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Evaluacion de métodos de extraccion de ADN
bacteriano en muestras fecales de pacientes
diagnosticados con infeccion por Helicobacter pylori

Evaluation of bacterial DNA extraction methods in fecal
samples of patients diagnosed
with Helicobacter pyloriinfection

Aracely Garcia Cuan?
Anny Miranda Cardenas?

Resumen

La identificacion de microorganismos a través de técnicas moleculares ha tomado gran popularidad
en los Ultimos afios gracias a su precision. La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una téc-
nica de diagnostico molecular sumamente valorada por su rapidez de resultados, alta sensibilidad y
especificidad, sin embargo, el rendimiento de esta técnica dependera de la calidad del ADN extraido.
Las muestras fecales contienen una gran cantidad de sustancias, como sales que pueden comportarse
como inhibidores parala PCR, por estarazén, se llevo a cabo este estudio donde se evaluaron algunas
modificaciones a técnicas de extraccion de ADN bacteriano por medio de la metodologia fenol-cloro-
formo en 10 muestras fecales tomadas de pacientes diagnosticados con infeccion por Helicobacter
pylorien el departamento del Atlantico. En el método final se obtuvo una concentracion promedio de
ADN de 1.501,0 ng/ul.
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Abstract

Theidentification of microorganisms through molecular techniques has become very popularinrecent
years due to their accuracy. The Polymerase Chain Reaction (PCR) is a molecular diagnostic technique
highly valued for its rapidity of results, high sensitivity and specificity, however, the performance of
this technique depends on the quality of the extracted DNA. Fecal samples contain a large number of
substances, such as salts that may behave asinhibitors for the PCR, for this reason, this study evaluated
some modifications to bacterial DNA extraction techniques of the phenol-chloroform methodology in 10
fecal samples taken from patients diagnosed with infection by Helicobacter pyloriin the Department of
Atlantico, Colombia. Inthe final method an average DNA concentration of 1,501.0 ng/ul was obtained.

Keywords: DNA extraction, Helicobacter pylori, fecal samples, purification.
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Introduccion

Tradicionalmente, laidentificacion de microorganismos en laboratorio se hallevado a cabo de manera
rutinariamediante el aislamiento del microorganismo problemay laobservacién de sus caracteristicas
fenotipicas expresadas, como su morfologia, comportamiento bioguimico y metabolismo (1,2). Sin
embargo, esta metodologia presenta varias limitaciones, por ejemplo, el tiempo para obtener resul-
tados o ladificultad que presentan algunos microorganismos para ser cultivados, como es el caso de
los microorganismos extremofilos o las Bacterias denominadas Viables No Cultivables (BVNC) (3).

Los métodos de identificacion de microorganismos por medio de técnicas moleculares sonunaopcion
altamente viable para la eliminacién de estos limitantes, ya que proveen soluciones en términos de
costoy rapidez para la obtencion de resultados. Dichas técnicas utilizan ADN aislado para identifi-
car y confirmar de forma certera la presencia o ausencia de los microorganismos (1,3). Entre ellas
encontramos la Reaccion en Cadena de la Polimerasa PCR, una técnica de diagndstico molecular
sumamente valorada por su rapidez de resultados, alta sensibilidad y especificidad, que evita,en gran
medida, la cantidad de falsos positivos y negativos durante la etapa de diagndéstico (4). No obstante,
el desempeno la PCR depende fundamentalmente de la calidad de la muestra a analizar, es decir del
ADN, el cual, debe ser de alta calidad y pureza, por esto son necesarias técnicas especializadas vy
estandarizadas para la extraccion de ADN de buena calidad.

Existe una cantidad considerable de metodologias de extraccién de ADN bacteriano, algunas de
ellas son: salting, que utiliza altas concentraciones de sales para la lisis celular (5); Chelex 100, una
resina quelante que no requiere una digestion previa con enzimas como la proteinasa K (6); y la
metodologia fenol-cloroformo o extraccién con solventes orgénicos que se fundamenta en la lisis
celulary el solventes organicos para la eliminacion de restos proteicos y lipidicos presentes (5). Esta
diversidad permite seleccionar la técnica que mejor se ajuste a las necesidades de cada investigador
teniendo en cuentavarios factores, como la cantidad de lamuestra conla que se cuenta pararealizar
la extraccion, la cantidad de ADN que se requiere o matriz de la muestra o su origen. Las muestras
fecales se recomiendala metodologia de fenol-cloroformo paralas extracciones de ADN en muestras
fecales (7,8), debido al buen rendimiento que se obtiene utilizando poca cantidad de muestray ala
obtencion de gran cantidad de ADN de buena calidad (5), por esto, generalmente se recomienda se
recomienda la metodologia de fenol- cloroformo para las extracciones de ADN en muestras fecales
(7,8),debidolasualtacapacidad de eliminacién de sales, al buen rendimiento que se obtiene utilizando
poca cantidad de muestray ala obtencién de gran cantidad de ADN de buena calidad (5).

En este estudio se evallian dos técnicas de extraccion pertenecientes a la metodologia fenol-clo-

roformo en 10 muestras fecales tomadas a pacientes del Atlantico, Colombia diagnosticados con
infeccion por Helicobacter pylori.
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2. Materiales y métodos

2.1 Toma de muestras

Se tomaron muestras a 10 pacientes diagnosticados con infeccion por Helicobacter pylori, los cuales
asistieronalasunidades endoscopicasdela Clinicade laCosta Ltda.y al Centrode Video-Endoscopia
Digestiva (CEVIED) enlaciudad de Barranquilla, para participar en un procedimiento de endoscopia
y toma de biopsia. Dichos pacientes debieron cumplir con los siguientes criterios: tener entre 3y 69
anos, presentar un diagnostico positivo o negativo de enfermedad gastrica y estar diagnosticados
con infeccién por Helicobacter Pylori. Se excluyd a aquellos pacientes que hubiesen recibido anti-
bioticoterapia (por cualquier causa) en los Ultimos 3 meses o que al momento del estudio recibieran
quimioterapia, radioterapia o padecieran cualquier tipo de cancer. Por ultimo, se almacenaron las
muestras recolectadas a 4 °C hasta el dia de la extraccion.

2.2 Preparacion de la muestra y extraccion de ADN

Se realizaron 2 repeticiones con cada paciente para los métodos evaluados y se prepard la muestra
seglin Conde, Revoloy Espada (8).

2.2.1 Preparacion de la muestra

De cada muestra se tomo 1 g que se adiciond a un tubo de 15 ml que contenia 1 ml de Buffer PBS,
y se llevé a Vortex hasta homogenizar completamente. Después, se centrifugd la muestra a 2.000
rom durante 2 minutos para precipitar los restos de alimentos, luego, se transfirio el sobrenadante
aotrotuboy secentrifugd de nuevo a 13.000 rpm durante 5 minutos, en esta ocasion se descarté el
sobrenadante. Este Ultimo lavado se repitid unavez masy se conservo el pellet para cada extraccion.

2.3 Evaluacion preliminar de métodos sugeridos por la literatura

Se evaluaron los métodos sugeridos por Conde, Revolo y Espada (8); y Lopez y Mejia (9) en cinco
muestras de heces humanas.

Método sugerido por Conde, Revolo y Espada

Selavé el pellet conservado con 1.000 pL de buffer fosfato salino, se centrifugd a 13.000 rpomdurante 5
minutosy sedescarté el sobrenadante, por Ultimo, serealizo esta operacion unavez mas. Luego, el pellet
lavado se resuspendié con 500 uL de aguaultra puraestérily 10 uL de SDS (Sodio Dodecil Sulfato) al 10
%, se puso esta suspension a bafio maria durante 10 minutos a 100 °C y se dejd enfriar a temperatura
ambiente. Se agregd 1,0 volumende fenol-cloroformoy se centrifugd a 13.000 rpom durante 5 minutos,
se repitio este lavado dos veces y en cada lavado se transfirio la capa acuosa superior a un nuevo tubo.
Por ultimo, se precipitd el ADN con 1,0 volumen de isopropanol frio, se volvié a centrifugar esta vez
durante 10 minutos a 13.000 rpm, se descartd el sobrenadante y se resuspendio el pellet con 50 plL
de agua ultra pura estéril.
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2.3.1 Método sugerido por Lépez y Mejia

El pellet conservado se resuspendié en 50 pL de SDS 10 % (p/v) y 50 uL de buffer de lisis (50 mM
TrisHCI, 50 mM EDTA pH 8, 1 % SDS y 50 mM NaCl) y se puso en un agitador Vortex hasta res-
uspender por completo. Luego, se incubd la suspension durante 30 minutos a 37 °C y después se
agregaron 2,0 volumenes de fenol; se mezclé vigorosamente todo y se centrifugd a 13.000 rpm du-
rante 10 minutos. Se transfirio la fase acuosa a otro tubo teniendo cuidado de no recoger la pelicula
de proteina, después se adiciond 1,0 volumen de cloroformo, se mezclé y se centrifugd de nuevo. A
continuacion, se transfirid unavez mas la fase acuosa a otro tubo y se adicionaron 2,5 volumenes de
etanol absolutofrio; se mezcld todo suavemente por inmersiony se centrifugd durante 10 minutos a
13.000 rpm. Se descarto el etanol y se dejé secar el pellet por completo. Finalmente, se resuspendio
el ADN en 100 uL de agua ultra pura estéril.

2.4 Evaluacion de métodos planteados

Teniendoencuentalos resultados preliminares de cantidad y purezaleidos en un espectrofotdometro
Nanodrop 2000, se escogio el método sugerido por Conde, Revolo y Espada, al que se le aplicaron
las modificaciones relacionadas a continuacion.

2.4.1 Método modificado N° 1

Se resuspendié el pellet con 50 pL de agua buffer de lisis (50 mM TrisHCI, 50 MM EDTApH 8, 1 %
SDSy 50 mM NaCl) + 50 uLde SDS al 10 %y 5 plL de lisozima, luego se incubd esta suspension a 37
°C durante 30 minutos. Después, se dividio cada muestra en dos tubos para centrifuga de 5 mL, se
agregaron 2,0 volumenes de fenol-cloroformo a cada muestray se centrifugé a 13.000 rpom durante
5 minutos. Se repitié este lavado dos veces y en cada lavado se transfiriod la capa acuosa superior a
un nuevo tubo, unificando las muestras cuando fuera posible. Por Ultimo, se precipitd el ADN con
1,0 volumen de isopropanol frio, se volvio a centrifugar, esta vez durante 10 minutos a 13.000 rpm,
se descarté el sobrenadante y se resuspendio el pellet con 50 L de agua ultra pura estéril.

2.4.2 Método modificado N ° 2

Se resuspendio el pellet conservado con 50 plL de agua buffer de lisis (50 mM TrisHCI, 50 mM EDTA
pH8,1% SDSy 50mM NaCl)+50uLdeSDSal 10%y 50 uL delisozima, se incubd esta suspension a
37 °Cdurante 10 minutos, luego se puso a bano maria durante 30 minutos a 100 °Cy se dejo enfriar
a temperatura ambiente. Después, se dividio cada muestra en dos tubos de centrifuga de 5 mly se
agregaron 2,0 volumenes de fenol-cloroformo a cada una; se centrifugd todo a 13.000 rpm por 5
minutosy se transfirié lacapaacuosa superior aun nuevo tubo, unificando las muestras cuando fuera
posible. Por Ultimo, se precipitd el ADN con 1,0 volumen de isopropanol frio, se volvio a centrifugar
esta vez durante 10 minutos a 13.000 rpm, se descarté el sobrenadante y se resuspendié el pellet
con 50 pL de agua ultra pura estéril.
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2.4.3 Calidad, cantidad y pureza del ADN extraido

Se leyd cada ADN extraido en un espectrofotémetro Nanodrop 2000 —que arroja la cantidad de
ADN de cada muestra—y se evaluo la relacion A260/A280 para determinar su pureza en cuanto
ala cantidad de proteinas y sales contenidas. Para determinar la calidad del ADN extraido, se puso
cada muestra en cdmara de electroforesis con gel de agarosa al 2 % a 80 voltios durante 1 horay
20 minutos.

3.Resultados

Laevaluacionde lapureza, calidady cantidad obtenidas sonlas variables claves para definir el proto-
colomés confiable parala extraccion de acidos nucleicos. Los resultados obtenidos con cada método
seresumenen la Tabla N° 1.

Tabla N ° 1. Cuantificaciony medicion A260/A280 del ADN obtenido a partir de las muestras fecales.

Concentracion
Protocolo A260 Relacion de ADN (ng/ul)
A260/A280
Método modificado N2 1 18,9 1,6 946,2
Método modificado N° 2 50 1,7 1.501,0

Fuente:Propia del autor.

Las medicionesenelespectrofotdmetro Nanodrop 2000 revelan que utilizando el Método modificado
N° 2 se obtuvo una mayor cantidad de ADN (1.501 ng/ul), asi como una pureza mas aceptable en las
lecturas de larelacion A260/A280 en comparacion con el Método modificado N° 1. En la Imagen N
° 1, se puede observar el corrido electroforético realizado en las extracciones de ambas muestras
evaluadas, en donde se evidencia una mejor calidad de bandas para el Método modificado N © 2.

Imagen N° 1. Corrido electroforético de los métodos de extracciéon modificados.

Método modificado N.° 1 Método modificado N.° 2

Fuente:Propia del autor
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Discusion

Los métodos evaluados mostraron unbuen comportamiento, conambos se obtuvo una gran cantidad
de ADN (promedios de 946,2 ng/ul y 1.501,0 ng/ul) y una buena pureza (relacion A260/A280 de
1,6y 1,7 respectivamente). No obstante, al someter los ADN extraidos a un corrido electroforético
se evidencié que el método modificado N° 2 tuvo una mejor estabilidad durante el proceso, lo cual
puede deberse a la cantidad de sales presentes en las muestras tratadas con el método modificado
N° 1, al cual se le hicieron menos lavados.

El método de extraccién por fenol-cloroformo es una alternativa mas econdémicay sencilla en com-
paracion concualquier kit comercial. Ademas, se puede realizar enun menor tiempo, si se le compara
con un cultivo microbiano convencional. El ADN extraido tiene la calidad optima para ser aplicado a
una metodologia de PCR.
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