraci6n  del  ADN  frente  al  calnpo  electrofoietico.  Dig-duTP  es  un

componente  del  ensayo  de  alto  costo.  Para  bajar  la  concentraci6n  de  este  nucle6tido  se

recuri6 a dos estrategias complementarias. Por un lado se baj6 la concentraci6n de dTTP

(dTTP + dig-duTP en relaci6n a las concentraciones de dATP, dcTP y dGTP (0,2 mM cada

uno) que corresponden a concentraciones saturantes para la rcrg polimerasa. De esta forma

la reacci6n de amplificaci6n se hacia dependiente de la concentraci6n de dTTP + dig-duTP.

En este  sentido  y  segdn  el resultado  mostrado  en las  figuras  7 y  8  ®aginas 29 y  30),  la

reacci6n  de  PCR  result6  ser  tan  eficiente  ouando  la  concentraci6n  total  de  la  pareja

dTTP/dig-duTP  era  la  cuarta  parte  de  la  concentraci6n  de  cada  uno  del  resto  de  los

nucle6tidos, como cuando la concentraci6n de dT'IP era 0,2 mh4 pero sin incluir dig-duTP.

Por otro  lado,  cuando  se utilizaba la misma raz6n de dTTP/dig-duTP,  47,5/2,5  [iM,  95/5

HM y 190/10 HM, pero en diferentes concentraciones en relaci6n con los otros nucle6tidos,
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el resultado obtenido en el gel de agarosa mostr6 que la migraci6n de los productos de PCR

era  la  misma,  lo  que  sugiere  que  la  incorporaci6n  de  la  dig-duTP  depende  de  la  raz6n

dTTP/digduTP y no de la cantidad disponible de dig-duTP y dTTP en el medio de reacci6n.

Luego, el ELISA de  captura confirm6 este resultado ya que las  lecturas  obtenidas  con las

diferentes  razones  fueron pfacticamente  iguales  (figura  8,  pagina  30).  Por  lo  tanto,  este

experimento demostr6 que lo mds importante para obtener mayores lecturas en el ELISA de

captura, es aumentar la raz6n dTTP/dig-duTP y no necesarianente la concentraci6n de dig-

duTP final en el medio de reacci6n.

La  segunda  estrategia  fue  capturar  del  amplic6n,  aquella  hebra  que  tuviere  un  mayor

contenido  de  T,  que result6 ser la hebra antisentido que tiene 57 tinidinas, contra 51  que

tiene la liebra sentido en los 316 pb. De esta estrategia tambi6n dependi6 el disefio de los

oligonucle6tidos de captura.

El resultado de estos estudios revel6 que la relaci6n 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. Aunque ese valor fue la mitad del valor de la lectura obtenida con la raz6n 95/5, al

aumentar el tiempo de incubaci6n de los sustratos de la peroxidasa desde 7,5 a 30 min fue

posible  en  defmitiva  detectar hasta rna  copia  del  fragmento  del  316  pb  proveniente  del

repetido  IS6110  de A4  r"berc#Jasj.a,  confiirichdole  al  ensayo  desarrollado  de PCR-ELISA

una capacidad de detecci6n excelente. Al ser la digoxigenina-11-duTP uno de los reactivos

mas caros de este sistema de detecci6n, su uso en la menor cantidad posible optiniza este

sistema desde el punto de vista de costo, sin afectar la sensibilidad del sistema.

5.2. OIigonucle6tidos de captura.

Como se discuti6 anteriormente, para desaITollar la etapa de captura del ELISA, se escogi6

la hebra antisentido del anplic6n de 316 pb obtenido por PCR, debido a un mayor contenido

de  T.  Para  escoger  los  oligonucle6tidos  de  captura  se  eligieron  zonas  del  amplic6n  con

contenido relativanente bajo de C + G (14 o  15 de 25 nucle6tidos), en relaci6n con la alta

concentraci6n de  G y C  de  la secuencia IS6110,  y en especial,  del fragmento  de  316 pb.
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Mediante  este  analisis  se  disefiaron  3  oligonucle6tidos  TBO1,  T802,  T803.  Los  dos

primeros presentan horquillas bastantes estables con Tin que varian entre 60°C y 67°C (vcr

figura 10, pagina 32). Por otro lado, T803 adopta rna estructura secundaria menos estable

con una Tin de 26°C. Como se mostr6 en la figura 9 ®agina 31) los tres oligonucle6tidos

funcionaron en forma equivalente en la etapa de captura del ELISA, pues las absorbancias

obtenidas  fueron  similares,  sin  embargo,  se  escogi6  el  oligonucle6tido  T803  para  el

desarrollo del PCR-ELISA, porque la poblaci6n de este oligonucle6tido formando horquillas

a   la  temperatura  de  hibridaci6n,   seria  nds  baja  en  comparaci6n  con  los   otros   dos

oligonucle6tidos,

5.3. Titulaci6n del oligonucle6tido de capfura.

La determinaci6n de la concentraci6n 6ptina de T803  mostr6 que el aumento de captura

del anplic6n desnaturado era proporcional a la concentraci6n del oligonucle6tido entre 0.01

y 10 pmoles/pocillo. A concentraciones mayores de  10 pmoles/pocillo se observ6 una caida

progresiva  de  la  lectura,  indicando  una  inhibici6n  de  la  captura  del  anplic6n.  Es  dificil

explicar este resultado, pero podria deberse a un efecto de impedimento est5rico.  Con rna

mayor cantidad de oligonucle6tido de captura en el pocillo podria dificultarse la hibridaci6n

de las hebras desnaturadas del frogmento anplificado de A4:  fz(bercz//asz.s. En definitiva se

eligi6 rna concentraci6n de 10 pmoles/pocillo para el fomato defmitivo del ensayo.

5.4. Efecto de la coDcentraci6n de formamida en La etapa de hibridaci6n.

La  formamida es un reactivo  que  se  utiliza habitualmente  en  la de  hibridaci6n  de  acidos

nucleicos para que las condiciones sean mds estringentes, disminnyendo asi la posibilidad de

que existan apareamientos inespecfficos entre el oligonucle6tido de anclaje y los productos

de PCR. Esto se explica debido a que la formamida es un eficiente formador de puentes de

hidr6geno,  por  lo  que  la  hibridaci6n  entre  las  dos  hebras  de  acidos  nucleicos  se  ve

favorecida   s6lo   si   existe   una   alta   complementariedad   entre   ellas,   aumentando   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  amplificaci6n  en  presencia  de  0%  a  15%  de  formamida.  Sobre  esta

concentraci6n  y  fundamentalmente  entre  20%  a  40  %  de  formamida  se  encontr6  una

progresiva disminuci6n de la lectura (figura  12, pagina 34). Esta disminuci6n es esperable,

pues a dichas  concentraciones de formamida se modifica progresivamente el valor real de

Cot (concentraci6n molar  de  nucle6tidos por  segundo)  (48),  lo  que  afecta  la reacci6n de

hibridaci6n entre una hebra del amplic6n y el oligonucle6tido de captura.

Otra explicaci6n seria un efecto del reactivo sobre la estreptavidina. Como se describi6 en

resultados, la uni6n de la sonda de captura al pocillo es mediada por la alta afinidad acD=10-

•5)  de la estreptavidina a la 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 algiin  cambio  estructural  que  disminuyera la afinidad por la sonda biotinilada,  1o

cual se traduciria en rna lectura del ELISA menor. Sin embargo, llana la atenci6n que la

absorbancia  obtenida  con   100/o  formanida  fuera  sinilar  a  la  lectura  del  control  sin

fomamida. Una explicaci6n posible es que la estreptavidina unida a la placa mediante su

union  a  pegotina,  estabilice  la  estructura  de  la  proteina  como  fue  demostrado  con  la

gonadotrofma cori6nica humana o HCG (39).

5.5. Control positivo.

El  clonamiento  exitoso  del  fragmento  de  PCR  permiti6  incorporar  a  este  sistema  de

diagn6stico un control positivo  de  PCR.  La secuencia del inserto  del clon St5  fue  100%

hom6loga a la secuencia correspondiente de A4: fztderc#/osz.s.

La utilizaci6n de un control positivo es fundamental en un sistema de diagn6stico basado en

PCR,  sobre  todo  si  se  trabaja  con  muestras  en  las  cuales  puedan  existir  compuestos

inhibidores de la rag polimerasa, tales como el grupo hem presentes en la sangre, heparina,

metales pesados, melanina, etc (50). En presencia de estos inhibidores, 1a rc7g polinerasa no

podria amplificar el templado blanco dando origen a falsos negativos. Por otro lado, si en

48



forma paralela se realizara la reacci6n 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 esta

inhibida. En este caso la muestra, de ADN deberi'a ser repurificada o recurir a rna nueva

muestra.

A pesar de  la conveniencia  de utitizar el control positivo  en el PCR-ELISA tambien este

tiene una desventaja. Como el sistema es tan sensible, la mds pequefia contaminaci6n de la 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 soluci6n a este problema seria

reemplazar el control positivo por un control intemo que consistiera en un pldsmido mds un

inserto amplificable con un set de partidores diferentes a IS43 e IS41 y que se agregara a la

muestra  en  la  misma  reacci6n  de  PCR.  En  la  fuse  del  ELISA  del  ensayo  se  tomarian

alicuotas iguales y mientras rna se hibrida a la sonda de captura para A4:  trberc#/asz.a, en el

pocillo paralelo el amplic6n de control  intemo hibridaria a otra sonda de  captura tambien

especifica.  De  esta  forma,  si el  control intemo  da una lectura  francamente positiva y  la

muestra da rna valor de absorbancia semejante al control negativo, uno puede asegurar que

la muestra es verdaderanente negativa.

5.6. Capacidad de detecci6n y especificidad del ensayo.

La PCR es una tecnica poderosa que te6ricamente puede  amplificar una copia de ADN

templado.  Esta propiedad  de la techica fue exitosamente demostrada en esta memoria de

titulo. El m6todo PCR-ELISA desarrollado no solo permiti6 detectar una copia del inserto

del clon St5, sino que ademds mostr6 ser 100 veces mas sensible que la detecci6n mediante

electroforesis en geles de agarosa y tinci6n con bromuro de etidio.

Segin estudios realizados por Plikaytis y  col.  (42),  al  comparar  la amplificaci6n de  una

rinica  copia  del  gen g7.OEL  de  A41.  rztberczt/osz.s  con  la  amplificaci6n  de  un  fragmento  de

IS6110, el ndmero de copias de esta dltima era de al memos 10 en el pat6geno. Por lo tanto,

si  consideramos  que  el  fragmento  de  316  pb  se  encuentra  presente  en  la  secuencia  de

inserci6n IS6110 una sola vez y que el ensayo desarrollado en esta memoria de titulo detect6
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rna copia del elemento de inserci6n, entonces es posible que este m6todo pueda detectar una

bacteria en una muestra deteminada.

Utilizando el mismo razonamiento, Plikaytis y col. (42) deteminaron que A41. bovz.a tenia una

a dos copias del fragmento IS6110. Por lo tanto la detecci6n de rna copia del fragmento de

316 pb mediante PCR-ELISA, hace posible diagnosticar la presencia de esta bacteria. Esto

tiene  inportancia no  s6lo por la posibilidad de hacer extensivo  el uso  de  este  ensayo  de

PCR-ELISA en muestras de ganado bovino, sino que tambi5n en muestras clinicas humanas,

en las que tambien se ha visto una correlaci6n de la tuberculosis con A4. boy;.s' (2, 5).

Para evaluar la especificidad del PCR-ELISA se realizaron ensayos con AI)N obtenido de

diferentes pat6genos humanos tales como el provirus de VIH causante del SIDA, jJ. pj/Jor!.

que predispone la aparici6n de gastritis estomacal e intestinal, SH/owone//a sp. respousable de

enfermedades gastrointestinales y algunas especies pertenecientes al g6nero Pse#do"o72cis,

que se caracterizan por producir enfermedades de manera mds fi.ecuentemente en personas

con  sistema  inmunol6gico  deprimido.  Dentro  de  este  gnlpo  tainbich  se  ensayaron como

templado muestras positivas al virus de Hepatitis 8 y C obtenidas del Centro de Diagn6stico

Molecular  de  Bioscbile  I.G.SA.  Otras  muestras  incluyeron  un  panel  de  pat6genos  de

salmones. El ensayo mostr6 rna absorbancia alta para A41. f#bercct/os7.s y lecturas similares al

control negativo para los demds pat6genos eusayados.

En  el  futuro  sera  interesante  evaluar  otros  pat6genos  e  inclusive  otras  micobacterias

relacionadas o no relacionadas a la enfermedad. Por ejemplo, demostrar la detecci6n de A4:

bovz.s, A4: ¢;z.ca##m, A41. 7„z.crof!. mediaute el ensayo de PCR-ELISA. Tanbien sera necesario

determinar la especificidad con otros pat6genos tales como, A4: crvz."" y A4. /ep#¢e, causante

de  la lepra.  Probablemente  estos resultados  serin negativos ya que Plikaytis y col.  (42),

demostraron que  con  los mismos partidores IS43-IS41  no se  logr6 amplificaci6n de otras

micobacterias.
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5.7. Sensibi]idad y evaluaci6n de muestras.

Uno de los objetivos cumplidos en esta memoria de titulo fue aplicar un m6todo simple para

extraer ADN  de  las muestras positivas  a A41.  }wbe7.c#/asis o muestras con recarga del clon

St5. El tratamiento con NaoH 0,2 N y posterior neutralizaci6n es simple y ripido, y evita el

uso de solventes orginicos como fenol y cloroformo.

No fue facil conseguir muestras humanas infectadas con A4.  rfuz7erc"/osz.s. Sin embargo, y a

pesar de que el ndmero de muestras donadas por el Institute de Salud Pbblica fue bajo, los

resultados obtenidos con el ensayo de PCR-ELISA mostraron un 100% de correlaci6n con el

diagn6stico  del lnstituto y con el ensayo realizado con el test TBfast®.  A pesar que esta

conclusi6n se basa en un muestreo pequefio, futuros ensayos con el mismo test permitirian

asegurar con mds precisi6n la sensibilidad del PCR-ELISA. Hay que hacer notar que una

raz6n que inpidi6 conseguir mds muestras, es la baja tasa de morbilidad en Chile. Asi por

ejemplo,  en  el  Centro  de  Diagn6stico  Molecular  de  Bioschile  se  ban  detectado  s6lo  9

muestras TBC positivas desde enero de 1999 a la fecha.

A pesar de estas dificultades, se ensay6 el metodo de diagn6stico con muestras de sangre y

orina humana artificialmente infectadas por la adici6n del clon St5. Se utiliz6 este enfoque

en lugar de hacer recargas con el ADN plasmidial aislado, para evaluar si el tratamiento con

NaoH en estas muestras era efectivo para la extracci6n del templado. Tambi5n era necesario

ensayar  si  la  extraccidn  del  templado  desde  una  muestra  podfa  o  no  extraer potenciales

inhibidores de la reacci6n de amplificaci6n. 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 A4:  fciberccf/asz.s, ya que

esta bacteria posee una pared mds resistente, 1o cual podria dificultar la extracci6n de ADN.

Por otro lado, los ensayos realizados con las muestras provenientes del ISP demostraron que

el m5todo de extracci6n funciond bien, lo cual indica que la obtenci6n del ADN a partir de

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

Como se discuti6 en la introducci6n los linites de detecci6n de sistemas como ArmLICOR

MTB®  (31)  y  TBfast®  (32)  son  de   800  bacterias/inL  y  20  bacterias/inL  de  muestra,

respectivamente. EI PCR-ELISA desarrollado en esta memoria de titulo tiene rna capacidad

de detecci6n de  1  copia del frogmento IS43-IS41. Debido a que A4:  frobercz//as;.s 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/inL de muestra.

En lo relativo al costo del ensayo, podemos compararlo con el precio de venta del kit IPNV

Genotest 11 utilizado para la detecci6n del virus IPN. Este kit tiene un valor de $3.000 por

ensayo,  en cuyo  costo,  ademds  de todos  los reactivos comunes al del test desarrollado 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 detecci6n

de A4:  }#bercc//asz.s. Por otro  lado,  los precios de venta de AMPLICOR MTB® y TBfast®

varian entre $20.000 a $30.000 por ensayo, por lo tanto, el valor del PCR-ELISA para A4:

j#bercGi/asz.s seria un 90% menor que el valor comercial de estos kits.

En defini±iva, producir el sistema de diagr6stico desarollado en esta memoria de tfulo se

justifica completanente tanto desde el punto de vista de capacidad de detecci6n como el de

costo de ensayo.
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6. CONCLUSI0NES.

Mediante la amplificaci6n del fragmento de 316 pb perteneciente a la secuencia de inserci6n

IS6110 con los partidores IS43 e IS41 se obtuvo rna PCR especifica para A4: f#berc„/asz.a.

Posteriormente  a trav6s  del  disefio  de un  oligonucle6tido  biotinilado  en  su extremo  3'  se

logr6 la detecci6n del ADN del pat6geno por medio de un sistema de ELISA de captura o

PCR-ELISA.

Al clonar el fragmento de 316 pb en el pldsmido PCR 2.1", se obtuvo un control positivo

para el PCR-ELISA.

Luego de ajustar y estandarizar sus variables, se obtuvo un sistema que logr6 detectar hasta

rna copia del producto de anplificaci6n y con un costo por ensayo mucho mds econ6mico

que otros kits comerciales.

Al utilizar ADN de diferentes pat6genos humanos, se observ6 ademas, que este sistema es

especifico  para  el  ADN  de  A4:   I"bercz/Jasz.s.  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   g6nero  no

relacionadas a la enfermedad.

Al analizar muestras inc6gnitas obtenidas del Iustituto de Salud Ptlblica el resultado mostr6

100%  de  correlaci6n  con  los  resultados  obtenidos  por  medio  del  kit  Tbfast®  y  con  el

resultado del ISP.

Se realizaron pruebas de campo con este sistema de detecci6n en muestras de sangre y orina

de  pacientes  sanos.  Para  analizar  la  efectividad  del  metodo  de  extracci6n  de  ADN,  se

realizaron  ensayos  de  recarga  de  las  muestras  de  sangre  y  orina  con  el  clon  St5  y  se

determin6  que  la  extracci6n  de  ADN  fue  efectiva.  No  se  logr6  analizar  muestras  de

pacientes con tuberculosis debido a la dificultad de couseguirlas.
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