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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE PCR EN TIEMPO REAL
PARA LA IDENTIFICACION MOLECULAR DE LA BACTERIA
Helicobacter pylori.

Sirley Mariel Arias Cordero

Resumen

Helicobacter pylori es una bacteria que se estima esta presente en la mitad de la poblacion
mundial y desde 1980 se ha ligado con diferentes patologias gastricas, incluido el cancer
gastrico. Dada su importancia, tanto a nivel clinico como ambiental, la IARC ha
considerado que existe suficiente evidencia para clasificarla como un patégeno primario
completo capaz de inducir procesos carcinogénicos en humanos. Por lo tanto estudios que
permitan realizar su deteccion son de suma importancia. Debido a ello, en el presente
trabajo se estandarizé la técnica de PCR en tiempo real para la deteccion del gen gimM de
la bacteria, ajustando la temperatura de alineamiento y se optimizaron las concentraciones
de primers y de sonda de hidrolisis, empleando el equipo LightCycler 480 II, utilizando el
método de analisis de cuantificacion absoluta por segunda derivada maxima. Se obtuvo que
52°C fue la mejor temperatura de alineamiento con una eficiencia de 1,963; asimismo se
determind que la concentracion de optima cada primer fue de 1M, con una eficiencia de
1,962 y finalmente, para la sonda de hidrolisis, se obtuvo una eficiencia de 1,963, con una
concentracion de 1 UM en la reaccion.

Palabras clave:Cancer gastrico, gen gimM, LightCycler 480llI.



Introduccién

Helicobacter pylori (H. pylori) es una bacteria que se estima se encuentra presente en la
mitad de la poblacion mundial (IARC, 2014), siendo aquellos paises en vias de desarrollo
los que presentan mayor incidencia de infeccion. A partir de los descubrimientos de
Marshall y Warren en 1980, en los cuales se demostré la relacion existente entre la
infeccion por H. pylori y el desarrollo de diferentes patologias gastricas, estudios sobre
dicha bacteria ha cobrado relevancia (Olaya, 2008).

Segun Azevedo et al (2007), las enfermedades con las cuales se le vincula H. pylori datan
desde gastritis crénica y Ulceras pépticas, hasta ser considerado el principal factor de riesgo
para el desarrollo de céancer gastrico, debido a que desde el afio de 1994 (con
reconfirmacion en el 2009), la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC,
por sus siglas en inglés) clasificO a esta bacteria dentro el Grupo | de patdgenos que
inducen céancer (IARC, 2014).

Su capacidad para colonizar el epitelio gastrico humano y ser un potencial factor de riesgo
para el desarrollo de cancer, se debe a la produccion de la enzima ureasa, con la cual
neutraliza el &cido clorhidrico del estomago, por la conversion de la urea gastrica en
amonio (Alarcon, Barquero, Domingo, Lopez y Royo, 2004; Hernandez, 1990).

En Costa Rica se ha relacionado con gastritis, Ulcera duodenal, gastritis atréfica con
probabilidades de transformarse en cancer gastrico, especialmente en adenocarcinoma de
tipo intestinal (Sierra, 2002). Seglin datos de Ministerio de Salud (2014), la incidencia
anual de cancer gastrico es aproximadamente sesenta casos por cien mil habitantes, con una
relacion hombre:mujer de 2:1; aunque si bien la incidencia ha disminuido en las Gltimas dos
décadas, contintia siendo un problema de salud publica.

Actualmente en el pais se realizan investigaciones con H. pylori en el Instituto de
Investigaciones en Salud (INISA) de la Universidad de Costa Rica (UCR) y en Instituto
Tecnologico de Costa Rica (ITCR), especificamente en el Centro de Investigacion en
Biotecnologia. Para el afio 2011 en el ITCR, Montero logré aislar e identificar cepas de H.
pylori a partir de muestras de agua para consumo humano, provenientes de zonas de alta y
baja incidencia de cancer gastrico. Ademas se trabajé con la deteccién molecular de cepas a
partir de biopsias gastricas provenientes de pacientes dispépticos (Gonzalez, 2011).

De acuerdo a las estadisticas de Costa Rica. relacionadas con estas patologias, es necesario
innovar las técnicas existentes para su diagnostico mediante investigaciones que permitan
no solo la deteccion, sino ademas la cuantificacion de esta bacteria en distintos tipos de
muestras, para con ello tomar las acciones pertinentes y poder generar mejoras a la salud
publica.



Es por esto que en el presente informe se reporta una metodologia para la identificacion del
gen glmM de H. pylori, misma que permite realizar un estimado de la concentracion de
bacterias en una muestra, utilizando la técnica de PCR cuantitativa o PCR en Tiempo Real,
empleando el equipo LightCycler® 480 Il de Roche Diagnostics GmbH (Mannheim,
Alemania).

Marco Tedrico

Helicobacter pylori

Taxonomia

Segun Olaya (2008), inicialmente H. pylori se denomind Campylobacter pyloridis, luego su
nombre fue corregido a Campylobacter pylori y finalmente en 1989, tras la secuenciacion
de su genoma, se concluyd que no presentaba homologia con la secuencia del género
Campylobacter, sino con el genoma de Helicobacter, dando como resultado la clasificacion
taxondmica que se muestra a continuacion:

¢ Reino: Bacteria

¢ Filo: Proteobacteria

e Clase: Epsilonproteobacteria
e Orden: Campylobacterales
e Familia: Helicobacteriaceae
e Género: Helicobacter

e Especie: H. pylori

Dentro del género Helicobacter existen 35 especies capaces de colonizar animales como los
gatos (H. bizzozeronii, H. felis), conejos y perros (H. salomonis), cerdos y monos (H. suis),
entre otros. Estas especies, de manera similar a H. pylori son capaces de promover el
desarrollo de enfermedades como linfoma, dispepsia y cancer gastrico en su hospedero. No
obstante, H. pylori es la Unica especie con evidencia de infectar seres humanos (Boyanova,
L.; Mitov, I.; Vladimirov, B., 2011).

Caracteristicas microbioldgicas

Morfologia

H. pylori es una bacteria Gram negativa, con morfologia espiralada y dimensiones gue van
desde los 2 a los 4 um de largo y de 0,5 a 1 pum de ancho. Presenta de dos a seis flagelos
unipolares (Cervantes, 2006) que le dan gran capacidad de movilidad. Bajo condiciones de
estrés, es capaz de transformar su morfologia bacilar a cocoide, siendo ésta Ultima
reportada como una morfologia viable, pero no cultivable en el laboratorio (VBNC, por sus
siglas en inglés).



Las cepas de H. pylori se transforman en VBNC bajo ciertas condiciones de estrés como
una incubacién prolongada, subcultivos, variaciones en la temperatura, contacto con
oxigeno y los tratamientos con antibidticos. En la figura 1 se muestran los diferentes tipos
de morfologia que puede presentar H. pylori.
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Fig. 1. Morfologias pertenecientes a H. pylori. A: cultivo puro observado con microscopio
optico, se puede observar la morfologia de bacilo espiralado (100X). B: cultivo puro
observado con microscopio éptico, se puede observar la morfologia cocoide las cepas

VBNC (100X). Fuente: Boyanova, L.; Mitov, I.; Vladimirov, B. 2011.

Macroscopicamente, sus colonias presentan un diametro menor a 1mm y son redondeadas e
incoloras. En el laboratorio, su crecimiento dptimo se da a una temperatura de 37°C con un
periodo de incubacion de tres a seis dias (Alarcon, Barquero, Domingo, Lopez y Royo,
2004).

Estructura del genoma

Actualmente se ha secuenciado el genoma de tres cepas de H. pylori: la cepa 26695, aislada
de un paciente con gastritis; la cepa J99, aislada de un paciente con Ulcera gastroduodenal y
la cepa HPAGL, aislada a partir de un paciente con gastritis atréfica cronica (Tomb et al.,
1997; Alm et al., 1999; Oh et al., 2006). Estas cepas poseen un cromosoma circular de
1667867 pb, 1643831 pb y 1596366 pb, respectivamente. La cepa HPAGL1 contiene un
plasmido con un tamafio de 9369 pb denominado pHPAGL.

El porcentaje de las secuencias codificantes de la cepa 26695, J99 y HPAG1 es cerca del
92%. De estas, 1379 marcos abiertos de lectura (ORFs por sus siglas en inglés) son
comunes entre las tres especies y unicamente el 10% de los genes son especificos para cada
cepa, 117 y 89 genes presentes en las cepas 26695 y J99 estan ausentes en la cepa HPAGL;
por el contrario, 43 de los genes pertenecientes a la cepa HPAG1 no se encontraron en las
otras dos cepas (Oh et al., 2006).



El nimero de genes de acuerdo a su funcionalidad han sido clasificados con base en lo que
se indica en el cuadro 1. El analisis de estos resultados revela que las cepas de H. pylori
poseen un potencial metabdlico similar entre ellas.

Cuadro 1. Clasificacion del niumero de genes de dos de las cepas de H. pylori
secuenciadas. Fuente: IARC (s.f).
Categoria de los genes Numero de genes en la cepa:
H. pylori J99 H. pylori 26695

Clasificados funcionalmente 877 898
Biosintesis de aminoacidos 44 44
Biosintesis de cofactores 60 59
Envoltura celular 160 164
Procesos celulares 96 113
Replicacion del ADN 23 23
Restriccion y modificacion al ADN 66 68
Metabolismo energético 104 104
Metabolismo de &cidos grasos y fosfolipidos 28 29
Biosintesis de purinas y pirimidinas 34 34
Funciones regulatorias 32 32
Transcripcién 13 13
Transporte y proteinas de unién 88 87
Conservados sin funcién conocida 275 290
Especificos para H. pylori 343 364
Total 1495 1552

Dentro de los genes de H. pylori se puede mencionar el gen glmM, (anteriormente se
llamado ureC), uno de los mas estudiados, es un gen constitutivo que codifica para una
fosfoglucosamin mutasa bacteriana (PNGM) que pertenece a la superfamilia alfa-D-
fosfohexomutasa (UNIPROT CONSORTIUM, 2011).

Esta enzima es requerida para la interconversion de la glucosamina-6-fosfato a
glucosamina-1-fosfato y participa directamente en la sintesis de la pared celular. Este gen,
junto con el gen que codifica para el ADNr16S, han sido utilizados para la deteccion
molecular de la bacteria en distintos tipos de muestras (UNIPROT CONSORTIUM, 2011).

Patogenicidad

H. pylori presenta un conjunto de factores que permiten su desarrollo metabdlico en el
estomago de su huésped, logrando asi asegurar su sobrevivencia en el mismo e induciendo
una interaccion paréasita con las celulas géastricas. Estos factores se pueden clasificar en
factores de colonizacion y factores de virulencia (Olaya, 2008).



Factores de colonizacion

La colonizacién por H. pylori involucra una interaccion entre las proteinas de membrana
externa y las células del epitelio gastrico del huésped. Asimismo, los lipopolisacaridos
(LPS) tienen un rol de suma importancia en la interaccion entre las bacterias Gram
negativas y el huésped ya que son estimuladores del sistema inmune; sin embargo, los LPS
de H. pylori poseen baja actividad estimuladora y su sintesis involucra solamente 20 genes
dispersos a través del genoma, contrario a otras bacterias en las cuales se agrupan en un
solo cluster (IARC, s.f.).

Ademas, la expresion de la fucosiltransferasa (una enzima esencial en la ruta metabolica
para la biosintesis del LPS) permite a H. pylori simular los antigenos de Lewis, lo cual le
permite evadir la respuesta inmune del huésped y lograr asi una colonizacion exitosa.
Aunado a ello, dentro de las caracteristicas mas importantes que destaca en relacion a otras
bacterias, es la produccion de la enzima ureasa, esta enzima le permite neutralizar el acido
clorhidrico del estdmago mediante la conversion de urea gastrica en amonio, generando con
ello un ambiente propicio para su crecimiento (Alarcén, Barquero, Domingo, Lépez y
Royo, 2004).

Factores de patogenicidad

Isla de Patogenicidad cag (cagPAl)

El factor de virulencia cagPAI es una region de 40 kb ubicada en el gen de la glutamato
racemasa. Se estima que esta presente en el 50% de las cepas de H. pylori de paises
occidentales y en mas del 98% de las cepas provenientes del este asiatico. Esta isla de
patogenicidad contiene de 28 a 31 genes, siendo el dltimo el gen cagA, mismo que ha sido
ampliamente utilizado como marcador para la caracterizacién patégena de las cepas (Olaya,
2008).

Los genes presentes en la isla de patogenicidad, codifican un sistema de secrecion tipo 1V
(SST4), conformado por las proteinas virB4, virB7, virB10, virB11, virD4. Este sistema de
secrecion permite que el producto del gen cagA (la proteina CagA) sea traslocado al
interior de la célula epitelial, donde la proteina CagA es fosforilada a nivel de las tirosinas,
lo que se asocia con desfosforilacion de proteinas y cambios a nivel morfolégico en las
células epiteliales del huésped. Las cepas cagA positivas se asocian con gastritis atréfica
severa y se estima que son de suma importancia en el desarrollo del cancer gastrico
(Azevedo et al.,; 2007).

Citotoxina vacualizante (VacA)

La citotoxina vacuolizante es una proteina codificada por el gen vacA. Esta proteina induce
la formacion de vacuolas en células eucaridticas y estimula a su vez, la apoptosis en células
epiteliales. Hasta la fecha todos los aislamientos de H. pylori presentan en su genoma el
gen vacA; sin embargo, la secrecién de la proteina se liga con variaciones en la secuencia



sefial de secrecion (alelos s1 y s2) cerca del extremo 5’ del gen vacA y en la region media
del gen (alelos m1 y m2) (Olaya, 2008).

Las cepas que presentan en su secuencia el alelo s1 producen citotoxinas funcionales, no asi
para el alelo s2. Las cepas con alelos slml son mas citotoxicas que las cepas con la
configuracion alélica slm2 que se asocian con gastritis severas, atrofia, metaplasia
intestinal y cancer gastrico.

Proteina Inductora del Factor de Necrosis Tumoral (Tip- «)

La proteina tip-alpha (Tip-a)), es un factor carcinogénico de H. pylori que induce la alta
expresion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y de las quimiocinas pro-
inflamatorias (IL-1pB y IL-8), aumenta la expresion del gen Bcl-2 que codifica una proteina
gue se sitla en la membrana mitocondrial externa, el reticulo endoplasmatico liso y la
membrana nuclear, la cual esta relacionada con la supresion de la apoptosis celular (Cheng,
et al., 2008).

Tip-alpha es wuna proteina Unica en la bacteria, que completa proyecciones
inmunoprotedmicas de H. pylori; es altamente inmunogénica por lo que esté involucrada
en la estimulacion de macréfagos asi como en la colonizacion de la mucosa gastrica en
ratones (Godlewska et al. 2008).

Este factor carcinogénico de H. pylori al ser secretado al medio extracelular es capaz de
entrar al nacleo de las células gastricas colonizadas mediante una molécula especifica de
unién. El homodimero de Tip-o tiene un peso de 38 kDa y sus subunidades se unen
mediante puentes disulfuro; region importante ya que in vitro muestra la capacidad de
unirse a ADN de simple y doble banda (Suganuma et al., 2005).

Epidemiologia de la infeccion

La prevalencia mundial de la infeccion por H. pylori es aproximadamente del 50%, con
variaciones sustanciales entre paises. La misma difiere entre paises debido a razones de
edad, raza y condiciones socioeconémicas. El porcentaje de prevalencia es mayor en paises
en vias de desarrollo que en paises desarrollados; sin embargo, en el este de Europa los
indices de infeccion por la bacteria son elevados (IARC, s.f.).

A nivel mundial se estima que cerca de 650 000 casos de cancer gastrico se deben a la
infeccion con H. pylori. Sin embargo, en Costa Rica segin datos del Manual de Normas
para el Tratamiento de Cancer en Costa Rica (2014), la incidencia anual de cancer gastrico
es aproximadamente sesenta casos por cien mil habitantes, con una relacion hombre:mujer
de 2:1, a pesar de que la incidencia ha disminuido en las Gltimas dos décadas, continta
siendo un problema importante de salud publica.
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Transmision de H. pylori
Segun la IARC (s.f.) se han establecido cuatro posibles rutas para la transmision de la
bacteria, siendo éstas:

e Persona-persona: los seres humanos son los principales reservorios de H. pylori, es
por esto que el contacto entre personas ha sido considerado como la primera ruta de
transmision.

e Oral-oral: contacto con saliva de personas infectadas.

e Fecal-oral: mediante malos habitos de higiene.

e Agua de consumo: se ha demostrado la presencia de H. pylori en agua para
consumo humano, situacién que podria favorecer la colonizacion por parte de la
bacteria en el cuerpo humano.

Deteccidn de H. pylori mediante PCR en tiempo Real

La técnica de PCR en tiempo real es una variante de la técnica convencional que combina
la amplificacién y deteccion de los productos de PCR en un mismo paso, porque
correlaciona el producto de la reaccion en cada uno de los ciclos con una sefial de
intensidad de fluorescencia que es captada y cuantificada por un equipo de termociclado
especial (Brechtbuehl, Whalley, Dusheiko, Saunders; 2001).

Esta técnica difiere de la convencional en varios aspectos; sin embargo, el mas importante
es que se debe de contar con un fluoréforo dentro de la reaccion, el cual permita detectar
en cada ciclo el aumento de la fluorescencia. Estos fluordforos se pueden clasificar en
moléculas intercalantes de union no especifica al ADN y moléculas fluorescentes
especificas para secuencias también dentro de las que se citan las sondas de hidrdlisis
(Green, Sambrook; 2012).

Las sondas de hidrolisis o sondas 5’ nucleasas se basan en la actividad 5> exonucleasa de
la enzima ADN polimerasa. Son oligonucle6tidos especificos para una secuencia de un
determinado gen, marcados con un reportero en el extremo 5’ y un quencher en el extremo
3’. El tamafio de la sonda en pares de bases es la distancia que se encuentra entre los dos
fluoréforos (Green, Sambrook; 2012).

Una vez que se han alineado los primers a la secuencia, la sonda se hibrida y, en el ciclo de
extension, la polimerasa hidroliza la sonda, provocando la separacion del reportero y el
quencher generando asi un incremento en la fluorescencia que es proporcional al
incremento del producto de PCR. Este tipo de sonda son cominmente conocidas como
sondas Tagman® (Roche Diagnostics) y las sondas ZEN™ doubled-quencher de la
empresa Integrated DNA Technologies, que al poseer dos quenchers, reduce la distancia
entre éstos y la molécula reportera, generando una disminucion en el background en las
curvas de amplificacion. (IDT, 2012).
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Parametros de disefio de un ensayo de PCR en tiempo real
Para llevar a cabo esta técnica se debe de cumplir con los siguientes parametros de disefio
segun Green & Sambrook (2012):

v

v

<\

El tamafio del producto de PCR debe de estar en un rango de 50-150 pb debido a
que, amplicones de menor tamafio, generan mayor eficiencia en la reaccion.
Analizar la pareja de oligonucledtidos y la sonda disefiados mediante el BLASTn
del National Center for Biotechnology Information para verificar la homologia e
identidad del gen que se desea amplificar.

El contenido de guanina y citosina (GC) de cada primer debe de estar entre 40-60%.
Evitar la formacion de estructuras secundarias entre oligonucle6tidos.

Cada primer debe de tener no méas de tres nucleotidos de guanina o citosina en las
ultimas 5 bases del extremo 3’ ya que puede generar la formacion de productos
inespecificos y su tamafio debe de estar en un rango de 18-30 pb.

En lo casos donde se utilicen sondas de hidrolisis, la temperatura de alineamiento de
la sonda debe de ser mayor a la de los primers (idealmente 10°C mayor) y en éstas,
el extremo 5’ de la sonda debe de estar lo mas cercano posible al extremo 3’,
ademas se debe purificar mediante HPLC. El tamafio 6ptimo de la sonda debe de ser
de 20 pb, sin embargo se aceptan sondas cuyo tamafio sea menor a 30 pb.

Anélisis de la técnica de PCR en tiempo real

Contrario a la PCR convencional donde el anélisis se realiza al final de la reaccion, la
gPCR capta la fluorescencia en cada ciclo, generando curvas de amplificacién mediante un
software que posee el termociclador. Estas curvas de amplificacion estan compuestas por
cuatro regiones: la de fluorescencia base (baseline o background), la regién exponencial o
logaritmica, la fase linear y la de finalizacion o plateau (figura 2) (Fonseca, Arbeléez,
Contreras, 2010).
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Fig. 2. Grafico de amplificacion de una reaccion de PCR en tiempo real (Integrated DNA
Technologies, 2012).

Durante el background, la fluorescencia generada corresponde a la fluorescencia base de la
molécula reportera. Seguidamente, la region exponencial de la curva los reactivos presentes
en la reaccion se encuentran en abundancia, por lo tanto espera que la amplificacion
presente una eficiencia cercana al 100%. En esta fase el comportamiento es de 2", lo cual
significa que a partir de cada molécula del ADN presente, se van a generar dos productos
de PCR vy asi sucesivamente en cada ciclo. En la fase linear, los reactivos se vuelven
limitantes y finalmente, en la fase plateau se detiene la amplificacion (Bio-Rad
Laboratories, s.f.).

Al inicio de la fase logaritmica, se ubica un ciclo en el cual la fluorescencia deja de ser
fluorescencia basal y se convierte en una fluorescencia mayor, este ciclo es conocido como
Cycle threshold (Ct) o Crossing point (Cp), éste Gltimo en el caso de los equipos
LightCycler® de Roche Diagnostics GmbH. Este valor es directamente proporcional a la
cantidad inicial del ADN de interés presente en una muestra. Por lo tanto, en muestras que
poseen concentraciones elevadas del gen de interés se presentaran los Ct o Cp menores, al
contrario con aquellas que posean bajas concentraciones, en las cuales se requiere un mayor
numero de ciclos para alcanzar una fluorescencia detectable (Roche Diagnostics GmbH,
2008; Green, Sambrook; 2012).

Segun Aguilera, Ruiz, Rocha, Pineda y Chéanez (2014) el valor de Ct o Cp esta
directamente relacionado con el equipo que se esté utilizando ya que variables como los
filtros del equipo y el tiempo de vida de la lampara que posee, pueden afectar los resultados
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de este valor, por lo que no es posible realizar comparaciones de Ct o Cp entre
experimentos y equipos.

Elaboracion de la curva estandar

En ensayos de PCR en tiempo real, la elaboracion de una curva estdndar es un paso critico
para la optimizacion de la reaccion, ya que de ella se extraen los datos de eficiencia de la
reaccion, reproducibilidad o el error y la pendiente o cinética de la reaccion. Para elaborar
una curva estandar se deben de realizar como minimo de seis a cinco diluciones 1:10 del
acido nucleico (AN) de partida (ADN genomico, ADNc, plasmidos linearizados, entre
otros), se deben analizar en una misma corrida las diluciones por réplicas (se recomienda
un minimo de tres) y al menos una reduccion de 5 logaritmos en la concentracién del AN.
Esto es requerido para lograr una cuantificacion méas exacta y con el fin de determinar la
eficiencia de la reaccion (Green, Sambrook; 2012).

La curva estandar se construye graficando el logaritmo de la concentracién inicial de AN de
partida contra los valores de Ct o Cp obtenidos durante cada ciclo de amplificacién. La
mayoria de software de los equipos existentes genera una regresion lineal con un valor de
R? el cual es utilizado para evaluar la optimizacién de la reaccién de PCR (Bio-Rad
Laboratories, s.f.).

Eficiencia y pendiente (slope) de la reaccion

La eficiencia es un valor que indica qué tan capaz es la reaccion de doblar la cantidad de
producto de PCR en cada ciclo. Este dato esta influenciado por el disefio de los primers, la
calidad del ADN de partida, las condiciones de reaccion, entre otras variables y se relaciona
directamente con la pendiente obtenida al momento de realizar una curva estandar (Green,
Sambrook; 2012).

Roche Diagnostics GmbH (2008), en el manual del equipo LightCycler® 480 I, indica que
matematica y tedricamente, la amplificacion ideal tiene una eficiencia (E)=2 y puede ser
definida en la fase logaritmica-lineal de la amplificacion mediante la siguiente ecuacion:

Tn=Tox2"n (Ecuacion 1)

Donde “T,” es la cantidad de moléculas de interés en “n” ciclos, “Tg” es la cantidad inicial
de moléculas diana y “n” es el numero de ciclos de amplificacion. De esta forma, el
software de los equipos calcula el valor de la eficiencia que es tomado como referencia para
optimizar las reacciones de PCR en tiempo real.

Sin embargo, en la practica, los ensayos se ven influenciados por diferentes factores que
alejan la eficiencia de su valor ideal; por lo tanto, cuando el software realiza los calculos
para determinar la eficiencia real, utiliza la ecuacion 2.

Tn=ToxE"n (Ecuacion 2)
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En este caso “E” es la eficiencia de la amplificacion. Segun las especificaciones técnicas de
la casa comercial Bio-Rad Laboratories, el rango de aceptacion para la eficiencia en una
reaccion de PCR en tiempo real va de 90% al 105%, lo cual es equivalente a 1,90 y 2,05
(utilizando la ecuacién 4), pero se recomienda utilizar aquellos pardmetros cuya
combinacion genere una eficiencia lo mas cercana al 100%. Valores por debajo del 90%
pueden ser generados por un mal disefio de los primers y/o sondas, ademas de inadecuadas
condiciones de reaccion y valores mayores al 100% reflejan errores en el pipeteo y/o
presencia de inhibidores de reaccion (Bio-Rad Laboratories, s.f.; Roche Diagnostics GmbH,
2008).

Por otro lado, el valor de la pendiente es el que describe la cinética de la amplificacion en la
reaccion. En otras palabras, indica qué tan rapido (en numero de ciclos) se espera que
incremente la cantidad de ADN diana en cada ciclo de amplificacién. La ecuacion que se
utiliza para determinar la pendiente de la curva estandar se muestra en la ecuacion 3 (Roche
Diagnostics GmbH, 2008).

-1
E = 10store  (Ecuacion 3)

Si la eficiencia fuera 2, la cantidad de producto de PCR doblaria su cantidad con cada ciclo
y por lo tanto, teéricamente el valor de la pendiente seria de -3,32. No obstante, al estar
relacionado con la eficiencia, cambios en los valores de alguna de las dos variables, afecta
los resultados.

Otra ecuacion Util es la que se utiliza para convertir el valor de E a porcentaje (ecuacion 4)
porque la manera en que los equipos expresan la eficiencia varia. Es importante mencionar
que para efectos del presente documento, la eficiencia se expresara en el rango de 1-2 no
en porcentaje, debido a que el LC48011 genera los resultados empleando dicha escala.

%E = (E —1)X100 (Ecuacion 4)

Valor de R?

El valor del R? es otro pardmetro de suma importancia para evaluar una reaccion, es una
medida de qué tanto los datos experimentales se ajustan a la linea de regresion. Si no existe
dispersion entre los datos, el valor de R? sera igual a 1, pero en la practica un R? mayor a
0,98 es aceptable para efectos de PCR en tiempo real (Green, Sambrook; 2012).

En lo que respecta a la técnica de PCR tiempo real empleada en muestras ambientales,
Pérez et al., (2010) analizaron la presencia y la concentracion de H. pylori en aislamientos
de suelo en Barcelona, Espafia; para esto realizaron la extraccion del ADN genomico
presente en el suelo y lo amplificaron utilizando el kit Quantitect probe PCR (Qiagen,
Hilden, Germany); para la cuantificacion realizaron suspensiones celulares de H. pylori con
una absorbancia de 0,2 a 600nm, extrajeron el ADN de dicha suspension y efectuaron cinco
diluciones seriadas del ADN para la elaboracion de la curva estandar utilizando el equipo
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LightCycler 1,5 (Roche, Mannheim, Alemania). Obtuvieron una eficiencia de 2,008 y un
limite de cuantificacién de 100células/gramo de suelo.

Por otra parte Yafez, Barbera, Soria y Catalan (2009), cuantificaron H. pylori en muestras
de agua residual, rios y agua de consumo humano utilizando como referencia el gen cagE
perteneciente a la isla de patogenicidad cagPAIl. Este gen, se ubica cerca de la region
promotora del gen cagA y ambos han sido considerados como importantes marcadores de
virulencia en las cepas. Para lograr la cuantificacion utilizaron una sonda de hidrdlisis
marcada con FAM y TAMRA, y obtuvieron como resultado una eficiencia de 2,07; un R?
de 0,9598.

En cuanto a muestras clinicas, en pacientes dispépticos, Ramirez-Lazaro et al., (2011)
utilizaron como referencia el gen ureA empleando sonda tipo Tagman® marcada con FAM
y TAMRA. En este caso, muestras que por otros métodos de deteccidn se reportaron como
negativas para H. pylori, empleando la técnica de PCR en tiempo real, mostraron un
resultado positivo en 2/3 de las muestras que los autores procesaron.

Metodologia

Para la adecuada optimizacion de la técnica se estandarizo la temperatura de alineamiento,
la concentracion de primers y la concentracion de sonda mediante el anélisis de diferentes
curvas estandar para determinar con ello, las mejores condiciones de reaccion que permitan
detectar y cuantificar el gen gimM de H. pylori utilizando el equipo LightCycler® 480 1l
(LC4801l) de la casa comercial Roche Diagnostics GmbH, empleando la versiéon del
software # LCS480 1.5.0.39. Ademés, para el calculo del R* se empled el programa
Microsoft Excel 2010, graficando el logaritmo de la concentracién vs el Cp obtenido por
cada una de las muestras (los resultados generados por Excel se muestran en los anexos 6-
14).

Preparacion del ADN genomico de H. pylori para la elaboracion de las curvas
estandar.

Se utiliz6 ADN gendmico de la cepa H. pylori ATCC 51932 en una concentracion inicial
de 215,1 ng/pL y con una relacion de absorbancia de Azso/Azso de 1,9 cuantificado con el
espectrofotdmetro NanoDrop Lite (Thermo Scientific, Wilmington, USA). La extraccion
del ADN se realiz6 previamente con el kit QIAmp® DNA Mini (QIAGEN, Hilden,
Alemania), siguiendo las especificaciones de la casa fabricante.

Una vez cuantificado, se procedié a realizar los célculos para determinar la cantidad de
copias de genoma de H. pylori equivalentes a 215,1 ng/pL. Para esto, se utilizo la relacion
de que una bacteria corresponde a 1,815 fg de ADN, que el tamafio del genoma de H. pylori
es de 1655849 pb y que ademas existe una unica copia del gen glmM por bacteria (Lascols
et al.,, 2003; Olaya, 2008; He, Wang, Osato y Lachman,, 2002). La cantidad de copias de
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genoma calculadas por reaccion se muestran en el cuadro 1. Una vez obtenido el célculo
tedrico, se procedid a realizar diluciones seriadas 1:10 hasta 10®. De estas diluciones, se
escogieron las ultimas seis para la elaboracion de las curvas estandar respectivas.

Cuadro 2. Concentracion teorica de H. pylori en cada una de las diluciones realizadas para
la elaboracion de las curvas estandar.

Dilucién Cantidad de copias/2,5uL

10™ 3,00x10’
10 3,00x10°
103 3,00x10°
10™ 3,00x10*
10° 3,00x10°
10°® 3,00x10°
107 3,00x10!
10°® 3,00x10°

Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB.

Optimizacion de la temperatura de alineamiento para los primers.
Para establecer la mejor temperatura de alineamiento de los primers se evaluaron las
temperaturas de 52°C, 54°C y 56°C.

Para cada una de las reacciones se emplearon 7,5 pL de una master mix que contenia 5 pL
de LightCycler® 480 Probes Master (2X) (Roche Diagnostics GmbH,); 1,5 pL de agua
para PCR LightCycler® 480 Probes Master (Roche Diagnostics GmbH,); 1 uM de primers
gimMFw y gImMRv (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, USA) (cuadro 2).
Para la emision de fluorescencia se utilizd6 1 uM de una sonda de hidrélisis tipo ZEN™
doubled-quencher (Integrated DNA Technologies,), purificada mediante HPLC y marcada
con fluoresceina (FAM) y dos quenchers: lowa BlackFQ y ZEN (cuadro 3).

A cada una de las reacciones se le agregaron 2,5 uL de la dilucion de ADN
correspondiente, para un volumen final de reaccién de 10 pL. Todas las reacciones se
realizaron por duplicado en placas de 96 pozos blancas especificas para el equipo.
Adicionalmente, en cada curva estandar se mont6 por duplicado un control negativo con
2,5 UL de ADN de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27856.
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Cuadro 3. Propiedades de la sonda y los primers utilizados para la optimizacién de las condiciones de reaccién para la deteccion del
gen gimM de H. pylori.

Nombre Secuencia (5°-3”) Tamafio Tm  %GC Producto
(pb) tedrica PCR
(°C) (pb)
glmM Forward CAACCAATTAAGCCAGGAAGTG 22 54,3 45,5
(gImMFw) 112
glmM Reverse CCCATGCACGATATTCCCTA 21 54,5 47,6
(gImMRv)
glmM Probe 56- 24 60,7 50
(gImMPD) FAM/CCGCGCAGA/ZEN/TTTAGGCTTTGCTTT/3IABKFQ

Fuente: PrimerQuest, IDT, 2014.

Una vez preparada la placa, se procedio a llevar a cabo la PCR previamente programada en el equipo bajo las condiciones de reaccion
recomendadas por la casa fabricante para la LightCycler® 480 Probes Master (cuadro 4).
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Cuadro 4. Perfil térmico utilizado para la estandarizacion de la temperatura de
alineamiento de los primers para la deteccion del gen glmM de H. pylori.

Programacion

Formato de deteccidn Tipo de bloque Volumen de reaccion
Sonda de hidrolisis
Mono-Color 96 10 uL
(FAM 465-510)
Programas
Nombre del programa Ciclos Modo de analisis
Preincubacion 1 Ninguno
Amplificacion 60 Cuantificacion
Enfriamiento 1 Ninguno
Temperaturas
Temperatura Modo de Tiempo Velocidad de enfriamiento
(°C) adquisicién (hh:mm:ss) (°Cls)
Preincubacion
95 Ninguno 00:05:00 4,40
Amplificacion
95 Ninguno 00:00:10 4,40
52/54/56 Ninguno 00:00:20 2,20
72 Simple 00:00:01 4,40
Enfriamiento
40 Ninguno 00:00:10 2,20

Fuente: Roche Diagnostics, GmbH.

Una vez concluido el programa, para el andlisis de los resultados, se utilizdé el método de
Cuantificacion Absoluta por Segunda Derivada Maxima.

Para verificar la formacién de los productos de PCR, los amplicones de las tres
temperaturas se corrieron en un gel de agarosa al 4%(m/v) durante 1:30 h a 80 V, el gel se
tifio con GelRed (PHENIX Research Products, USA) y se visualiz6 en transiluminador EM
0079 (Major Science, Saratoga, USA).

Optimizacion de la concentracion de primers

Para la optimizacion de la concentracion de primers, se evaluaron las concentraciones de 1
UM, 0,25 uM y 500 nM por reaccion con una concentracién estandar de sonda de hidrolisis
de 0,25 UM, en los tres casos. Para las reacciones se emplearon 7,5 puL de una master mix
que contenia 5 pL de LightCycler® 480 Probes Master (2X) (Roche Diagnostics GmbH),
primer gimMFw y primer gImMRv en la concentracion evaluada, 250 nM de la sonda de
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hidrolisis gimMPb y 1,5 puL de agua para PCR LightCycler® 480 Probes Master (Roche
Diagnostics GmbH).

Se le agregaron 2,5 pL de la dilucion de ADN correspondiente, para un volumen final de
reaccion de 10 pL. Cada reaccién se realizdo por duplicado bajo el programa de
termociclado recomendado por Roche Diagnostics GmbH para LightCycler® 480 Probes
Master (cuadro 3), se utiliz6 como temperatura de alineamiento 52°C para todos los casos,
las reacciones se llevaron a cabo en placas de 96 pozos, como control negativo se emple6
2,5 UL de ADN de P. aeruginosa ATCC 27856.

Tras concluida la reaccion, los resultados se analizaron mediante la Cuantificacion
Absoluta por Segunda Derivada Maxima.

Optimizacion de la concentracion de sonda

Debido a que previamente se habia evaluado la reaccion con una concentracion de sonda
glmMPb de 1 uM vy de 0,25 puM a una temperatura de 52°C, se procedio a realizar una
Unica curva estandar con una concentracion de 0,1 pM de sonda para evaluar la eficiencia
de la reaccion utilizando concentraciones mas bajas de sonda. De esta forma, se prepar6
una master mix con 5 pL de LightCycler® 480 Probes Master (2X) (Roche Diagnostics
GmbH,), 1 puM de primer gImMFw y 1 uM de primer gImMRv, 0,1 puM de la sonda de
hidrélisis gimMPb y 1,5 pL de agua para PCR LightCycler® 480 Probes (Roche
Diagnostics GmbH).

Se agregaron por pozo 2,5 pL de cada una de las diluciones de ADN de H. pylori ATCC
51932 correspondientes, para un volumen final de reaccion de 10 pL; asimismo se corrid
un control negativo con ADN de P. aeruginosa ATCC 27856. Cada reaccion se realiz6 por
duplicado bajo el programa de termociclado recomendado por la casa fabricante para
LightCycler® 480 Probes Master (cuadro 3) y utilizando como temperatura de
alineamiento 52°C en todos los casos. Las reacciones se realizaron en placas de 96 pozos.

Las curvas de amplificacion obtenidas se analizaron por el método de Cuantificacion por
Segunda Derivada Maxima.
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Resultados y discusion
A continuacion se presentan los resultados correspondientes a la estandarizacion de la
temperatura de alineamiento de los primers gImMRv y glImMFw para la deteccion y
cuantificacion de H. pylori.

Optimizacién de la temperatura de alineamiento para los primers.

Se observaron las curvas de amplificacion correspondientes al gen gimM de H. pylori en
cada una de las diluciones de las tres temperaturas evaluadas, no asi para el control
negativo cuya fluorescencia se mantuvo constante durante los 60 ciclos del PCR (figuras 3,
4y 5). En cada uno de las figuras se destaca el valor de fluorescencia maximo (ARnm)
obtenido por cada temperatura.

Amplification Curves
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Fig. 3. Curvas de amplificacion para la elaboracion de la curva estandar correspondiente a la
temperatura de 52°C para el alineamiento de los primers gimMFw y gimMRv. En el grafico se
representa la fluorescencia emitida en el eje Y contra el nimero de ciclos en el eje X. Curva color
rosado: Estandar 1. . Curva color gris: Estandar 2. Curva color amarillo: Estandar 3. Curva color
vino: Estandar 4. Curva color turquesa: Estandar 5. Curva color verde: Estandar 6. Lineas sobre el
eje X: control negativo. Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB, ITCR.

Por otra parte, en la figura 4 se pueden observar las curvas de amplificacion
correspondientes a la temperatura de alineamiento de 54°C, en la misma se presenta el
valor del ARnm méaximo obtenido.
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Amplification Curves
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Fig. 4. Curvas de amplificacion para la elaboracion de la curva estandar correspondiente a la

temperatura de 54°C para el alineamiento de los primers gimMFw y gimMRv. En el grafico se
representa la fluorescencia emitida en el eje Y contra el nimero de ciclos en el eje X. Curva color

rosado: Estandar 1. Curva color gris: Estandar 2. Curva color amarillo: Estandar 3. Curva color
vino: Estandar 4. Curva color turquesa: Estdndar 5. Curva color verde: Estandar 6. Lineas sobre el

eje X: control negativo. Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB, ITCR.
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De la misma manera que los graficos anteriores, en la figura 5 se presentan los resultados
obtenidos tras la amplificacion del gen glmM con una temperatura de 56°C.

Amplification Curves

A1:STD1 — A2 STD2 — A3 STD3 — A4: STD4 A5 STDS  AB: STDE — A11:nc A12.NTC B1: ST
— B2: STD2 B3: STD3 B4: STD4 B5: STDS B6: STDE

ne ARnm: 14,824

13,824
12824
11.824
10.824
3824
8.824
7.804
5.824
5.824-
4824
3824
2824
1.824
0.824:
0176 S —

Fluorescence (465-510)

5 10 15 20 P 30 3 40 45 50 55 60
Cycles

Fig. 5. Curvas de amplificacion para la elaboracion de la curva estandar correspondiente a la
temperatura de 56°C para el alineamiento de los primers gimMFw y gimMRv. En el grafico se
representa la fluorescencia emitida en el eje Y contra el nimero de ciclos en el eje X. Curva color
celeste: Estandar 1. Curva color rojo: Estandar 2. Curva color verde: Estandar 3. Curva color

morado: Estandar 4. Curva color gris: Estandar 5. Curva color amarillo: Estandar 6. Lineas sobre el
eje X: control negativo. Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB, ITCR.

Luego de realizar el andlisis de Cuantificacion Absoluta por Segunda Derivada Maxima
para obtener la curva estandar de cada una de las temperaturas evaluadas, se obtuvieron los
valores de error, R?, eficiencia, pendiente, interseccion con el eje Y que se muestran en el
cuadro 5.

Cuadro 5. Datos obtenidos de la curva estandar para la optimizacion de la temperatura de
alineamiento de los primers gimMRv y gimMFw.
Temperatura (°C)

Variable 52 54 56
Error 0,00944 0,00650 0,135
Eficiencia 1,963 1,949 1,841
Pendiente -3,415 -3,450 -3,772
R? 0,9914 0,9931 0,9875
Interseccion con el eje 43,66 4422 44,37
Y

Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB, ITCR.
'El grafico obtenido para cada una de las curvas estandar se muestra en el anexo 1.
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Por otra parte, los valores de Cp y el numero de copias del gen gImM en cada una de las
diluciones se calcul6 utilizando la curva estandar correspondiente a cada temperatura, los
valores calculados por el equipo se muestran en el cuadro 6.

Cuadro 6. Valores de Cp y concentracion calculados por el software el LightCycler® 480
Il para cada una de las temperaturas evaluadas.

Valores
Concentracion Concentracion calculada Cp
tedrica

Nombre 52°C 54°C 56°C  52°C 54°C 56°C  52°C 54°C 56°C
Estandar 1 3,00x10° 2,96x10° 2,72x10° 2,79x10° 22,84 22,68 22,85
Estandar 1 3,00x10° 2,72x10°  3,44x10° 3,23x10° 22,96 22,33 22,62
Estandar 2 3,00x10* 3,16x10* 3,19x10* 3,19x10* 26,15 25,89 26,41
Estandar 2 3,00x10* 2,85x10% 2,61x10* 2,82x10* 26,31 26,20 26,61
Estandar 3 3,00x10° 3,41x10° 3,33x10° 2,85x10° 29,46 29,29 30,17
Estandar 3 3,00x10° 3,20x10° 2,81x10° 2,64x10° 29,55 29,54 30,28
Estandar 4 3,00x10? 2,76x10* 2,27x10> 2,45x10° 33,19 32,87 33,64
Estandar 4 3,00x10? 3,42x10* 1,98x10* 4,15x10° 32,87 33,04 32,92
Estandar 5 3,00x10* 3,93x10" 4,26x10* 5,68x10° 36,08 34,76 35,58
Estandar 5 3,00x10* 1,80x10"  3,65x10' 5,20x10' 37,07 34,92 35,70
Estandar 6 3,00x10° 1,92x10° 2,21x10° 6,13x10° 38,36 37,69 38,38
Estandar 6 3,00x10" 451x10° 3,62x10° 7,88x10° 37,97 37,23 40,82
Control negativo N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Control negativo N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB, ITCR.

Ademas, los productos de PCR de cada uno de los seis estandares de las temperaturas
evaluadas se verificaron en un gel de agarosa, se obtuvo el producto de PCR esperado de
112 pb aproximadamente en cada una de las temperaturas; sin embargo, en la temperatura
de 54°C y 56°C se observo la formacion de productos inespecificos de mayor y menor peso
molecular al esperado (figura 6).
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Figura 6. Electroforesis de los productos de PCR correspondientes a los estandares de las tres
temperaturas evaluadas. Pozos 1y 11: marcador de peso molecular FastRuler Ultra Low Range
(Fermentas).Pozos del 2 al 7: 54°C, pozo 2: Estandar 1, pozo 3: Estandar 2. Pozo 4: Estandar 3.

Pozo 5: Estandar 4. Pozo 6: Estandar 5. Pozo 7: Estandar 6. Pozos del 8 al 14: 52°C, pozo 8:
Estandar 1, pozo 9: Estandar 2. Pozo 10: Estandar 3. Pozo 12: Estandar 4. Pozo 13: Estandar 5.
Pozo 14: Estandar 6. Pozos del 15 al 20: 56°C, pozo 15: Estandar 1, pozo 16: Estandar 2. Pozo 17:
Estandar 3. Pozo 18: Estandar 4. Pozo 19: Estandar 5. Pozo 20: Estandar 6. Fuente: Laboratorio de
Biologia Molecular, CIB, ITCR.

Al analizar los datos de ARnm de las curvas de amplificacion cada una de las temperaturas
evaluadas, se puede observar una disminucion en la fluorescencia méxima de las curvas
correspondientes a 56°C en comparacion con 52°C y 54°C, esto debido a que como
ampliamente se menciona en la literatura, las sondas de hidrdlisis deben de tener una Tm
mayor en 8-10°C a la Tm de los primers para que la reaccion sea mas eficiente (Green,
Sambrook; 2012).

Ademas, como se puede observar en la figura 5, con una temperatura de 56°C se promueve
la formacion de productos inespecificos en la reaccion, en este caso, los primers pueden
formar dimeros entre si, limitando los reactivos en la reaccion lo cual podria estar
relacionado con la disminucion de la fluorescencia detectada por el equipo, ya que si hay
menos primers disponibles para unirse al ADN, la sonda se hidroliza en menor cantidad
(Green, Sambrook; 2012).
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Por otra parte, analizando los valores de las curvas estandar obtenidos para la temperatura
de alineamiento (cuadro 5) y segun los pardmetros de aceptacion del LC48011 los valores
del error de las tres temperaturas evaluadas son menores al limite maximo reportado para el
equipo que es de 0,2, lo cual significa que en cada una de las curvas estandar, los datos se
ajustan de manera precisa a la linea de regresién; de igual forma, el valor de R? calculado es
mayor a 0,98 por lo tanto las tres temperaturas evaluadas caen en el rango de aceptacion de
la técnica para esta variable (Roche Diagnostics GmbH, 2008).

Aunado a lo anterior, si se observan los datos de eficiencia, la temperatura de alineamiento
que presentd una mejor eficiencia fue 52°C, seguido de 54°C y por ultimo 56°C.
Brankatschk, Bodenhausen, Zeyer & Burgman (2012) reportan resultados similares
analizando comunidades bacterianas, en las cuales obtuvieron valores de eficiencia de 1,72;
1,77; 1,85y 1,95 para los diferentes microorganismos en estudio.

Es importante mencionar que los valores de eficiencia obtenidos para la temperatura de
alineamiento de los primers giImMRv y gImMFw para 52°C y de 54°C se encuentran dentro
del rango de aceptacidon segun los parametros establecidos para la técnica, los cuales
indican que una reaccion de PCR es aceptable si su eficiencia se encuentra entre el 1,90 y el
2,05 (Bio-Rad Laboratories, s.f.). Sin embargo, la mejor eficiencia y la més cercana al 2 es
la temperatura de 52°C.

Sumado a lo anterior, Loddenkotter, Becker, Hohoff y Brinkmann, (2005) utilizaron el gen
glmM como referencia para un ensayo de PCR en tiempo real y obtuvieron una eficiencia
de 1,98 con una pendiente de -3.37, utilizando el fluor6foro de union no especifica SYBR
Green I. Si bien se diferencia de los resultados expuestos en este trabajo, ejemplifica que,
aunque se trabaje con la deteccion de un mismo gen, cambios en el disefio del ensayo como
por ejemplo los primers, el ADN molde, y el tipo de sonda, pueden afectar la eficiencia de
una reaccion de PCR.

En cuanto a la capacidad de deteccion del ADN por parte de cada una de las temperaturas
en estudio, en el cuadro 6 se puede observar que efectivamente se cuantificé el ADN en el
rango esperado en las temperaturas evaluadas y que ademas, no hubo diferencias notables
en los valores de Cp de cada una de las muestras.

A continuacién se muestran los resultados obtenidos para determinar la concentracion
Optima de primers para la deteccion de H. pylori.

Optimizacidn de la concentracidn de primers
Se observaron curvas de amplificacion del gen glmM de H. pylori en cada una de las
diluciones utilizadas para la concentracion de 1puM tal y como se observa en la figura 7.
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Amplification Curves
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Fig. 7. Curvas de amplificacion para la elaboracion de la curva estandar correspondiente a la
concentracion de 1uM de primers gimMFw y gImMRV en la reaccién. En el gréafico se representa la
fluorescencia emitida en el eje Y contra el nimero de ciclos en el eje X. Curva color rojo: Estandar
1. Curva color verde: Estandar 2. Curva color morado: Estandar 3. Curva color gris: Estandar 4.
Curva color amarillo: Estandar 5. Curva color vino: Estandar 6. Lineas sobre el eje X: control

negativo. Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB, ITCR.

Del mismo modo, en la figura 8 se muestran las curvas de amplificacién obtenidas para la
estandarizacion de la concentracién de 0,5 uM de primers gImMFw y gimMRv en la
reaccion

Amplification Curves
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Fig. 8. Curvas de amplificacion para la elaboracion de la curva estandar correspondiente a la
concentracién de 0,5 uM de primers gimMFw y gimMRYv en la reaccion. En el gréafico se representa
la fluorescencia emitida en el eje Y contra el nimero de ciclos en el eje X. Curva color celeste:
Estandar 1. Curva color rojo: Estandar 2. Curva color verde: Estandar 3. Curva color morado:
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Estandar 4. Curva color gris: Estandar 5. Curva color amarillo: Estdndar 6. Linea sobre el eje X:
control negativo. Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB, ITCR.

Para la concentracion de primers de 0,25 uM, se obtuvieron las curvas de amplificacion
que se muestran en la figura 9.
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Fig. 9. Curvas de amplificacion para la elaboracion de la curva estandar correspondiente a la
concentracion de 0,25 UM de primers gimMFw y gimMRyv en la reaccién. En el gréafico se
representa la fluorescencia emitida en el eje Y contra el nimero de ciclos en el eje X. Curva color
rojo y azul: Estandar 1. Curva color verde y rosado: Estandar 2. Curva color amarillo y gris:
Estandar 3. Curva color turquesa: Estandar 4. Curva color naranja: Estandar 5. Curva color verde y
morado: Estandar 6. Lineas sobre el eje X: control negativo. Fuente: Laboratorio de Biologia
Molecular, CIB, ITCR.

Luego realizar el analisis de Cuantificacion Absoluta por Segunda Derivada Méxima para
obtener la curva estandar de cada una de las concentraciones, se obtuvieron los valores de
error, eficiencia, R?, pendiente e interseccién con el eje Y que se muestran en el cuadro 7.

Cuadro 7. Datos obtenidos de la curva estandar para la optimizacion de la concentracién
de los primers gImMRv y gImMFw.

Concentracion

Variable? 1uM 0,5uM 0,25uM

Error 0,0374 0,0349 0,105
Eficiencia 1,962 1,736 2,028
Pendiente -3,416 -4,175 -3,256

R 0,9944 0,979 0,9176
Interseccion con el eje Y 43,75 42,67 36,62
Link 2 4000 30100 8354
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Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB, ITCR.
2E| gréfico obtenido para cada una de las curvas estandar se muestra en el anexo 2.

Por otra parte, el nimero de copias del gen gImM en cada una de las diluciones se calculd
utilizando la curva estandar correspondiente a cada concentracion, los valores calculados
por el equipo se muestran en el cuadro 8.

Cuadro 8. Valores de Cp y concentracion calculados por el software del LightCycler® 480
Il para cada una de las concentraciones de primers evaluadas.

Valores
Concentracion tedrica Concentracion calculada Cp

Nombre 1uM  0,5uM  0,25uM 1uM 0,5uM 0,25uM  1uyM  0,5uM 0,25uM
Estandar 1 3,00x10° 3,71x10° 3,07x10° 3,06x10° 2350 22,21 21,62
Estandar 1 3,00x10° 2,54x10° 2,93x10° 3,08x10° 24,06 22,29 2161
Estandar 2 3,00x10* 2,76x10% 2,98x10* 2,74x10* 27,36 26,44 25,03
Estandar 2 3,00x10* 2,06x10* 3,02x10* 2,98x10* 27,25 26,41 24,92
Estandar 3 3,00x10° 3,41x10° 2,67x10° 2,92x10° 30,46 30,17 28,20
Estandar 3 3,00x10° 2,77x10°  3,01x10°® 3,24x10° 30,76 30,00 28,06
Estandar 4 3,00x10° 2,40x10* 3,52x10° 2,09x10° 34,03 32,68 31,65
Estandar 4 3,00x10° 2,11x10*> 3,68x10° 8,35x10° 34,19 32,63 29,46
Estandar 5 3,00x10* 4,70x10*  4,00x10* 1,10x10* 3594 3502 31,94
Estandar 5 3,00x10* 4,34x10"  4,64x10* 6,52x10° 36,06 34,87 29,66
Estandar 6 3,00x10" 1,61x10° 1,50x10° 2,34x10° 39,42 37,69 32,59
Estandar 6 3,00x10° 4,36x10° 3,57x10° 2,14x10° 3845 37,33 32,63

Control N/A N/A N/A N/A N/A  N/A N/A

negativo

Control N/A N/A N/A N/A N/A  N/A N/A

negativo

Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB, ITCR.

Segun los resultados obtenidos para la optimizaciéon de la concentracion de primers, el
valor de 1uM de gImMRv y gImMFw en la reaccion fue la concentracion que presento
mejor eficiencia, no asi para 500nM y 250nM cuyas eficiencias no son aceptables por los
limites establecidos para este valor (1,90-2,05). Este resultado se puede corroborar con la
eficiencia obtenida en la optimizacion de la temperatura de alineamiento de 52°C, la cual se
llevd a cabo con 1uM de cada primer en la reaccion y se obtuvo una eficiencia de 1,963.

De igual forma que para la estandarizacién de la temperatura de alineamiento, el error
desplegado por el software del equipo para las tres concentraciones evaluadas es menor a
0,2. Es decir, se encuentran dentro de los limites de aceptacion de la técnica, no asi para el
valor de R?, ya que Gnicamente con una concentracién de 1 uM se obtuvo el valor mayor a
0,98 (Roche Diagnostics GmbH, 2008).
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En la literatura se reporta el uso de concentraciones menores de primers, tanto para la
deteccion de H. pylori mediante gPCR, como de otros microorganismos. En el caso de H.
pylori se utilizd una concentracion de 0,4 UM en la reaccion para la deteccion de genes
como el ARrl16S, el ureA y el ARNr23S (Ramirez-L&zaro et al., 2011). Sin embargo, para
la deteccion del gen glmM Sen, Schable & Lye, (2007) reportan el uso de una
concentracion de 1 uM de primer en la reaccion presentando valores de R? de 0,99.

Sumado a esto, la emision de fluorescencia, como se puede observar en la figura 4,
disminuye notablemente entre cada una de las concentraciones de gimMRv y gimMFw
evaluadas, esto podria deberse a que se genera una limitacion en los reactivos y para que se
dé la hidrdlisis de la sonda, debe de haber amplificacion y si los primers se acaban
rapidamente en la reaccion, la polimerasa no hidrolizara la sonda (Green, Sambrook, 2012).

Con base en el cuadro 8, se puede observar que bajo las tres concentraciones de primers
evaluadas, hubo deteccién y cuantificacion del gen glmM; sin embargo, si se analizan los
valores de Cp calculados para cada concentracion, éstos varian mas entre un mismo
estandar entre cada variable analizada. Esta situacion también se refleja en el valor de la
pendiente, donde indica que una concentracion de 0,5 UM posee una cinética de reaccion
mayor; es decir, se necesitan mas numeros de ciclos para que los estandares comiencen a
generar fluorescencia.

Sumado a los resultados anteriores, para estandarizar la concentracion de sonda de
hidrélisis para la deteccién del gen glmM, se obtuvieron los resultados que se muestran en
las figuras 10, 11 y 12; asi como en los cuadros 9 y 10.

Optimizacion de la concentracion de sonda

En la figura 10 se muestran las curvas de amplificacion del gen gimM de H. pylori
correspondientes a cada una de las concentraciones de sonda evaluadas. En cada una se
especifica el valor de ARnm.

Amplification Curves
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Fig. 10. Curvas de amplificacion para la elaboracidn de la curva estandar correspondiente a la
concentracién de 1 uM de la sonda gimMPDb en la reaccion. En el grafico se representa la
fluorescencia emitida en el eje Y contra el nimero de ciclos en el eje X. Curva color morado:
Estandar 1. Curva color gris: Estandar 2. Curva color amarillo: Estandar 3. Curva color vino:
Estandar 4. Curva color turquesa: Estandar 5. Curva color azul: Estandar 6. Lineas sobre el eje X:
control negativo. Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB, ITCR.

En la figura 11 se muestran los resultados obtenidos para la concentracién de 0,25 UM evaluada
para la sonda gImMPb.

Amplification Curves
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Fig. 11. Curvas de amplificacion para la elaboracion de la curva estandar correspondiente a la
concentracion de 0,25 UM de la sonda gImMPb en la reaccion. En el gréfico se representa la
fluorescencia emitida en el eje Y contra el nimero de ciclos en el eje X. Curva color rojo: Estandar
1. Curva color verde: Estandar 2. Curva color morado: Estandar 3. Curva color gris: Estandar 4.
Curva color amarillo: Estandar 5. Curva color vino: Estandar 6. Lineas sobre el eje X: control
negativo. Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB, ITCR.

En la figura 12 se presentan las curvas de amplificacién correspondientes a la
concentracion de 0,1 uM evaluada para estandarizar la concentracion de sonda gimMPb.
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Amplification Curves
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Fig. 12. Curvas de amplificacion para la elaboracién de la curva estandar correspondiente a la
concentracion de 0,1 UM de la sonda gimMPb en la reaccién. En el grafico se representa la
fluorescencia emitida en el eje Y contra el nimero de ciclos en el eje X. Curva color vino: Estandar
1. Curva color turquesa: Estandar 2. Curva color verde: Estandar 3. Curva color naranja: Estandar 4.
Curva color morado: Estandar 5. Curva color verde: Estandar 6. Lineas sobre el eje X: control
negativo. Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB, ITCR.

Una vez concluidos los ciclos de PCR, el analisis de Cuantificacién Absoluta por Segunda
Derivada Maxima para cada una de las concentraciones de gImMPb evaluadas genero los
resultados que se muestran en el cuadro 9.

Cuadro 9. Datos obtenidos de las curva estandar para la optimizacion de la concentracion
de la sonda gImMPb.

Concentracion

Variable® 1uM 0,25 uM 0,1 pM

Error 0,00944 0,0374 0,106
Eficiencia 1,963 1,962 2,122
Pendiente -3,415 -3,416 -3,060

R? 0,9914 0,9944 0,9062
Interseccion con el eje Y 43,66 43,75 41,57

Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB, ITCR.
®Los gréficos de cada una de las curvas estandar se muestran en el anexo 3.

Sumado a lo anterior, el nimero de copias del gen gimM en cada una de las diluciones se
calculd utilizando la curva estandar correspondiente a cada concentracion de sonda
glmMPb, los valores calculados por el equipo se muestran en el cuadro 10.
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Cuadro 10. Valores calculados por el software del LightCycler® 480 Il de Roche
Diagnostics GmbH para el Cp y la concentracion de las diluciones de ADN de H. pylori
ATCC 51932 para la estadarizacion de la concentracion de sonda.

Valores
Concentracion tedrica Concentracion calculada Cp

Nombre 1uM  0,250uM  0,1pM 1uM 0,250pM  0,1uM 1uM  0,250pM  0,1uM
Estandar 1 3,00x10° 2,96x10°> 3,71x10° 3,61x10° 22,84 23,50 23,29
Estandar 1 3,00x10° 2,72x10°  2,54x10° 2,76x10° 22,96 24,06 23,65
Estandar 2 3,00x10* 3,16x10* 2,76x10* 2,71x10* 26,15 27,36 26,73
Estandar 2 3,00x10* 2,85x10* 2,96x10* 1,75x10* 26,31 27,25 27,31
Estandar 3 3,00x10° 3,41x10° 3,41x10° 1,32x10° 29,46 30,46 30,75
Estandar 3 3,00x10° 3,20x10° 2,77x10° 1,81x10®° 29,55 30,76 30,32
Estandar 4 3,00%x10? 2,76x10° 2,40x10° 2,03x10*> 33,19 34,03 33,23
Estandar 4 3,00x10? 3,42x10° 2,11x10° 1,27x10*> 32,87 34,19 33,85
Estandar 5 3,00x10* 3,93x10* 4,70x10' 2,85x10* 36,08 3594 3584
Estandar 5 3,00x10* 1,80x10" 4,34x10* 1,81x10' 37,07 36,06 36,44
Estandar 6 3,00x10" 1,92x10° 1,61x10° 1,11x10° 38,36 39,42 34,04
Estandar 6 3,00x10° 451x10° 4,36x10° 2,68x10° 37,97 3845 38,98
Control N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
negativo

Control N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
negativo

Fuente: Laboratorio de Biologia Molecular, CIB, ITCR.

Los resultados obtenidos para la optimizacion de la concentracion de sonda mostraron que,
tanto una concentracion de 1 uM como de 0,25 UM, presentan eficiencias aceptables para
poder aplicar la técnica porque las eficiencias son de 1,963 y 1,962, respectivamente y sus
pendientes difieren en 0,001. No asi para la concentracion de 0,1 UM cuya eficiencia es de
2,122 representando, segun Roche Diagnostics GmbH (2008) y Aguilera, Ruiz, Rocha,
Pineda & Chéanez (2014) posibles inhibiciones en la reaccion.

Otra manera de optimizar la concentracion de sonda es con base en la forma que poseen las
curvas; en otras palabras, una concentracion 6ptima de sonda genera (tedricamente) curvas
“rectas” o “lisas” (Integrated DNA Technologies, 2012) (Anexo 4) y la concentracion de
0,1 UM genero curvas con relieves que implican una errénea concentracion en la reaccion.
En cuanto al error, al igual que con la temperatura de alineamiento y la concentracion de
los primers, es menor al limite establecido por la casa fabricante del equipo.

Para determinar la concentracion de sonda de hidrdlisis, se deben de correr las reacciones y
hay que analizar ademas de la forma de la curva y la eficiencia, la fluorescencia méxima de
la muestra y los valores de Cp. En la literatura se reporta el uso de sondas de hidrolisis en
concentraciones mas bajas que los primers, por ejemplo Ou et al., (2013) utilizaron una
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sonda de hidrdlisis para la deteccion del gen ureA en concentracion de 0,12 uM; por otra
parte Ramirez-Lazaro et al., (2011) utilizaron 0,4 uM para la deteccién del gen ARr16S y
de 0,2 UM para el gen ureA.

No obstante, hay otras variables que analizar para elegir la concentracion de sonda
adecuada entre 1 uM y 0,25 uM. La primera de ellas es la emision de fluorescencia, en la
figura 5 se observa que hay una mayor emision de fluorescencia con una concentracion de
1 UM, no asi con 0,25 uM; ademas con los resultados que se muestran en el cuadro 9, se
puede observar que con 1 pM se obtienen valores de Cp menores en la mayoria de los
estandares. Con estos datos, la concentracion de 1 uM podria ser la 6ptima para poder
llevar a cabo la reaccion.

Conclusiones
Se establecio la temperatura de 52°C como la temperatura de alineamiento ptima para los
primers gimMRv y gimMFw, con una eficiencia de 1,963.

Se determind una concentracion de los primers gImMRv y gimMFw 6ptima de 1uM en la
reaccion con una eficiencia de 1,962.

Se selecciono la concentracién de 1uM de la sonda gimMPb como la concentracion optima
para la reaccién con una eficiencia de 1,963.

Recomendaciones
Optimizar los tiempos de los ciclos en cada uno de los programas de termociclado.

Evaluar otros sets de primers para determinar si es posible alcanzar mayores eficiencias en
las reacciones.
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ANexos

Anexo 1. Curvas estandar generadas por el LC48011 para la optimizacion de la temperatura
de alineamiento.
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Anexo 2. Curvas estandar generadas por el LC480Il para la optimizacion de la
concentracion de primers.
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Anexo 3. Curvas estandar generadas por el LC480ll para la optimizacién de la
concentracion de sonda.
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Anexo 4. Imagenes de curva de amplificacion con concentraciones no éptimas de sondas.

Your curves look like this:

You likely have too much probe or insufficient reference
i chye in your ion—>5ee Section 7.5

s = You have noisy datz

Anexo 5. Glosario de abreviaciones utilizadas en el texto.
H. pylori: Helicobacter pylori.

IARC: International Agency for Research on Cancer.
LC48011: LightCycler 480 1.

Tm: Temperatura de melting.

ARnm: Delta Rn Méximo.

Cp: Crossing Point.

gPCR: PCR en tiempo real o PCR cuantitativa.
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Anexo 6. Gréfico generada por Microsoft Excel para el calculo del R? de la temperatura de
alineamiento de 52°C.
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Anexo 7. Gréfico generada por Microsoft Excel para el célculo del R? de la temperatura de
alineamiento de 54°C.
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Anexo 8. Grafico generada por Microsoft Excel para el calculo del R? de la temperatura de
alineamiento de 56°C.
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Anexo 9. Gréfico generada por Microsoft Excel para el calculo del R? para la optimizacion
de la concentracion de 1uM de los primers gimMRv y gimMFw.

1uM

y = -3,0197x + 43,799
R2 = 0,9944

¢ 1uM
——Lineal (1uM)

22 T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7

Log Concentracion de H. pylori

43



Anexo 10. Gréfico generada por Microsoft Excel para el célculo del R? para la
optimizacion de la concentracion de 0,5uM de los primers gimMRv y gimMFw.
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Anexo 11. Gréfico generada por Microsoft Excel para el célculo del R? para la
optimizacion de la concentracion de 0,25uM de los primers gimMRv y giImMFw.
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Anexo 12. Gréfico generada por Microsoft Excel para el célculo del R* para la
optimizacion de la concentracion de 1uM de la sonda gimMPb.
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Anexo 13. Gréfico generada por Microsoft Excel para el célculo del R? para la
optimizacion de la concentracion de 0,25uM de la sonda gimMPb.
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Anexo 14. Gréfico generada por Microsoft Excel para el célculo del R? para la
optimizacion de la concentracion de 0,1uM de la sonda gimMPb.
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