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Resumen

La determinacidén molecular de la resistencia en pacientes con tuberculosis (TB) a partir
de muestras clinicas es clave para el control de esta enfermedad. Los métodos usados
actualmente se basan en kits comerciales que analizan un numero limitado de genes. El
secuenciamiento masivo de tltima generacion es una herramienta poderosa para conocer
la composicion genética de cualquier organismo; sin embargo, los resultados dependen
de la cantidad y calidad del ADN. La extraccion de ADN de muestras clinicas representa
un desafio debido a la baja cantidad de bacterias y alta cantidad de contaminantes. En
este estudio se comparo6 la cantidad y calidad del ADN obtenidas de muestras de esputo
empleando dos métodos de descontaminacion utilizando NaOH-NALC (13,14) y
saponina (15,16) y tres kits comerciales de extraccion de ADN: ZymoBIOMICS DNA
Miniprep Kit (23), Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep (24) y Quick-DNA Miniprep
Plus Kit (25). Asimismo, la cantidad de ADN, la calidad del ADN, la presencia de
contaminantes, la relacion entre ADN de MTB y humano fueron evaluados, debido a que
estos parametros son criticos porque afectan a la calidad y rendimiento del
secuenciamiento. En resumen, esta investigacion optimizo los tratamientos de muestras

de esputo y métodos de extraccion de ADN para aplicaciones futuras de secuenciacion.

Palabras claves: extraccion de ADN, tratamiento de esputo, cantidad de ADN, calidad

de ADN, Mycobacterium tuberculosis



Abstract

Molecular determination of resistance in tuberculosis (TB) patients from clinical
samples is key to disease control. Currently used methods are based on commercial kits
that analyze a limited number of genes. Next-generation massive sequencing is a
powerful tool for understanding the genetic makeup of any organism; however, results
depend on the quantity and quality of DNA. DNA extraction from clinical samples is
challenging due to the low bacterial count and high contaminant content. This study
compared the quantity and quality of DNA obtained from sputum samples using two
decontamination methods using NaOH-NALC (13,14) and saponin (15,16) and three
commercial DNA extraction kits: the ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (23), the
Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep (24), and the Quick-DNA Miniprep Plus Kit
(25). Likewise, DNA quantity, DNA quality, the presence of contaminants, and the ratio
of MTB to human DNA were evaluated, as these parameters are critical because they
affect sequencing quality and performance. In summary, this research optimized sputum

sample treatment and DNA extraction methods for future sequencing applications.

Keywords: DNA extraction, sputum treatment, DNA quantity, DNA quality,

Mycobacterium tuberculosis



I. Introduccion:

1.1 La enfermedad de la tuberculosis

La tuberculosis (TB), causada por Mycobacterium tuberculosis (MTB), es una de las
enfermedades infecciosas con mayores tasas de morbilidad y mortalidad mas altas del
mundo. Este patogeno infecta principalmente las vias respiratorias y los pulmones
(tuberculosis pulmonar), en esta etapa primaria la persona no presenta ningin sintoma
y no contagia la enfermedad hasta su reactivaciéon por alguna inmunodeficiencia
(estado activo) con presencia de fiebre, cansancio, tos con sangre, dolor pectoral, entre

otros. (1,2)

Las micobacterias son bacilos 4acido-alcohol de crecimiento lento y se transmiten por
via aérea cuando la persona contagiada tose, estornuda o escupe. Infectan a los
macrofagos y células dendriticas intersticiales que sirven como reservorios tempranos
que activan la respuesta inmune adaptativa. Estas micobacterias son dependientes de
los organismos vivos, sin embargo, en esputo pueden seguir activas por largo tiempo,
ademads que son resistentes a diversos productos quimicos debido a su gran contenido

de lipidos en las tres capas de su pared celular. (3,4)

En el 2021, se estim6 que el 25% de la poblacion mundial tenia evidencia
inmunoloégica de haber tenido la infeccion por MTB segun la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS). Segun el informe del 2022, fueron 7,5 millones las personas
diagnosticadas mundialmente y hubo 1,30 millones de muertes, en donde el Pert es
uno de los paises con mayor nimero de casos y con alta mortalidad acumulada.
Ademas, segun el Ministerio de Salud del Pert, se ha aumentado el retraso de
diagnostico en los afios 2020 y 2021, debido a la pandemia por la COVID-19. Estas
cifras subrayan la necesidad de enfoques integrados para la prevencion, diagnéstico y

tratamiento de la TB. (1, 2)



1.2 Resistencia de M. tuberculosis a diferentes farmacos

Actualmente, los fAirmacos utilizados para el tratamiento de la tuberculosis (TB) se
dividen en medicamentos de primera y segunda linea. Los primeros se caracterizan por
tener menos efectos secundarios y ser mas baratos, estos incluyen a la isoniazida,
rifampicina, pirazinamida, etambutol y estreptomicina. (7) Sin embargo, son muchos
los casos que no se completa todas las dosis, promoviendo la TB extremadamente
resistente (XDR TB) y multirresistente (MDR TB). La OMS calculé que 410000
personas con TB desarrollaron resistencia a multiples medicamentos o a la rifampicina
en 2022, donde el Pert fue uno de los 26 paises con mayores casos de TB resistente.
(2) Esta creciente incidencia de cepas MDR y XDR es alarmante, lo cual genera la
necesidad de un diagnostico temprano y tratamiento individual eficiente que pueda
reducir la propagacion y desarrollo de estas cepas. Por ello, es imprescindible el
desarrollo de herramientas de diagnostico fenotipicos y genotipicos que detecten la

resistencia con mayor rapidez y precision. (9)

1.3 Técnicas “gold standard” de deteccion de M. tuberculosis

Las técnicas de deteccion de MTB incluyen métodos variados como la baciloscopia,
el cultivo de micobacterias, las pruebas moleculares, las pruebas de imagen y las
inmunologicas. La baciloscopia es rapida y econdmica, pero su sensibilidad es
limitada. El cultivo es altamente sensible pero lento. Las pruebas moleculares, como
el Xpert MTB/RIF y el Amplified Mycobacterium tuberculosis direct test, ofrecen alta
sensibilidad y especificidad con rapidez, pero pueden ser costosas y requieren equipos
especializados. Las pruebas de imagen, como radiografias y tomografias, son utiles
para detectar anomalias pulmonares, pero no confirman la infeccion. Las pruebas
inmunologicas, como el test de Mantoux y los ensayos de liberacion de interferdn-
gamma, evallian la respuesta inmune a MTB, pero no diferencian entre infeccion activa

y latente. (10,11)



1.4 Secuenciacion del genoma completo (WGS) para el estudio de M.

tuberculosis de muestras clinicas

La secuenciacion del genoma completo (WGS) es un método avanzado que permite
obtener la secuencia del genoma de ADN de un organismo. Por lo que proporciona
una vision detallada y completa de la genética de un organismo (amplia gama de
mutaciones genéticas detectadas), lo que la hace muy valiosa para diversas
aplicaciones en biologia, medicina y otros campos. Anteriormente, ha sido
considerado para el diagnostico, ya que se puede utilizar para caracterizar un aislado
clinico, identificar especies y/o subtipos probables y proporcionar una resolucion
superior en comparacion con los enfoques basados en técnicas estandar. Ademas,
ofrece la posibilidad de predecir el perfil de resistencia completo a multiples farmacos,
lo cual es esencial ante la creciente cifra de casos multidrogoresistentes de pacientes

con tuberculosis. (12)

El rango deseado de la cantidad de ADN en nanogramos es de 50-100 para la mayoria
de los protocolos de secuenciacion. Las cantidades demasiado bajas pueden no ser
suficientes para secuenciar, mientras que cantidades demasiado altas pueden indicar la
presencia de contaminantes o requerir dilucion. Las relaciones de pureza tal como el
260/280 debe estar en el rango de 1.8 a 2.0, indicando una buena pureza de ADN, libre
de contaminantes como proteinas; valores menores sugieren contaminacion por
proteinas, mientras que valores mayores a 2.0 pueden indicar la presencia de ARN. En
el caso de la relacion 260/230 debe estar en el rango de 2.0 a 2.2, indicando la ausencia

de contaminantes organicos como sales, fenol o carbohidratos. (20)

1.5 Tratamiento y extraccion de ADN de las muestras de esputo

El tratamiento de muestras de esputo implica la descontaminacion y concentracion de

las muestras para facilitar la deteccion de las micobacterias en cultivos o en analisis

molecular, su eleccion depende del analisis requerido.



1.5.1 Tratamiento con NALC-NaOH:

El tratamiento de esputo con NaOH-NALC es un método ampliamente utilizado para la
descontaminacion de muestras antes de la extraccion de ADN. El NaOH, un agente
fuertemente alcalino, actua desnaturalizando proteinas y lipidos, desintegrando las
membranas celulares y eliminando microorganismos contaminantes como bacterias no
deseadas, hongos y células humanas. Este proceso permite la liberacion del contenido
intracelular. Sin embargo, la pared celular de Mycobacterium tuberculosis (MTB), rica
en acidos micdlicos y otros componentes resistentes, es mas robusta frente a la accion del

NaOH, lo que permite que las micobacterias sobrevivan en mayor medida. (13,14)

Por otro lado, el N-acetil-L-cisteina (NALC) desempefia un papel clave como agente
mucolitico, ya que rompe enlaces disulfuro en las glicoproteinas del moco. Esto reduce
la viscosidad del esputo, facilitando la desintegracion de la muestra y liberando las
micobacterias atrapadas en el moco. La combinacion de NALC y NaOH mejora la
homogeneizacion de la muestra, asegurando que las micobacterias estén uniformemente

distribuidas y accesibles durante el proceso de extraccion de ADN. (13,14)

La digestion de esputo utilizando NALC-NaOH no solo proporciona un crecimiento mas
rapido de las micobacterias en cultivos, sino que también permite una deteccion mas
temprana de MTB. Este enfoque es crucial para el diagndstico preciso de la tuberculosis
(TB), ya que facilita la liberacion y deteccion de MTB, al tiempo que reduce

significativamente la contaminacion con otras bacterias y hongos. (5,13,14)

1.5.2 Tratamiento con saponina:

El tratamiento con saponina, en este caso derivada de Quillaja sp., permite la lisis
selectiva de células humanas, aprovechando sus propiedades como detergente no idnico
para inducir la formacion de poros al aumentar la permeabilidad de la membrana. Este
proceso es clave para interactuar con los colesteroles presentes en las membranas
bioldgicas, logrando una disrupcion efectiva de las mismas. La cadena de azlcares de la
saponina, en conjunto con su nucleo triterpénico o esteroidal, le otorgan una estructura

anfipatica, con una parte hidrofilica y una parte hidrofobica, que facilita su insercion en



las bicapas lipidicas de las membranas celulares. Esto causa desestabilizacion y un
aumento en la permeabilidad de las membranas, permitiendo un enfoque mas especifico

en el ADN patdgeno presente en las muestras. (15,16)

Este método ha demostrado ser particularmente efectivo en el procesamiento de muestras
de esputo, permitiendo la ruptura selectiva de células humanas y facilitando la posterior
extraccion de ADN bacteriano, como el de M. tuberculosis. Ademas, el uso combinado
de saponina y DNasa mejora significativamente la sensibilidad en la deteccion de
patogenos mediante técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS). Esta
estrategia maximiza la recuperacion de ADN patogeno al reducir la contaminacion con
ADN humano, optimizando asi los andlisis gendmicos para la identificacion de

infecciones bacterianas. (15,16)

En el tratamiento de esputo, la saponina se ha utilizado a una concentracion final del 2.5%
para romper las membranas de las células humanas, la cual ha sido probada a distintas
concentraciones anteriormente segin reporta Charalampous T. (16) Las células
bacterianas, incluyendo MTB, tienen paredes celulares compuestas por peptidoglicano y
otros componentes como acidos micolicos, que son menos susceptibles a la accion de las
saponinas. Por lo tanto, la estructura robusta de las paredes celulares bacterianas permite
que las bacterias sobrevivan al tratamiento, mientras que las células humanas son lisadas.
Después de la lisis celular, el esputo tratado se somete a varios pasos de centrifugacion y
lavado con PBS (solucidn salina tamponada con fosfato). Estos pasos ayudan a eliminar
los puede variar dependiendo de la carga celular restos celulares humanos y otros

contaminantes, lo que mejora la pureza del ADN bacteriano extraido. (16)

1.5.3 Extraccidén de ADN:

La extraccion del ADN implica la alteracion de la pared celular y nuclear, la liberacion
del material citosolico y genético y purificacion del ADN micobacteriano. La pared
celular de las micobacterias es rigida, abundante en lipidos, resistente a varios tampones
de lisis y métodos mecanicos, fisicos, quimicos o enzimaticos afecten la calidad y
cantidad del ADN extraido. La alta pureza y concentracion del ADN es critico, ya que

estos valores tienen un impacto significativo en la confiabilidad y calidad de los datos



(por ejemplo, profundidad de secuenciacion, densidad de conglomerados alta o baja, etc).

(6)

Las técnicas actuales requieren grandes cantidades de ADN de MTB, a menudo
obtenidas mediante cultivos, pero esto es costoso y consume tiempo. Por tanto, existe
un interés creciente en desarrollar métodos de secuenciacion de genomas completos
(WGS) sin necesidad de cultivo y en mejorar los protocolos de extraccion para obtener
ADN maés puro y concentrado. Sin embargo, estos esfuerzos enfrentan desafios
significativos debido a la alta viscosidad de las muestras de esputo, la baja carga
bacteriana y la alta contaminacion con ADN bacteriano y humano. La capacidad de
obtener ADN de MTB puro y concentrado sin cultivo no solo es mas rapidea, sino que
también permite una mejor deteccion de genes de resistencia a los fArmacos, lo cual es

fundamental para el manejo efectivo de la tuberculosis. (8)

1.6 Antecedentes:

El avance en las técnicas de secuenciacion y extraccion de ADN ha tenido un impacto
significativo en el estudio y manejo de MTB. Estudios recientes, como los de Nimmo
et al. (17) y Brown et al. (18), han demostrado que el secuenciamiento de M.
tuberculosis a partir de muestras de esputo puede revelar una diversidad genética mas
amplia que la obtenida de cultivos, lo que sugiere una representacion mas precisa de
la poblacion bacteriana en pacientes. También sugieren que el secuenciamiento del
genoma completo (WGS) directamente de muestras respiratorias es factible y
proporciona datos de vigilancia rapidos, siendo crucial para la gestion clinica y el

control de la tuberculosis. (18,19)

La evaluacion de diferentes métodos de extraccion de ADN, como se observa en el
estudio de Terranova et al. (12), ha resaltado la importancia de la seleccion del método
adecuado para garantizar un alto rendimiento y calidad del ADN. Estudios sobre la
tasa de mutacion de MTB y la mejora en la extraccion de ADN para WGS subrayan la
importancia de una extraccion eficiente de ADN de muestras de esputo. Para el
enriquecimiento de ADN de MTB, se han implementado estrategias como la filtracion,

centrifugacion en gradiente de densidad, tratamiento con detergentes, enzimas y



sonicadores, asi como la captura de hibridos y el uso de cebadores especificos en PCR.
Ademas, la deplecion de ADN humano mediante nucleasas especificas y kits
comerciales y la optimizacion de protocolos de lisis para micobacterias han mejorado
la recuperacion de ADN puro y concentrado. Investigaciones adicionales han
explorado la mejora de la licuefaccion y descontaminacion del esputo usando técnicas
como saponinas para aumentar la permeabilidad de las membranas bacterianas. (16,

21, 23)

Actualmente, existen estudios que realizan el método de descontaminacion de esputos
de pacientes con TB utilizando NALC-NaOH. Por ejemplo, en un estudio de Tarhan
et al., se empled esta técnica antes de aplicar diferentes métodos de extraccion de ADN
para la deteccion de Mycobacterium tuberculosis mediante PCR, observandose que el
método de absorcion en fase solida (QIAamp) tuvo la mayor tasa de deteccion positiva
(58%) en comparacion con otros métodos mas simples como ebullicién o proteinasa
K (53). Por otro lado, Buijtels y Petit compararon directamente el método NaOH-
NALC con la descontaminacion por acido sulfurico, demostrando que si bien no hubo
diferencias significativas en la recuperacion de M. tuberculosis, la recuperacion de
micobacterias no tuberculosas (NTM) fue significativamente mayor con el método del
acido sulfurico (54), lo que resalta como la eleccion del método de descontaminacion

puede influir en la diversidad microbiana detectada.

Existe evidencia en la literatura, que sugiere que el tratamiento con saponina podria
ser mas efectivo para la eliminacion de células humanas debido a su capacidad para
inducir la formacién de poros en las membranas celulares al interactuar con los
colesteroles presentes en estas. (15,16) Ademés, ha mostrado mejorar
significativamente la sensibilidad de deteccion de patdgenos mediante secuenciacion

de nueva generacion (NGS).

Diversos estudios han evaluado kits comerciales de extraccion de ADN a partir de
muestras respiratorias. Terranova et al. compararon cinco kits en esputo y reportaron
que el ZymoBIOMICS mostré un rendimiento intermedio, aunque con una mayor
profundidad de secuenciacion en una muestra especifica. (23) Mohamed Ali et al.

encontraron que el Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit produjo mayor cantidad de ADN



que el kit de Roche, aunque este ultimo mostré mejor rendimiento en la amplificacion
de ITS. (26) Por su parte, Ko et al. utilizaron el Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep
Kit para extraer ADN genomico de M. tuberculosis, obteniendo resultados adecuados
para secuenciacion. (27) Aunque los estudios no se enfocan exclusivamente en MTB en
esputo, estos kits han demostrado eficacia en contextos clinicos similares. Ademas, son
los mas econdémicos y comerciales utilizados en Peru. Por ello, en este trabajo se
compararon estos tres kits y se evaluo la cantidad y calidad del ADN extraido de esputo
de pacientes con tuberculosis positiva, asi como el efecto del tratamiento de
descontaminacion de la muestra, empleando el método con NaOH-NALC y con

saponina en el rendimiento de la extraccion del ADN.

II. Planteamiento del problema:

La obtencion de ADN micobacteriano directamente desde esputo clinico representa un
reto importante, tanto por la baja abundancia relativa del bacilo como por la alta
proporcion de ADN del hospedero, la viscosidad de la muestra y la presencia de
inhibidores que pueden comprometer las etapas posteriores del andlisis molecular,
como la PCR y la secuenciacion de nueva generacion (NGS). Tradicionalmente, el
tratamiento de estas muestras ha recurrido al protocolo de descontaminacion con
NaOH-NALC, ampliamente utilizado en los laboratorios de tuberculosis por su
capacidad para licuar el esputo y reducir la carga de flora contaminante. Sin embargo,
este método no siempre garantiza una preservacion adecuada del ADN micobacteriano

y puede dejar inhibidores residuales.

Una estrategia alternativa que ha cobrado interés es el uso de saponina, un detergente
natural capaz de lisar selectivamente células eucariotas sin afectar significativamente
a Mycobacterium tuberculosis, permitiendo asi disminuir el contenido de ADN
humano y facilitar la recuperacion del ADN bacteriano. No obstante, la eficacia de
saponina frente a métodos clasicos como NaOH-NALC no ha sido suficientemente
comparada en condiciones controladas, especialmente en cuanto a su impacto en la

calidad del ADN obtenido para secuenciacion.
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En este contexto, recientes estudios han demostrado el potencial de métodos
comerciales estandarizados para procesar directamente esputo clinico y obtener
resultados robustos mediante NGS. Por ejemplo, Cabibbe et al. (2020) evaluaron el
rendimiento del kit Deeplex Myc-TB en combinacion con la secuenciacion mediante
Oxford Nanopore MinlON, utilizando muestras descontaminadas con
OMNIgene-SPUTUM, un reactivo estabilizante que permite transporte a temperatura
ambiente y evita la degradacion del ADN. Este estudio mostré una alta cobertura y
concordancia con la plataforma MiniSeq de Illumina, con una proporcion de lecturas
alineadas superior al 90% en MinlON y cobertura >99% en las regiones objetivo,

demostrando la factibilidad del andlisis directo desde sedimento de esputo. (26)

Mas recientemente, Cabibbe et al. (2024) presentaron una comparacion directa entre
el kit AmPORE TB de Oxford Nanopore Diagnostics y Deeplex Myc-TB, ambos
aplicados sobre ADN extraido de muestras de esputo descontaminadas. El kit
AmPORE TB demostré una validez del 98%, tiempos de respuesta inferiores a 6 horas,
y alta concordancia para mutaciones de resistencia frente a rifampicina, pirazinamida,
fluoroquinolonas y otros farmacos clave (55) . No obstante, ambos estudios se
realizaron con muestras previamente tratadas mediante reactivos comerciales como
OMNIgene-SPUTUM vy kits de extraccion automatizados, lo cual representa una

barrera para su adopcion generalizada en entornos de recursos limitados.

En este marco, es fundamental evaluar el rendimiento de métodos de tratamiento
accesibles y adaptables como NaOH-NALC y saponina, tanto de forma individual
como combinada, en el contexto de extraccion de ADN desde esputo. Su comparacion
con diferentes kits de extraccion permitira determinar qué combinacién permite
obtener ADN de calidad suficiente para analisis moleculares avanzados, sin
comprometer la sensibilidad diagndstica ni incurrir en altos costos. Esta optimizacion
preanalitica puede ser determinante para la implementacion efectiva de estrategias de
secuenciacion directa en programas nacionales de tuberculosis, especialmente en

contextos donde el acceso a tecnologias de alto costo es limitado.
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I11. Pregunta de investigacion:

(Como afectan los métodos de descontaminacion NALC-NaOH y saponina, y los kits
comerciales de extraccion (ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit, Quick-DNA
Fungal/Bacterial Miniprep y Quick-DNA Miniprep Plus Kit) en la cantidad y calidad
de ADN obtenido de muestras de esputo de pacientes con M. tuberculosis para su uso

futuro en secuenciacion?

IV. Obijetivo general:

e Evaluar el efecto de dos métodos de descontaminacion (NALC-NaOH y
saponina) y tres kits comerciales de extraccion en relacion a la cantidad y calidad

de ADN obtenido de muestras de esputo de pacientes con M. tuberculosis.

V. Objetivos especificos:

FASE 1: Comparacion de 2 métodos de descontaminacion empleando NALC-NaOH y
saponina
e Comparar la cantidad y calidad de ADN total.
e Comparar la cantidad de ADN de M. tuberculosis y Homo sapiens mediante
PCR cuantitativa (QPCR).
e Determinar la relacion de la baciloscopia con la cantidad total de ADN y con

el valor de cycle threshold (Ct) del qPCR.
FASE 2: Comparacion de kits comerciales de extraccion de ADN

e Comparar la cantidad y calidad del ADN total.

e Determinar la relacion entre la baciloscopia y la cantidad total de ADN.
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VI Materiales y métodos:

Figura 1. Flujograma del desarrollo del estudio




6.1 Muestras y aspectos éticos:

6.1.1 Recoleccion:

Setenta y un remanentes de esputo provenientes de pacientes con diagndstico de
tuberculosis (TB), con baciloscopia minima Bk 1+ y un volumen minimo de 2 mL, fueron
recolectados para la presente tesis. Las muestras fueron obtenidas del Laboratorio de
Referencia Regional de Tuberculosis de la Direccion Regional de Salud del Callao. La
informacion correspondiente a los resultados de baciloscopia de cada muestra fue

registrada para su posterior analisis.

Los esputos fueron recolectados dos veces por semana y, tras su recepcion, se
almacenaron refrigerados a 4 °C por un tiempo menor a 24 horas antes de ser utilizados
en los experimentos. Esta estrategia de conservacion tuvo como objetivo preservar la
integridad del ADN micobacteriano y minimizar la proliferaciéon de contaminantes,
condiciones criticas para garantizar la calidad y cantidad de ADN extraido

posteriormente.

Para los experimentos, cada muestra fue dividida en tres alicuotas destinadas a distintas
comparaciones:

- Treinta y dos muestras fueron destinadas para evaluar distintos tratamientos de
descontaminacion de esputo (sin tratamiento, tratamiento con NALC-NaOH y
tratamiento con saponina).

- Treinta y nueve muestras fueron empleadas para la comparacion de diferentes kits

comerciales de extraccion de ADN.

Esta division experimental permitid controlar las variables de procesamiento y asegurar

la comparabilidad entre condiciones evaluadas.
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6.1.2 Tamafo muestral:

El tamafio muestral (al menos 29 muestras por grupo) se calculd utilizando el programa
R Studio, considerando un nivel de significancia de 0.05, un tamaio del efecto medio de
0.25 (que representa la diferencia minima detectable entre grupos en términos de
desviaciones estandar) y una potencia deseada de 0.9. Esto significa que el disefio
experimental tiene una probabilidad del 90% de detectar una diferencia real entre los

grupos si existe una diferencia de esta magnitud.

Bajo estos parametros, el tamafio muestral estimado fue de al menos 29 muestras por
grupo para garantizar la deteccion de diferencias estadisticamente significativas en las
comparaciones (Anexo 1). Debido a la naturaleza clinica de las muestras y a la posibilidad
de pérdidas experimentales o exclusiones, se recolectd un nimero mayor de muestras de
lo estrictamente necesario. Esto permitié disponer de suficiente material bioldgico para
completar los andlisis planeados y garantizar la robustez de los resultados reportados. Asi,
las 71 muestras fueron adecuadamente distribuidas entre las condiciones experimentales,
32 fueron destinadas para la comparacion de tratamientos de esputo y 39 en la
comparacion de los kits comerciales, superando el tamafio muestral minimo requerido,

como se evidencia en las tablas de resultados presentadas.

6.1.3 Transporte:

Las muestras fueron enviadas a la universidad via terrestre en grupos de al menos 10
muestras dentro de los 7 dias posteriores a la toma del lavado nasal siguiendo las medidas
de Bioseguridad descritas en el documento de Normas de Bioseguridad en el Laboratorio

de Mycobacterium (Anexo 5).

El proceso de transporte y recepcion se realizd bajo las siguientes condiciones:
- Cada muestra fue depositada en un frasco rotulado de boca ancha (envase
primario).
- Los frascos fueron colocados individualmente en bolsas plasticas selladas (envase

secundario).
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Posteriormente, las bolsas fueron embaladas en coolers usar cursiva o comillas
con ice-packs (envase terciario) para mantener la cadena de frio.

A su llegada a la universidad, los coolers fueron depositados en la pre-camara de
acceso al laboratorio de bioseguridad nivel 3 (P3).

El personal autorizado ingresé los coolers a la cabina de flujo laminar dentro de
la P3.

Todos los envases primarios y secundarios, asi como los coolers, fueron
desinfectados con soluciéon de TEGO 5%.

Finalmente, las muestras fueron almacenadas a 4°C dentro del laboratorio P3

hasta su procesamiento experimental.

6.1.4 Criterios de inclusion de las muestras:

Para asegurar la homogeneidad de la poblacion de estudio, las muestras incluidas debian

cumplir los siguientes criterios:

Proceder de pacientes con diagnostico de tuberculosis pulmonar confirmado por
prueba molecular Xpert MTB/RIF positiva (Cepheid).

Contar con una baciloscopia minima de una cruz (Bk 1+).

Tener un volumen minimo de 2 mL de esputo.

Provenientes de pacientes en cualquier estado de tratamiento (es decir, se
aceptaron muestras tanto de pacientes sin tratamiento como de pacientes bajo
tratamiento antituberculoso).

Disponibilidad para ser procesadas dentro de los 7 dias posteriores a la

recoleccion.

6.1.5 Criterios de exclusion:

No se establecieron criterios de exclusion especificos respecto al estado de tratamiento

del paciente ni al tiempo de enfermedad. Sin embargo, se descartaron aquellas muestras

que:

Presentaran un volumen insuficiente (<2 mL)

No cuenten con resultado positivo de Xpert MTB/RIF
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- Sufrieran derrames, contaminacion visible, o pérdida de cadena de frio durante el

transporte.

6.1.6 Consideraciones éticas:

Este proyecto fue presentado al Comité Institucional de Etica en Investigacion (CIEI) de
la Universidad Peruana Cayetano Heredia para su evaluacion y se ejecutd una vez que
fue aprobado. Las muestras de esputos fueron usadas en forma anoénima por lo que no se
realizd seguimiento o localizacion de los pacientes. El ADN de M tuberculosis fue

guardado.

La exencion del requisito de consentimiento informado fue solicitado al comité de ética
de acuerdo a la Pauta 10 en el documento Pautas éticas internacionales para la
investigacion relacionadas con la salud con seres humanos (28), se cumplen las 3
condiciones para la Dispensa del Consentimiento Informado: a) No seria factible o
viable sin dicha exencion, b) tiene un valor social importante y ¢) entrafia apenas riesgos

minimos para los participantes.

6.1.7 Normas de Bioseguridad:

Debido a que M. tuberculosis es un agente patégeno de riesgo tipo 3 para humanos, los
remanentes de las muestras de esputo fueron trabajados posterior a la capacitacion del
investigador en el Laboratorio de Mycobacterium siguiendo las indicaciones del Manual
de Normas de Bioseguridad (Anexo 5), y las indicaciones del Trabajo en el Laboratorio

de Mycobacterium (Anexo 6).

6.2 Primera fase: Comparacion de tratamientos:

6.2.1 Tratamiento con NaOH-NALC:

El tratamiento con NALC-NaOH es el método usado para descontaminar las muestras de
esputo. La solucion NaOH-NALC se prepard disolviendo 8,0 g de hidroxido de sodio en
200 mL de agua destilada (4% de NaOH) y 5,8 g de citrato de sodio en otros 200 mL de

agua destilada (2.82% de Naz; Cg Hs O- ). Estas soluciones se combinaron en volimenes
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iguales, se mezclaron y se esterilizaron en autoclave a 121-124 °C durante 15 minutos.
Después de etiquetar con el nombre y la fecha de preparacion, se almaceno en alicuotas
en tubos con tapa de rosca en refrigeracion a 2-8 °C hasta por un mes. Previo a ser usado,
0.05 g de N-acetil L-cisteina (NALC) fue agregado a 10 mL de la soluciéon NaOH — citrato
de sodio (0.5% de NALC). (14)

A 2 ml de esputo se le agreg6 2 ml de la solucion NaOH-NALC. La muestra fue agitada
para asegurar una mezcla homogénea y luego se incubd a temperatura ambiental (20 a 25
°C) por 15 minutos. Posteriormente, el tampon de fosfato (PBS) fue agregado hasta llegar
aun volumen de 15 ml para neutralizar la reaccion alcalina. La mezcla fue homogenizada
mediante inversion y luego fue centrifugd a 10000 rpm por 10 min a 27°C. El
sobrenadante fue descartado y el sedimento fue suspendido con 600 pl de PBS para su

analisis posterior. (14)

6.2.2 Tratamiento con saponina:

Seis cientos cincuenta pl de esputo fue centrifugado a 8000 g durante 5 minutos.
Posteriormente, el sobrenadante fue descartado y el sedimento fue suspendido en 400 pl
de PBS. Luego, 400 ul de 5% de saponina diluida en PBS fue agregado para alcanzar una
concentracion final del 2,5%, seguido de una incubacion por 10 minutos a temperatura
ambiente. Luego, 350 ul de agua estéril fue agregado e incubado a temperatura ambiente
durante 30 segundos. Luego, 19,2 ul de NaCl 5M fue agregado, mezclado y centrifugado
a 6.000 g durante 5 minutos. Luego, el sobrenadante fue eliminado y el sedimento fue

suspendido en 160 pul de PBS. (16)

Ciento sesenta 160 pl de 5,5 M NaCl y 100 mM MgCl: fue agregado e incubado durante
15 minutos a 37 °C con agitacion a 800 r.p.m. Luego, la muestra fue lavada con 800 pl
de PBS, seguido de una centrifugacion a 6.000 g durante 3 minutos y, posteriormente, se
descarto el sobrenadante. El sedimento fue suspendido en 1000 ul de PBS, seguido de
otra centrifugacion a 6.000 g durante 3 minutos, y la subsiguiente eliminacion del
sobrenadante. Este paso se repitié una vez mas, y el sedimento fue suspendido en 200 pl

de PBS. (16)
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6.2.3 Extraccion de ADN:

La extraccion del ADN se realiz6 de acuerdo con los pasos descritos en el protocolo de
Quick-DNA Miniprep Plus Kit (Anexo 4), con algunas modificaciones. 200 ul de
BioFluid & Cell Buffer y 20 ul de proteinasa K fueron agregados a 200 pl de muestra.
La mezcla fue homogenizada usando vortex durante 10-15 segundos y luego fue incubada
55°C durante 90 minutos. 1 volumen de Genomic Binding Buffer fue afiadido y mezclado
agitando durante 10-15 segundos. La mezcla fue transferida a una columna Zymo-Spin™
IIC-XLR en un tubo de recoleccion y centrifugada a > 12.000 x g durante 1 minuto. La
columna fue lavada con 400 pl de tampon de prelavado fue agregado a la columna e
incubado durante 5 minutos. Posteriormente, se centrifugd a > 12.000 x g durante 1
minuto y se vacio el tubo de recoleccion. Se procedid a agregar 700 ul de tampdn de
lavado de ADN a la columna de centrifugado, incubando durante 5 minutos. Finalmente,
la columna fue lavado con 200 pl de tampoén de lavado El ADN fue eluido con 50 pl de

Tampon de elucion luego de incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente. (25)

6.2.4 Evaluacion de la calidad:

La calidad fue evaluada usando 1pl de ADN en un NanoDrop 2000c Spectrophotometer
Thermo Scientific previa calibracion con agua libre de nucleasas por duplicado para cada

muestra.

6.2.5 Cuantificacion del ADN:

La cantidad del ADN fue determinada usando el Qubit ™ 4 Fluorometer. Las soluciones
de blanqueo del Qubit ™ 1x dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen) fue preparado mezclando
10 pl de Blanco 1 o Blanco 2 con 190 pl de la solucidn con el fluorescente, se dio un
espin a los blancos y se incub6 por 3 minutos. Luego, se calibro el equipo Qubit ™ 4
Fluorometer (Invitrogen). Las muestras fueron preparadas mezclando 1 pl del ADN con
199 ul de la solucion fluorescente mediante vortex, se dio un espin a las muestras y se
incubd por 3 minutos. Finalmente, 1 pl de la muestra preparada fue medida en el equipo
Qubit ™ 4 Fluorometer. El minimo, maximo, media y desviacion estandar fueron

calculados con el cddigo de summary en R Studio.
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6.2.6 Evaluacion de la relacion de ADN humano con el ADN de MTB:

La relacion de la cantidad de ADN humano y la cantidad de ADN de MTB fue evaluado
mediante PCR (reaccion en cadena de polimerasa) cuantitativo tomando de referencia los
resultados de valores de Ct (cycles thresholds). El ciclaje fue realizado en el
termociclador QuantStudio 5 Dx Real-time PCR System con el SYBR™ Green PCR
Master Mix APPLIED BIOSYSTEMS. La reaccién incluyé 5 pul de SYBR™ Green, 1 pl
de Forward Primer (3 uM), 1ulReverse Primer (3 pM) y 3 ul de la muestra, volumen final
de 10 ul. El gen que codifica la subunidad p30 de la ribonucleasa P/MRP (RPP30) de H.
sapiens fue amplificado con los primers: forward 5'- AGA TTT GGA CCT GCG AGC
G -3'yreverse 5'- GAG CGG CTG TCT CCA CAA GT -3'. Una parte del cromosoma
de MTB 11 fue amplificado con los primers: forward 5'- ACC TGA TGT TCT TCC ATG
ACGT -3"yelreverse 5'- AAA CAC GTC ATG GAA GAA CAT C -3. Las condiciones
de ciclado fueron las siguientes: etapa de choque térmico inicial a una temperatura de
50°C por 2 minutos seguido de 95°C por 10 minutos, la etapa de ciclaje de 40 repeticiones
a 95°C por 15 segundos seguido de 60°C por un minuto, la etapa de fusion de 95°C por
15 segundos, 60°C por un minuto y 95°C por un segundo, y la etapa de choque térmico

final de 40°C por 10 minutos. (30)

6.3 Segunda fase: Comparacion de kits de extraccion de ADN comerciales:

6.3.1 Tratamiento con NaOH-NALC:

El método de tratamiento usado en la segunda fase fue el de NaOH-NALC, debido a que
los resultados fueron mejores que los resultados del tratamiento con saponina. El
protocolo descrito anteriormente fue modificado en lo siguiente: El volumen de muestra

de esputo inicial usado fue de 2 ml y el sedimento fue resuspendido en 600l de PBS.
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6.3.2 Extraccion de ADN:

La seleccion de los kits fue realizada tomando en cuenta el tipo de muestra, rendimiento
y requerimientos especificos del analisis. El Quick-DNA Miniprep Plus Kit, es un kit
versatil que puede ser usado con varios tipos de muestras clinicas que contienen una
variedad de patdgenos. Este kit ofrece varias ventajas, entre ellas la pureza del ADN, que
es crucial para su aplicacion en secuenciacion. Con una temperatura de incubacion mas
baja (55°C), se evita la degradacion del ADN, y sus columnas Zymo-Spin™ [IC-XLR
permiten manejar volimenes mayores, ofreciendo una mejor capacidad de retencion y

pureza del ADN.

El Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit es eficaz debido a su disefio especifico
para muestras mixtas de bacterias y hongos. Este kit ofrece una mayor eficiencia de lisis
celular especifica para estos patdgenos, mejorando la cantidad de ADN recuperado.
Ademas, en estudios anteriores de comparacion de kits, el ZymoBIOMICS DNA
Miniprep Kit mostro resultados sobresalientes: una mayor profundidad de secuenciacion
y rendimiento de extraccion de ADN significativamente superior. Su capacidad para
extraer ADN de alta calidad y pureza lo convirtié en una opcidn destacada, especialmente

para aplicaciones donde la precision y la cantidad de ADN eran criticas.

Otras diferencias entre estos kits son los tipos de columnas y filtros (Zymo-Spin™ IICR3
vs. Zymo-Spin™ [IC-XLR vs. Zymo-Spin™ IICR), los tampones de lavado y los buffers.
Aunque los procedimientos de homogeneizacion por vortex y centrifugacion fueron
similares, difieren ligeramente en tiempos y velocidades especificas. Estas diferencias
técnicas influyeron significativamente en la cantidad y calidad del ADN extraido, asi
como en la presencia de inhibidores que afectan las etapas posteriores del analisis de

ADN, como la amplificacion por PCR y la secuenciacion.

e ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Cat. No. D4300):

200 pl de BioFluid & Cell Buffer y 20 pul de proteinasa K fueron agregados a 200 ul de
muestra. La mezcla fue homogenizada usando vortex durante 10-15 segundos y luego fue

incubada 55°C durante 90 minutos. 1 volumen de Genomic Binding Buffer fue afiadido

21



y mezclado agitando durante 10-15 segundos. La mezcla fue transferida a una columna
Zymo-Spin™ JIC-XLR en un tubo de recoleccion y centrifugada a > 12.000 x g durante

1 minuto.

El protocolo del ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit fue seguido (Anexo 2) con algunas
modificaciones. 20 pl de solucion de lisis con proteinasa K y 750 pl de solucién de lisis
fue agregado a 200 ul de muestra tratada e incubada a 65°C durante 90 minutos. Las
células fueron lisadas en un adaptador de vortex a maxima potencia por 40 minutos.
Luego, se centrifugaron los tubos de lisis ZR BashingBead™ (0,1 y 0,5 mm) en una
microcentrifuga a 10.000 x g durante 1 minuto. 400 ul de sobrenadante fue transferido al
filtro Zymo-Spin™ III-F en un nuevo tubo de recogida y centrifugado a 8.000 x g durante
1 minuto. El eluido fue desechado. Luego, 1200 pl de tampén de union a ADN fue
agregado al tubo de recoleccion anterior que contenia el filtrado y se homogeneizd. 800
ul de la mezcla fue transferido a una columna Zymo-Spin™ IICR vy se centrifug6 a 10.000
x g durante 1 minuto. El eluido fue descartado y el paso anterior fue repetido. Luego, 400
ul de tampon de lavado 1 de ADN fue agregado a la columna y centrifugado a 10.000 g
durante 1 minuto. El flujo fue descartado; seguidamente, 700 pul de tampdn de lavado 2
de ADN fue agregado a la columna y centrifugado a 10.000 g durante 1 minuto. El flujo
fue descartado. Luego, 200 pl de tampon de lavado 2 de ADN fue agregado a la columna
y centrifugado a 10.000 x g durante 1 minuto. (23)

Seguidamente, la columna fue transferida a un tubo de 1,5 ml tubo. 50 pul de agua libre
de DNasa/RNasa fue anadido directamente a la columna. La muestra fue incubada 30
minutos y centrifugada a 10.000 g durante 1 minuto para eluir el ADN. Finalmente, se
coloco un filtro Zymo-Spin™ III-HRC en un tubo de recoleccion nuevo y se agregaron
600 pl de solucion de preparacion ZymoBIOMICS™ HRC. Se centrifugd a 8.000 x g
durante 3 minutos. Se transfirié el ADN eluido (Paso 12) a un Zymo-Spin™ III-HRC
preparado. Se filtr6é en un tubo de microcentrifuga limpio de 1,5 ml y se centrifugd a

exactamente 16.000 x g durante 3 minutos. (23)
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o Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep (Cat. No. D6005):

El protocolo del Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep (Anexo 3) fue seguido con
algunas modificaciones. 200 ul de muestra tratada y 750 pl de lisis ZymoBIOMICS™
fueron agregados a un tubo de lisis ZR BashingBead™, el cual contiene beads de 0,1 mm
y 0,5 mm de diametro. Luego, 20 pl de proteinasa K fue agregado, e incubado a 65°C por
90 minutos homogenizado en un adaptador de vortex a méaxima potencia durante 40
minutos. Posteriormente, la muestra fue centrifugada 10.000 g durante 1 minuto. El
sobrenadante (hasta 400 pl) fue transferido a un filtro Zymo-Spin™ III-F en un tubo de
recogida y fue centrifugado a 8.000 g durante 1 minuto. Seguidamente, 1200 pl de tampdn

de lisis genémica fue agregado al filtrado en el tubo de recoleccion anterior. (24)

Después, se transfirieron 800 ul de la mezcla del paso anterior a una columna Zymo-
Spin™ IICR3 en un tubo de recoleccion y se centrifugd a 10.000 g durante 1 minuto. Se
desecho lo filtrado y se repitid este paso. Se continud el proceso agregando 200 ul de
tampon de prelavado de ADN a la columna Zymo-Spin™ IICR en un tubo de recogida

nuevo y centrifugando a 10.000 g durante 1 minuto, desechando lo filtrado. (24)

Posteriormente, se afiadieron 500 pl de tampon de lavado de ADN a la columna Zymo-
Spin™ IICR vy se centrifugd a 10.000 g durante 1 minuto, desechando lo filtrado. La
columna Zymo-Spin™ IICR se transfirio a un tubo de microcentrifuga limpio de 1,5 ml
y se agregaron 50 pul (35 pul minimo) de elucion de ADN Buffer directamente a la matriz
de la columna. Se incubo6 por 15 minutos y luego se centrifugd a 10.000 g durante 30

segundos para eluir el ADN. (24)

® Quick-DNA Miniprep Plus Kit (Cat. No. D4069):

El ADN fue extraido de 200ul de muestra tratada siguiendo los pasos del protocolo de
Quick-DNA Miniprep Plus Kit (Anexo 4) con las modificaciones detalladas

anteriormente.
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6.3.3 Evaluacion de la calidad del ADN:

Se utilizaron los mismos procedimientos mencionados anteriormente.

6.3.4 Cuantificacion del ADN:

Se utilizaron los mismos procedimientos mencionados anteriormente.

6.4 Analisis estadistico:

La prueba de Kruskal-Wallis fue usada para comparar la cantidad y calidad de ADN de
mas de dos grupos independientes que incluyeron datos que no cumplen con los supuestos
de normalidad requeridos por ANOVA. La prueba Kruskal-Wallis también fue usada para
evaluar la relacion entre las cruces de baciloscopia con la cantidad de ADN o los valores
de Ct. Las medianas de la cantidad de ADN y valores de Ct fueron comparadas. Luego,
el test de Wilcoxon con ajuste de Bonferroni fue usado para realizar comparaciones por
pares (pairwise) cuando las diferencias fueron significativas (valor p < 0.05). El ajuste
corrige el nivel de significancia para multiples comparaciones, reduce el riesgo de
cometer errores tipo I (falsos positivos) y proporciona un método robusto para identificar
qué grupos especificos difieren entre si. Asimismo, se utilizo la correlacion de Spearman
para evaluar la relacion entre la cantidad de ADN y los valores de Ct del PCR porque es
adecuada para datos no paramétricos, robusta frente a outliers, y eficaz para detectar
relaciones monotonas que pueden no ser lineales, caracteristicas que suelen presentarse

en los datos de experimentos de PCR.
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VII. Resultados:

7.1 Fase 1: Comparacion de los tratamientos con NaOH-NALC y saponina

7.1.1 Cantidad de ADN

La cantidad de ADN obtenido en cada tratamiento (NaOH-NALC o saponina) y sin
tratamiento se muestra en el anexo 7. La media de ADN recuperado fue mayor en el grupo
sin tratamiento (3223 ng), seguida por el grupo tratado con saponina (898 ng) y
finalmente el grupo tratado con NaOH-NALC (55 ng). La distribucion de estos datos se

visualiza en la grafica de caja y bigotes de la Fig. 2.

Cantidad de ADN (ng) obtenido por cada tratamiento
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Figura 2. Cantidad de ADN (ng) seguin cada tratamiento. *** p<0.001.

Los resultados de las pruebas estadisticas indicaron que los datos de la cantidad de ADN
obtenida no cumplen con los supuestos de normalidad ni de homogeneidad de varianzas.
La prueba de Shapiro-Wilk mostré valores de p < 0,01 para todos los tratamientos (sin
tratamiento: p = 0,0042; saponina: p = 0,0082; NaOH-NALC: p =0,0011), indicando una
distribucion no normal. Asimismo, la prueba de Bartlett revelo una alta heterogeneidad

de varianzas entre los grupos (y*> = 227,25; p < 0,0001).

La cantidad de ADN obtenida de los tratamientos fue diferente entre al menos 2 grupos,

con un Chi-cuadrado de 57.186, grados de libertad (df) de 2 y valor p de 3.822e-13. Las
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muestras sin tratamiento tienen mayor cantidad de ADN que las muestras tratadas con
NaOH-NALC (valor p de 2.1e-10) y saponina (valor p de 5.4e-05); las muestras tratadas
con saponina tienen mayor cantidad de ADN que aquellas tratadas con NaOH-NALC
(valor p de 5.6e-08).

La distribucion de la cantidad de ADN obtenida segun la carga bacteriana (Anexo 7); la
distribucion ajustada (eje Y) de los resultados de NaOH-NALC para visualizar mejor los
resultados de NaOH-NALC es mostrada en la Figura 3. Los resultados muestran que la
carga bacilar no afectaron a la cantidad de ADN obtenido en las muestras sin tratamiento
y con tratamiento de saponina (valor p de 0.4834 y 0.4844 respectivamente); sin embargo
la carga bacilar si afecta la cantidad de ADN cuando las muestra fueron tratadas con
NaOH-NALC (valor p = 0.0095). La prueba de Bonferroni mostré diferencias entre las
muestras con 1y 3 cruces (valor p=10.0113) y entre las muestras con 1 y 2 cruces (valor
p =0.0241), es decir, las muestras con una cruz tienen una diferencia significativa menor

en relacion a las de 2 y 3 cruces.
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Figura 3. Relacion entre las cruces de baciloscopia y la cantidad de ADN (ng)

obtenido en cada tratamiento. * p<0.05
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7.1.2 Calidad del ADN

Determinacion de carbohidratos o polifenoles inhibidores (260/230) (Anexo 7)

La distribucién de los valores de calidad del ADN (relacion 260/230) por tratamiento se
muestra en la Figura 4. En promedio, la calidad fue mayor en el grupo tratado con
saponina (0,98), seguido por el grupo sin tratamiento (0,58), y finalmente el grupo tratado
con NaOH-NALC (0,29).

Relacion 260/230 del ADN obtenido en cada tratamiento
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Figura 4. Relacion 260/230 obtenidos en cada tratamiento. * p<0.05, *** p<0.001.

Los datos de la relacion 260/230 no siguieron una distribucion normal en los grupos sin
tratamiento (p< 0,001) y con saponina (p < 0,001), mientras que los datos del grupo
tratado con NaOH-NALC si cumplieron con la normalidad (p = 0,71). Sin embargo, las
varianzas fueron homogéneas entre los tres grupos (p = 0,65 en la prueba de Bartlett), lo
que permitiria aplicar pruebas que asumen homogeneidad de varianzas; aun asi, debido a

la falta de normalidad en algunos grupos, se optd por una prueba no paramétrica.

La calidad del ADN (260/230) entre los tres tratamientos son diferentes entre al menos
dos de los grupos (chi-cuadrado de 26.064 y valor p de 2.189¢-06). Las calidad del ADN
fue diferente entre el ADN sin tratamiento y NaOH-NALC (valor p de 0.0015); entre sin
tratamiento y saponina (valor p de 0.0328), y entre saponina y NaOH-NALC (valor p de
1.5e-05).
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Determinacion de proteinas y ARN (260/280) (Anexo 7)

La distribucién de los valores de calidad del ADN (relacion 260/280) por tratamiento se
muestra en la Figura 5. En promedio, los valores fueron similares entre los grupos sin
tratamiento (1,79) y con saponina (1,83), mientras que el grupo tratado con NaOH-NALC

mostro un promedio ligeramente menor (1,56).

Relacion 260/280 del ADN obtenido en cada tratamiento
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Figura 5. Relacion 260/280 obtenido en cada tratamiento. *** p<0.001.

Los datos de la calidad del ADN (relacion 260/280) no cumplieron con la normalidad en
los grupos sin tratamiento (p < 0,001) y con saponina (p < 0,001), mientras que el grupo
tratado con NaOH-NALC si present6 una distribucion normal (p = 0,71). Las varianzas

fueron homogéneas entre los grupos (p = 0,65 en la prueba de Bartlett).

La prueba de Kruskal-Wallis sobre la calidad 260/280 evidenci6 que hay diferencia entre
al menos dos de los grupos (valor p < 0.05). Las comparaciones pareadas que hay
diferencia entre la cantidad de proteina y ARN en las muestras obtenidas sin tratamiento
y NaOH-NALC (valor p de 1.6e-07) y entre para saponina y NaOH-NALC (valor p de
9.3e-08) ; sin embargo, no hay diferencia, entre sin tratamiento y saponina (valor p de

0.12).
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7.1.3 Relacion ADN de H. sapiens 'y M. tuberculosis

a. Analisis de PCR del gen ribonucleasa (H. sapiens) bajo las tres

condiciones de tratamiento de muestras de esputo

Los valores de Ct obtenidos para cada muestra se encuentran en el Anexo 7. En promedio,
los valores de Ct del gen ribonucleasa fueron mas bajos en el grupo sin tratamiento
(23,17), seguidos por el grupo tratado con saponina (23,59) y luego por el grupo NaOH-
NALC (25,71), lo que indicaria una mayor cantidad de ADN amplificable en los dos
primeros grupos. La distribucion de estos valores por tratamiento se muestra en la Figura

6. En cada grupo se presentaron 2 muestras no detectadas.

Comparacion de Ct de H. sapiens segun el tratamiento
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Figura 6. Comparacion de los valores de Ct de la amplificacion del gen

ribonucleasa (Homo sapiens) de las tres condiciones de tratamiento de muestras de

esputo. ** p<0.01, *** p<0.001.

Los valores de Ct para la amplificacion del gen ribonucleasa no cumplieron con la
normalidad en todos los grupos, con valores p menores a 0,01 en las pruebas de Shapiro-
Wilk (sin tratamiento: p = 2.4x10™ ® ; saponina: p = 0,0098; NaOH-NALC: p = 0,09).
Ademas, las varianzas entre los grupos no fueron homogéneas, segun la prueba de Bartlett

p = 0,0038), lo que limita el uso de pruebas paramétricas.
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Los valores de Ct de la amplificacion del gen ribonucleasa es diferente entre al menos
dos de los grupos (valor p de 1,095x10"-4). El Ct fue del tratamiento con NaOH-NALC
fue mayor al Ct de las muestras sin sin tratamiento (valor p de 0.00012) y mayor al
tratamiento con saponina (valor p de 0.00433); sin embargo el Ct fue similar, entre sin

tratamiento y saponina (valor p de 0.56157).

La distribucion de los valores de Ct obtenidos en cada tratamiento en relacion a las cruces
de baciloscopia se muestra en la Figura 7. Los valores de Ct fueron significativamente

similares entre las muestras con diferente carga bacilar en todos los tratamientos (valor

ps > 0.05).

Relacion entre la baciloscopia y el Ct de H.sapiens de cada tratamiento
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Figura 7. Relacion entre las cruces de baciloscopia y los valores de Ct del PCR gen

ribonucleasa (H. sapiens) obtenido en cada tratamiento.

La correlacion entre la cantidad de ADN y el Ct fue significativa solamente en las
muestras de ADN tratadas con saponina (valor p de 0.0002); donde el Ct tiende a
disminuir cuando la cantidad de ADN aumenta. Se realizaron graficos de dispersion con
una linea azul referente a la regresion lineal, que muestra la tendencia general en la
relacion entre las dos variables de cada tratamiento con y sin los valores atipicos cuando

se requeria. (Figura 8, 9 y 10)
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Sin tratamiento (sin valores atipicos)
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Figura 8. Correlacion de los valores de Ct de la amplificacion del gen ribonucleasa
(H. sapiens) y la cantidad de ADN (ng) de las muestras de esputo sin ningiin

tratamiento. Sin valores atipicos. p=0.9219, n=31.
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Figura 9. Correlacion de los valores de Ct de la amplificacion del gen ribonucleasa
(H. sapiens) y la cantidad de ADN (ng) de las muestras de esputo tratadas con

saponina. Correlacion negativa significativa. p = 0.0002, n = 32.
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Figura 10. Correlacion de los valores de Ct de la amplificacion del gen
ribonucleasa (H. sapiens) y la cantidad de ADN (ng) de las muestras de esputo

tratadas con NaOH-NALC. Sin valores atipicos. p=0.3152, n=31.
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b. Andlisis de PCR del gen Rv2626c¢ (M. tuberculosis) bajo tres condiciones

de tratamiento de muestras de esputo

La cantidad de ADN utilizada y los valores de Ct se encuentran en el Anexo 7. En
promedio, los valores de Ct del gen Rv2626c¢ fueron mas bajos en el grupo directo (25,82),
seguidos por los grupos con saponina (24,35) y NaOH-NALC (24,96). La distribucion de
estos valores por tratamiento se muestra en la Figura 11. Se registraron 3 muestras no
detectadas en el grupo directo, ninguna en el grupo con saponina y 1 en el grupo con
NaOH-NALC.

Comparacion de Ct de M. tuberculosis segun el tratamiento
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Figura 11. Comparacion de los valores de Ct de la amplificacion del gen Rv2626c¢

(M. tuberculosis) de las tres condiciones de tratamiento de muestras de esputo.

Los valores de Ct para la amplificacion del gen Rv2626c no cumplieron con la
normalidad en los grupos sin tratamiento (p = 0,011) y NaOH-NALC (p = 0,018),
mientras que el grupo con saponina present6 un valor p de 0,038, indicando también una
posible desviacion de la normalidad aunque cercano al umbral de 0,05. Las varianzas

entre los grupos fueron homogéneas (p = 0,61 en la prueba de Bartlett).

Los valores de Ct de la amplificacion del gen Rv2626¢ de MTB son similares entre todos

los grupos diferentes (valor p de 0.1048).

La distribucion de los valores de Ct obtenidos en cada tratamiento en relacion a las cruces

de baciloscopia se muestra en la Figura 13. Los valores de Ct entre carga bacteriana fue
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diferente en los tratamientos de saponina y NaOH-NALC (valor de p 0.075 y 0.0306,
respectivamente); y fue similar entre las muestras sin tratamiento (valor p de 0.4603). En
la comparacién por pares en NaOH-NALC y Saponina, este ultimo porque estaba cercano
a 0.05, los resultados de NaOH-NALC mostraron menor Ct en las muestras con 3 cruces
en relacion a las de 2 (valor p de 0.033) y las de 1 (valor p de 0.269). Asimismo, en el
grupo de saponina, los valores de Ct entre los grupos de 2 y 3 cruces fueron diferentes

(valor p de 0.0402). (Figura 12)

Relacion entre la baciloscopia y el Ct de M. tuberculosis de cada tratamiento

Sin_tratamiento Saponina NaOH_NALC

40- *

w
o

. *
1 .
Tratamiento
E Sin_tratamiento

lil ] Saponina
25 E + * %l B3 NaOH_NALC
.
1 2 3 1 2 3 1 ) ‘

2 3

Ct (RV2626¢)
w
o

Cantidad de cruces

Figura 12. Relacion entre las cruces de baciloscopia y los valores de Ct del PCR

Rv2626¢ (M. tuberculosis) obtenido en cada tratamiento. * p < 0.05.

La correlacion entre la cantidad de ADN y los valores de Ct en cada tratamiento
mostraron un valor p de 0.0283, -0.3999 y -0.5504 para el sin tratamiento, saponina y
NaOH-NALC respectivamente y un valor p de 0.8840, 0.0233 y 0.0013. En el caso del
tratamiento con saponina, se encontrd una correlacion negativa débil pero significativa,
lo que sugiere que mayores cantidades de ADN tienden a reducir ligeramente los valores
de Ct. Por otro lado, en el tratamiento NaOH-NALC se observo una correlacion negativa
moderada y significativa, indicando que un aumento en la cantidad de ADN se asocia con
una disminucidon mas clara en los valores de Ct, lo que podria reflejar una mayor eficacia
en la amplificacion de ADN en este tratamiento. Los graficos de dispersion incluyendo
una linea azul referente a la regresion lineal, que muestra la tendencia general con y sin

los valores atipicos se muestran en las Figuras 13, 14, y 15.
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Figura 13. Correlacion de los valores de Ct de la amplificacion del gen Rv2626¢
(M. tuberculosis) y la cantidad de ADN (ng) sin ningtn tratamiento. Sin valores
atipicos. p = 0.8840, n = 31.
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Figura 14. Correlacion de los valores de Ct de la amplificacion del gen RV2626c¢
(M. tuberculosis) y la cantidad de ADN (ng) tratadas con saponina. Correlacion

negativa débil significativa, p = 0.0233, n = 32.
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Figura 15. Correlacion de los valores de Ct de la amplificacion del gen Rv2626¢
(M. tuberculosis) y la cantidad de ADN (ng) tratadas con NaOH-NALC. Sin valores

atipicos. Correlacion negativa moderada significativa, p =0.0013, n = 31.
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7.2 Fase 2: Comparaciones de kits de extraccion de ADN comerciales

7.2.1 Cantidad de ADN

La cantidad de ADN obtenido con los kits comerciales Quick-DNA Fungal/Bacterial
Miniprep (Kit 1), Quick-DNA Miniprep Plus (Kit 2) y ZymoBIOMICS DNA Miniprep
(Kit 3) se muestra en el Anexo 8. En promedio, el Kit 1 present6 la mayor cantidad de
ADN (91,19 ng), seguido por el Kit 2 (77,87 ng) y el Kit 3 (50,06 ng). La distribucion

de estos datos por cada kit se presenta en la grafica de caja y bigotes de la Figura 16.

Cantidad de ADN (ng) obtenidos segun cada kit comercial
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Figura 16. Cantidad de ADN (ng) obtenida segiin cada kit comercial (sin valores
atipicos). * p <0.05. Kit 1: Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep kit, Kit 2: Quick-
DNA Miniprep Plus kit (Kit 2) y Kit 3: ZymoBIOMOCS DNA Miniprep Kit.

La cantidad de ADN obtenida con los tres kits comerciales no sigue una distribucion
normal (p < 0,001 para todos los kits en la prueba de Shapiro-Wilk) y las varianzas entre

los grupos no son homogéneas, como lo indica la prueba de Bartlett (p < 0,001).

La cantidad de ADN obtenida de los kits fue diferente entre al menos 2 grupos, con un
Chi-cuadrado de 7.4836, grados de libertad de 2 y valor p de 0.02371. Los resultados de
los valores p para la comparacion pareada entre Kit 1 y Kit 2 fue de 1.0, entre Kit 2 y
Kit 3 de 0.095 y entre Kit 1 y Kit 3 Miniprep Kit fue 0.031, esta Gltima comparacion

mostrd diferencia significativa.
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La distribucion de la cantidad de ADN (ng) obtenida segun la carga bacteriana (Anexo 8)
y la distribucion normalizada (eje Y) en todos los grupos es mostrada en la Figura 17.
Los resultados de la suma de rangos de Kruskal-Wallis arrojé un valor p de 0.8387,
0.3279 y 0.8387 para el Kit 1, Kit 2 y Kit 3 respectivamente, por lo que no habia
diferencias estadisticamente significativas en las cantidades obtenidas de los tres kits

entre los niveles de la variable cruces.

Comparacidon de ADN en relacion a la baciloscopia segun cada kit
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Figura 17. Relacion entre las cruces de baciloscopia y la cantidad de ADN (ng)
obtenida en cada kit comercial (sin valores atipicos). Kit 1: Quick-DNA
Fungal/Bacterial Miniprep kit, Kit 2: Quick-DNA Miniprep Plus kit (Kit 2) y Kit 3:
ZymoBIOMOCS DNA Miniprep Kit.

7.2.2 Calidad del ADN

Determinacion de carbohidratos o polifenoles inhibidores (260/230) (Anexo 8)

El resumen estadistico de la calidad del ADN (relacion 260/230) obtenida con cada kit
comercial se muestra en la Figura 18. En promedio, el Kit 2 present6 la mejor calidad

(0,46), seguido por el Kit 3 (0,15) y el Kit 1 (0,12).
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Relacion 260/230 del ADN obtenido en cada kit
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Figura 18. Relacion 260/230 obtenidos segiin cada kit comercial. * p <0.05, ** p <
0.01. Kit 1: Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep kit, Kit 2: Quick-DNA Miniprep
Plus kit (Kit 2) y Kit 3: ZymoBIOMOCS DNA Miniprep Kit.

Ninguno de los kits comerciales cumpli6 con la normalidad en la calidad del ADN
(relacion 260/230), segin la prueba de Shapiro-Wilk (p < 0,001 para los tres Kkits).
Ademas, las varianzas no fueron homogéneas entre los grupos, como indic6 la prueba de

Bartlett (p < 0,001).

La calidad del ADN (260/230) entre los tres tratamientos son diferentes entre al menos
dos de los grupos (valor p de 1.151e-07). Las calidad del ADN fue diferente entre el Kit 1
y Kit 2 (valor p de 1.0e-06) y entre el Kit 2 y Kit 3 (valor p de 4.6e-05), mientras que
entre Kit 1 y Kit 3 no hubo diferencia significativa (valor de p de 0.2).

Determinacion de proteinas y ARN (260/280) (Anexo 8)

El resumen estadistico de la calidad del ADN (relacion 260/280) obtenida con cada kit
comercial se presenta en la Figura 19. En promedio, el Kit 3 mostr6 la mejor calidad con

un valor de 2,69, seguido por el Kit 1 con 1,88 y el Kit 2 con 1,77.
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Relacion 260/280 del ADN obtenido en cada kit
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Figura 19. Relacion 260/280 obtenidos segin cada kit comercial. * p <0.05, *** p <
0.001. Kit 1: Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep kit, Kit 2: Quick-DNA Miniprep
Plus kit (Kit 2) y Kit 3: ZymoBIOMOCS DNA Miniprep Kit.

Los datos de calidad del ADN (relacion 260/280) obtenidos con los tres kits comerciales
no cumplen con la normalidad, segln la prueba de Shapiro-Wilk (p < 0,001 para todos
los kits). Ademas, las varianzas entre los grupos no son homogéneas, como lo indica la

prueba de Bartlett (p < 0,001).

La calidad del ADN fue diferente entre al menos dos de los grupos (valor p < 0.05). Las
comparaciones pareadas mostraron que no hay diferencia entre Kit 1 y Kit 2 (valor p de
1.000); sin embargo si hubieron diferencias entre Kit 2 y Kit 3 (valor p de 0.00012) y
entre Kit 1 y Kit 3 (valor p de 4.7¢-06).

VIII. Discusion:

8.1 Evaluacion del efecto del tratamiento con NaOH-NALC o saponina:

El tratamiento previo de la muestra de esputo es fundamental para evitar las desventajas
que presentan diversos métodos de extraccion de ADN. En la mayoria de estudios se hace
uso de dithiothreitol (DTT) como tUnico reactivo previo a la extraccion de muestras
bioldgicas junto con una inactivacion por calor. (17,48,49,50) Estas fuentes muestran

limitaciones si no se combina con otros tratamientos para mejorar la calidad y cantidad

38



de ADN de MTB, especialmente si se quiere utilizar para secuenciacion. Por lo que otros
estudios emplean N-acetil-L-cisteina o NaOH para la disolucion de esputo y la

recuperacion de ADN o ARN microbiano. (51, 52)

También existen investigaciones donde implementan métodos optimizados para detectar
infecciones respiratorias bacterianas mediante el uso de saponina para deplecion de ADN
humano, lo que permite eliminar hasta el 99.99 % de ADN del huésped en muestras
respiratorias, aumentando la capacidad de detectar ADN bacteriano con alta sensibilidad
y especificidad. (33) La secuenciacion metagendmica (RMg) mostrd tiempos de
respuesta rapidos (6-24 horas) y un 93-96.6 % de sensibilidad en comparaciéon con
cultivos tradicionales, que tardan entre 29 y 40 horas. (34) Estos métodos identificaron
patogenos dificiles de cultivar, como M.tuberculosis, Tropheryma whipplei, y Legionella
pneumophila, por ejemplo para M. abscessus se incrementaron entre 12.5 y 74.5 veces
los reads bacterianos, alcanzando cobertura completa del genoma tras el tratamiento con
saponina. (37) Ademas, en infecciones mixtas o cultivos negativos, lograron identificar
patogenos en un 93.7 % de los casos, sin verse afectados por el uso previo de antibidticos,
lo que refuerza su potencial para diagnoésticos mas rapidos y efectivos en infecciones
graves como la sepsis. (38) Todos estos articulos toman como base la estandarizacién

realizada de descontaminacion con saponina por la tesis doctoral de Charalampous T.

(16)

El estudio de Charalampous se centré en mejorar la deteccion de ADN microbiano en
muestras clinicas, especificamente de esputo, reduciendo la interferencia del ADN
humano mediante el tratamiento con saponina. La saponina, conocida por su capacidad
para permeabilizar las membranas de las células eucariotas, demostrd ser muy eficaz en
la reduccion del ADN del huésped, logrando una deplecion de hasta 74 veces mediante
analisis de PCR cuantitativa (QPCR). En estas pruebas, los valores de Ct para el ADN
humano aumentaron significativamente con el tratamiento con saponina, lo que indica un
agotamiento exitoso del ADN del huésped, mientras que el ADN bacteriano (16S rRNA)

se preservo. (16)

En la primera parte de este trabajo se opto por realizar una comparacion entre el protocolo

estandarizado de tratamiento de esputo con saponina de Charalampous T. (16) y el
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método tradicional de descontaminacion de esputo orientado a detectar con cual se puede
obtener mayor cantidad de ADN recuperado de M. tuberculosis y la reduccion del ADN
humano. Evaluar el efecto de estos agentes en la concentracion y pureza obtenida
proporciona informacion crucial sobre su idoneidad para su uso en analisis moleculares
posteriores, como la secuenciacion o PCR. Los resultados obtenidos de esta primera parte
relacionada al primer objetivo especifico, proporcionan una evaluaciéon comparativa entre
los tres grupos de tratamiento de muestras de esputo: NaOH-NALC, Saponina y sin
tratamiento (sin tratamiento), con posterior extraccion por el kit Quick-DNA Miniprep
Plus Kit. La eficacia de estos tratamientos se evaluo en términos de la cantidad y calidad

del ADN extraido, asi como de la cantidad especifica de ADN de MTB y de humano.

8.1.1 Sin tratamiento

La simplicidad y rapidez del procedimiento son sus principales ventajas. Este método
produjo la mayor cantidad de ADN en promedio (3334 ng), lo que es beneficioso para
aplicaciones que requieren grandes cantidades de ADN. Sin embargo, el ADN obtenido
incluye material genético de multiples bacterias y del propio huésped, lo que puede
complicar la interpretacion de los resultados de secuenciacion y puede requerir pasos

adicionales de purificacion para aislar el ADN especifico de MTB.

8.1.2 Tratamiento con NaOH-NALC

Aunque el tratamiento es efectivo, puede resultar en una menor cantidad de ADN
extraido. En este estudio, la cantidad promedio fue de 54 ng de ADN total,
significativamente menor que en los métodos sin tratamiento y con saponina. Esto puede
ser debido a la lisis parcial de las bacterias y la posible pérdida de ADN durante el proceso
de descontaminacion. Ademas, la alta alcalinidad del NaOH puede desnaturalizar no solo
proteinas y lipidos, sino también a los acidos desoxirribonucleicos si no se maneja el
tiempo adecuadamente. Un tiempo de exposicion prolongado o concentraciones
inadecuadas pueden resultar en la degradacion del ADN, afectando la calidad del material
genético para aplicaciones posteriores. (14) Cabe resaltar que la eficiencia del tratamiento

con NaOH-NALC puede variar segiin la composicion de la muestra de esputo, incluyendo
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la carga bacteriana inicial y la presencia de otros componentes que pueden interactuar

con los agentes quimicos utilizados.

8.1.3 Tratamiento con saponina

Al eliminar las células humanas y otros contaminantes, el tratamiento con saponina
mejora la calidad del ADN extraido, lo cual es crucial para aplicaciones que requieren
ADN bacteriano de alta pureza, como la secuenciacion. Aunque las paredes celulares
bacterianas son mas resistentes, un tratamiento prolongado o concentraciones mas altas
de saponina pueden dafiar las bacterias y afectar la cantidad de ADN extraido. Ademas,
el protocolo de tratamiento con saponina incluye varios pasos de incubacion y
centrifugacion, lo que puede aumentar la complejidad y el tiempo necesario para preparar

las muestras. (15,16)

8.1.4 Cantidad y calidad del ADN extraido:

Con respecto a los resultados de la cantidad y calidad, todos los tratamientos mostraron
diferencias significativas. Aunque el grupo sin tratamiento proporciona una alta cantidad
de ADN (media de 3334.55 ng) y la relacion 260/280 es cercano al rango ideal (1.8 - 2.0),
la pureza de 260/230 es moderada, lo que sugiere la presencia de contaminantes en
algunas muestras. En relacion al tratamiento con saponina, present6 la mayor pureza de
ADN (relaciones 260/280 y 260/230), lo que indica una efectiva eliminacion de proteinas
y contaminantes. Aunque la cantidad de ADN (media de 872.2 ng) fue menor que el
grupo sin tratamiento, fue mayor que el tratamiento con NaOH-NALC (media de 54.608
ng). De acuerdo a este ultimo tratamiento, fue efectivo para la descontaminacion y
eliminacion de material genético no deseado, aunque esto no se refleja en una alta pureza
en la relacion 260/230, lo que indica que no es tan eficiente en eliminar carbohidratos y

polifenoles inhibidores.

En sintesis, en comparacion con el grupo sin tratamiento y el tratamiento con NaOH-
NALC, el tratamiento con saponina ofrece un equilibrio entre cantidad y pureza de ADN.
Mientras que el grupo sin tratamiento produce mayores cantidades de ADN, incluyendo

contaminantes, y el NaOH-NALC es altamente eficaz en descontaminar de manera mas
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robusta pero a expensas de una menor cantidad de ADN. Por lo que el tratamiento con
saponina logra una buena selectividad y reduccion de contaminantes, aunque con cierta
variabilidad en los resultados. Sin embargo, nos referimos a ADN total, no
especificamente de M. tuberculosis, por lo que se tiene que considerar los resultados de
los qPCRs especificos para TB antes de llegar a una conclusion de la eficiencia de estos

tratamientos.

8.1.5 Relacion entre ADN de MTB v ADN humano:

La relacion entre el ADN de MTB y el ADN humano es crucial para la precision del
secuenciamiento. En este caso, el objetivo principal es maximizar la cantidad de ADN
obtenido de TB en relacion a la cantidad total de ADN de manera que no haya tanto ruido
en el secuenciamiento correspondiente a otras bacterias o del propio huésped. Por lo tanto,
también se buscaba que la cantidad de ADN de H. sapiens idealmente sea menor en el

mejor tratamiento a comparacion de los otros.

Por un lado, si observamos la comparacion en el diagrama de caja y bigotes de humano
(Figura 7) se puede ver que el grupo de NaOH-NALC tiene un mayor Ct, en otras
palabras, menos ADN humano, a comparacion de saponina y sin tratamiento; y entre
estos dos no hay diferencias. Cabe resaltar que estas comparaciones son a nivel de
medianas, pero las cantidades que se colocaron para amplificar no fueron normalizadas
entre los grupos. En otras palabras, el rango de los nanogramos de ADN que se colocaron
para amplificar para el grupo de NaOH-NALC fue entre 0.5319 y 11.556, para saponina,
0.0052 y 159.3, y sin tratamiento, 1.6398 y 750,6. Por otro lado, cuando comparamos el
diagrama de caja y bigotes de TB, no hay diferencias entre los grupos (Figura 12). Por lo
tanto, s6lo se podria confirmar que sin importar la cantidad, todos los métodos obtuvieron
la misma cantidad de ADN de TB. En otras palabras, a pesar que NaOH-NALC haya
obtenido menor cantidad de ADN total, obtuvo una misma cantidad de ADN de TB que

los otros métodos y, por ello, un mayor porcentaje del ADN total correspondia a TB.
Adicionalmente, se realizaron correlaciones entre el ADN colocado en las

amplificaciones y los valores de Ct de humano (Fig. 9,10 y 11) y TB (Fig. 14, 15 y 16)

para cada tratamiento. En los graficos del método sin tratamiento no parece tener una
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relacion significativa con la cantidad de ADN afiadido en ninguno de los dos casos (ADN
humano o TB), lo que sugiere que no es el mejor método para extraer selectivamente
ADN de M. tuberculosis. En el grupo de saponina, los resultados de ADN humano tienen
una correlacion negativa y altamente significativa, lo que indica que mayores cantidades
de ADN extraido con este tratamiento estan asociadas con mayores cantidades de ADN
humano amplificado. Esto sugiere que este tratamiento extrae mas ADN humano, lo cual
es contraproducente para obtener mayor cantidad de ADN de TB en relacion al ADN
total. Sin embargo, para el ADN de TB, aunque la correlacidon es negativa, es mas débil
a la de NaOH-NALC. Por tultimo, en este ultimo grupo mencionado, los resultados del
ADN humano no tienen una correlacion significativa, lo que indica que este tratamiento
no extrae grandes cantidades de ADN humano, lo cual es deseable para el objetivo.
Ademas, para el ADN de TB, se observa una correlaciéon negativa moderada y

significativa, lo que implica que este tratamiento es efectivo para extraer ADN de MTB.

Es relevante destacar que, aunque el rango de ADN colocado en el PCR para el
tratamiento NALC-NaOH es el mas reducido en comparacion con los otros tratamientos,
aun asi ha demostrado tener las mejores correlaciones para TB. Esto sugiere que, en
futuros trabajos, seria importante considerar ampliar este rango de ADN colocado en el
PCR para explorar alin mas el potencial de este tratamiento en mejorar la relacion entre
ADN de MTB y ADN humano, optimizando asi la extraccion de ADN de interés.
Asimismo, los valores de calidad podrian ser mejorados mediante variaciones del
protocolo y posteriores purificaciones. Para proceder a la segunda parte de esta
investigacion se consider6 a NALC-NaOH como el tratamiento mas prometedor para
obtener mayor ADN de MTB, ya que no extrae cantidades significativas de ADN
humano, mientras que muestra una moderada y significativa correlacion con la cantidad

de ADN de TB afiadido.

8.1.6 Evaluacion de complejidad, costos vy recursos:

El tratamiento con saponina tiende a ser mas laborioso y costoso en comparacion con el
NaOH-NALC. Esto se debe a los multiples pasos de incubaciéon y centrifugacion
requeridos en el proceso de tratamiento con saponina, lo que aumenta tanto el tiempo

necesario para completar el procedimiento como el costo asociado con el uso de reactivos
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y consumibles adicionales. Por otro lado, el tratamiento con NaOH-NALC es
generalmente mas simple y rapido. Requiere menos manipulacion de la muestra y menos
pasos, lo que lo hace mas eficiente en términos de tiempo y recursos. Sin embargo, este
enfoque puede resultar en una menor cantidad de ADN total extraido en comparacién con

la saponina, pero se obtiene igual cantidad de TB. (14,16)

8.2 Comparacion de la eficacia de kits comerciales de extraccion de ADN:

En cuanto a la extraccion del ADN, los tipos de métodos presentan diferencias que se
reflejan en los resultados. Por ejemplo, el uso de calor combinado con ribolisis mecénica
(FastPrep-24) implica un tratamiento rapido y eficiente para muestras complejas,
aplicando calor a 95°C por 1 hora y utilizando centrifugacion a 16,000 x g. (17, 41) Sin
embargo, el FastPrep-24 puede romper el ADN afectando la integridad. En cambio, el
método de fenol-cloroformo emplea un tratamiento mdas laborioso, como la
centrifugacion y el uso de calor a 100°C, pero es altamente confiable para eliminar
inhibidores, lo que lo hace ideal para secuenciacion (50). También esta el uso de kits
especializados como el Ultra Deep Microprep DNA Kit o el DNA PrepMate-M, pero en
muchos casos, estos kits no estan disponibles en Perti. (33, 50) Asimismo, los kits de
Qiagen ofrecen un enfoque mas estandarizado y rapido (18, 52); sin embargo, el costo de
estos Kkits es considerablemente alto en comparacion con métodos mas tradicionales. Por
ultimo, los métodos enzimaticos como el uso de lisozima requieren digestiones

prolongadas, lo que, aunque garantiza alta pureza, puede alargar el proceso. (33, 34)

Existen estudios que comparan diferentes kits comerciales para extracr ADN de bacterias,
como el de L. Terranova et al, en donde comparan 5 kits comerciales: Roche High Pure
PCR Template Preparation Kit, Zymo Quick-DNA Universal Kit, MoBio PowerLyzer
PowerSoil DNA isolation kit, QIAGEN QIAmp Cador Pathogen Mini kit y
ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit. En este estudio se muestra que Roche y Zymo
Universal proporcionan una mayor profundidad de secuenciacion y ofrecen un
rendimiento de extracciéon de ADN significativamente superior. Asimismo, Zymobiomics
también es una opcién robusta con buen rendimiento de extraccion y adecuada
profundidad de secuenciacion. Por otro lado, QIAGEN y Mobio podrian ser menos

preferidos debido a sus menores rendimientos de ADN, aunque siguen siendo

44



competentes en términos de amplificacion y deteccion del gen 16S rRNA. (12) También
en Charalampous T. et al, mencionan a MagNA Pure Compact (Roche), MaxWell
(Promega) y QIAcube (QIAGEN) los cuales son ejemplos de sistemas automatizados que
ofrecen extraccion y purificacion rapida de ADN (27 min para 8 muestras en Compact,

36 min para 48 muestras en Maxwell y 90 min para 96 muestras en QIAcube). (35)

En comparacion con métodos no comerciales, los métodos manuales pueden variar
significativamente entre laboratorios y operadores, lo que puede introducir variabilidad
en la calidad del ADN extraido. Esto puede afectar negativamente la reproducibilidad de
los resultados de secuenciacion. Los métodos manuales y no comerciales a menudo
requieren una optimizacion extensa para cada tipo de muestra especifica. Esto puede ser
un proceso largo y complejo, que requiere experiencia técnica y recursos adicionales.
Ademas, los procedimientos manuales pueden ser mas propensos a la contaminacioén
cruzada y otros errores técnicos, lo que puede comprometer la integridad del ADN
extraido y los resultados de la secuenciacion. La eficiencia del proceso de extraccion de
ADN puede ser menor en métodos no comerciales, tanto en términos de cantidad como
de calidad del ADN recuperado, lo que puede resultar en una menor cobertura y calidad

de la secuenciacion. (27,32)

En la segunda parte de este trabajo se escogieron los kits comerciales de la marca Zymo
Research ya que ofrecen varias ventajas en comparacion con métodos no comerciales y
son menos costosos a comparacion de otras marcas. Los protocolos de cualquier kit
comercial pasan por rigurosos controles de calidad durante su fabricacion, lo que
garantiza una consistencia en el rendimiento y la pureza del ADN extraido. Esto es
importante para obtener resultados reproducibles y confiables en la secuenciacion.
Ademas, los fabricantes de kits comerciales han optimizado los protocolos para
maximizar el rendimiento y la pureza del ADN. Por lo tanto, suelen ser mas eficientes y
menos propensos a errores en comparacion con los métodos manuales, que pueden ser
mas variables y dependientes del operador. También, suelen tener protocolos mas rapidos
y menos laboriosos, lo que reduce el tiempo de preparacion y permite procesar mas

muestras en menos tiempo. (30,31)
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Se han escogido los kits Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep, Quick-DNA Miniprep
Plus y ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit, debido a que son altamente versatiles y
especificos para manejar muestras complejas. El primero, por ejemplo, esta disefiado
especificamente para la extraccion de ADN de hongos y bacterias, lo que lo hace ideal
para esputos que pueden contener una variedad de microorganismos. Esta capacidad para
manejar matrices complejas asegura una alta eficiencia en la extraccion de ADN de
patogenos relevantes en muestras de TB. El segundo ofrece una extraccion rapida y
eficiente de ADN de varios tipos de muestras, incluidas las dificiles como el esputo,
garantizando una recuperacion maxima del ADN, esencial para obtener resultados
precisos en secuenciacion. El tercero estd disefiado para extraer ADN de muestras
complejas y diversas, incluyendo microbiomas, lo cual es ideal para esputos con alta
carga microbiana, minimizando el sesgo de extraccion, esencial para estudios

metagenoémicos y de secuenciacion profunda. (23,24,25)

El ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit utiliza un método robusto de lisis celular que
incluye una incubacidon prolongada con una solucion de lisis y Proteinasa K a 65°C
durante 90 minutos, seguido de una ruptura mecanica intensiva mediante vortex a maxima
potencia por 40 minutos. Este proceso asegura una disgregacion completa de las
membranas celulares, facilitando la liberacion de ADN. La centrifugacion subsiguiente y
el uso de filtros Zymo-Spin™ aseguran una eliminacion eficaz de los residuos celulares.
La combinacion de tampones de lavado y elusion especificos mejora la pureza del ADN,
aunque la cantidad total de ADN obtenido puede ser menor debido a la rigurosidad del
proceso de purificacién, que minimiza la contaminacion con proteinas y otros residuos.

(23)

El Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit también emplea un método de lisis dual,
combinando una digestion enzimatica con Proteinasa K y una disrupcion mecéanica
mediante vortex. Sin embargo, el tiempo de incubacion y la composicion de los tampones
de lisis son diferentes, lo que podria afectar la eficiencia de la ruptura celular y la
liberacion de ADN. Este kit utiliza un paso de centrifugacion adicional para separar los
componentes celulares y varias etapas de lavado para purificar el ADN. La eficacia de la

eliminacion de contaminantes puede no ser tan alta como en el ZymoBIOMICS Kit, lo
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que podria explicar la mayor cantidad de ADN recuperado pero con una calidad

ligeramente inferior en términos de pureza. (24)

El Quick-DNA Miniprep Plus Kit sigue un protocolo simplificado que incluye una
digestion inicial con Proteinasa K a 55°C y un proceso de lisis quimica con un tampén
especifico. La ausencia de una ruptura mecdnica intensiva puede resultar en una
liberacion menos completa de ADN de células mas resistentes, lo que podria explicar las
menores cantidades de ADN extraido en comparacion con los otros kits. Sin embargo, el
proceso de purificacion de este kit incluye multiples pasos de lavado con tampones
especificos que mejoran la pureza del ADN, como se evidencia en los resultados de las
mediciones de 260/230 y 260/280. Esto sugiere que, aunque la cantidad de ADN es
menor, la calidad del ADN es suficientemente alta para aplicaciones que requieren alta

pureza. (25)

Los tres kits comerciales escogidos estan disefiados para proporcionar ADN de alta
pureza y calidad, libre de contaminantes que puedan inhibir las reacciones de PCR y
secuenciacion. La pureza del ADN es fundamental para asegurar la precision y
reproducibilidad de los anélisis posteriores, especialmente en estudios de secuenciacion
donde las impurezas pueden afectar significativamente la calidad de los datos. También
la facilidad de uso y los protocolos eficientes de estos kits son factores importantes.
Asimismo, son compatibles con diversas plataformas de secuenciacion, asegurando que
el ADN extraido sea adecuado para aplicaciones avanzadas como la secuenciacion de
proxima generacion (NGS). (23,24) Ademads, a menudo incluyen componentes y
reactivos que mejoran la seguridad del manejo de muestras infecciosas, reduciendo el
riesgo de exposicion a patdogenos y mejorando la seguridad del laboratorio. (30,31)
Finalmente, Zymo Research es una compaiiia reconocida por sus productos de alta
calidad y soporte técnico excelente, aparte de la disponibilidad de los kits y los costos
asociados con su adquisicion a través de distribuidores locales o internacionales,

asegurando un suministro continuo y un soporte adecuado. (25,36)
Los resultados de las extracciones de ADN por los tres kits comerciales proporcionan una

evaluacion comparativa de estos kits comerciales, considerando tanto la cantidad como

la calidad del ADN extraido, medidos en términos de concentracion de ADN y relaciones
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de pureza (260/280 y 260/230), de muestras de esputo de pacientes con tuberculosis con
el fin de evaluar la pureza. Cada muestra fue tratada con NaOH-NALC y procesada segiin

los protocolos y reactivos de cada kit.

8.2.1 Cantidad de ADN extraido:

Los resultados de las cantidades de ADN extraido vario significativamente entre los kits
utilizados. El Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit mostré la mayor cantidad
promedio de ADN con una media de 91.19 ng, seguido del Quick-DNA Miniprep Plus
Kit con una media de 77.87 ng. La amplia gama de valores obtenidos (desde un minimo
de 10.35 ng hasta un maximo de 1602 ng y de 1.64 ng hasta 59.85 ng respectivamente)
sugiere que estos kits son capaces de manejar tanto muestras con bajo contenido de ADN
como aquellas con alto contenido. EI ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit obtuvo la
menor cantidad promedio con una media de 50.06 ng. Segun la prueba de Kruskal-Wallis
y comparaciones pareadas indicaron que habia diferencias significativas Uinicamente
entre el ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit y el Quick-DNA Miniprep Plus Kit (p =
0.031). Estos resultados sugieren que, en términos de cantidad de ADN, el Quick-DNA
Fungal/Bacterial Miniprep Kit es mas eficiente, aunque la diferencia no es significativa

respecto al Quick-DNA Miniprep Plus Kit.

La combinacion de incubacion a 65°C con Proteinasa K y la homogeneizacion mediante
vortex a maxima potencia del Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit asegura una
ruptura efectiva de células fingicas y bacterianas robustas. Asimismo, la formulacion de
los tampones y el disefio de las columnas de purificacion parecen ser eficaces para
capturar y eluir grandes cantidades de ADN. En el caso de Quick-DNA Miniprep Plus
Kit, la incubacion a 55°C con Proteinasa K, sin un paso de lisis mecanica intensiva, podria
ser suficiente para muestras con células muy resistentes. Aunque el procedimiento es mas
rapido y sencillo, esto puede resultar en una menor eficiencia en la recuperacion de ADN
de muestras complejas, pero no ha sido significativo a comparacion del anterior kit. En
relacion al ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit, a pesar de tener un procedimiento
intensivo de lisis, los tampones y condiciones utilizados pueden estar optimizados para

una mayor pureza del ADN mads que para la cantidad. (23,24,25)
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Es crucial reconocer que las muestras de esputo pueden variar significativamente en su
contenido de ADN debido a factores como la carga bacteriana inicial, la presencia de
contaminantes y la calidad del esputo. Estas diferencias intrinsecas pueden afectar los
resultados de extraccion de ADN, lo que significa que cierta variabilidad es esperable y
aceptable. Los kits deben ser evaluados no solo por la cantidad de ADN extraido, sino
también por su capacidad para manejar eficazmente estas diferencias intrinsecas en las

muestras.

8.2.2 Calidad del ADN extraido:

La calidad del ADN extraido fue evaluada mediante los relaciones de pureza 260/280 y
260/230. El primero varia entre 1.8-2.0 e indica una buena pureza de ADN, mientras que
el segundo, cuando los valores estan entre 2.0-2.2, sugiere ausencia de contaminantes
organicos. (20) Estas medidas pueden variar significativamente entre los diferentes kits

de extraccion debido a las diferencias en sus métodos de lisis, purificacion y elucion.

Por un lado, la relacion 260/230 el Quick-DNA Miniprep Plus Kit present6 los mejores
relaciones de pureza, seguido por el ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit y el Quick-DNA
Fungal/Bacterial Miniprep Kit. Por otro lado, para la relacion 260/280, los resultados
indican que el ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit produce una calidad de ADN
significativamente mas alta en comparacion con los otros dos kits y entre estos no se
encontrd diferencias significativas. Sin embargo, los rangos del primero superan el valor
de 2.2, lo que puede ser debido a la presencia de contaminacion con ARN o cambios en
el pH y fuerza idnica: soluciones 4cidas pueden subestiman en 0.2-0.3 y las soluciones
basicas sobreexpresan en 0.2-0.3. (20) Mientras que para los otros dos kits, la media esta
alrededor de 1.8, lo que sugiere que la mayor parte del ADN extraido es de alta pureza,

con poca contaminacion por proteinas.

El Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit esta disefiado especificamente para hongos
y bacterias, proporcionando una buena eficiencia de lisis y purificacion para estos tipos
de células, lo que ha demostrado un 260/280 aceptable, con niveles bajos de
contaminacion proteica. Sin embargo, tiene una baja relacion 260/230, lo que indica la

presencia de contaminantes como carbohidratos o polifenoles, lo cual puede interferir en

49



aplicaciones posteriores especialmente en secuenciacion. El Quick-DNA Miniprep Plus
Kit es adecuado para una amplia gama de muestras, incluyendo tejidos y fluidos
corporales y ha demostrado una relacion 260/280 razonablemente buena. Y aunque su
relacion 260/230 ha sido baja (media de 0.4623 ng), ha sido la mayor entre los tres kits
comerciales. Por ultimo, el ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit, ademas de su baja
relacion 260/230 que afecta la calidad general del ADN, tiene valores 260/280 altos lo
que sugieren ADN libre de contaminantes proteicos, pero puede indicar contaminacioén

con ARN.

8.2.3 Evaluacion de costos y recursos:

Todos los kits mencionados tienen un tiempo de procesamiento similar, lo que los hace
comparables en términos de eficiencia temporal, asimismo requieren equipo estandar de
laboratorio, incluyendo centrifugas y pipetas. Si comparamos en relacion al costo descrito
en la seccion XII sobre el Presupuesto, el ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit tiene el
precio mas alto por muestra (S/. 28.52), seguido por el Quick-DNA Fungal/Bacterial
Miniprep (S/. 18.64) y el Quick-DNA Miniprep Plus Kit (S/.13.50). Por lo tanto, si
consideramos el costo por muestra, el tiempo de procesamiento y los requisitos de equipo,
asi como la calidad y cantidad de ADN que se necesita obtener, este ultimo kit comercial

es la opcion mas rentable y eficiente.

8.3 Implicaciones para la Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS):

En términos de cantidad de ADN obtenido, los tres kits comerciales evaluados ofrecen
diferentes resultados. El Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit mostr6 una media
de 91.19 ng, con un rango que varia desde 10.35 ng hasta 1602 ng, lo que sugiere que en
la mayoria de los casos, la cantidad de ADN es suficiente para NGS, donde generalmente
se requiere un minimo de 50-100 ng de ADN. EI Quick-DNA Miniprep Plus Kit presentd
una media de 77.87 ng, con un rango de 1.638 ng a 739.5 ng, lo que también podria ser
adecuado para NGS en la mayoria de los casos. El ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit,
aunque tuvo la menor cantidad de ADN extraido con una media de 50.06 ng, por lo que
no cumple con los requisitos minimos de NGS en la mayoria de las muestras evaluadas.

(39)
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La calidad del ADN es otro factor critico, evaluado a través de las relaciones 260/230 y
260/280. Los valores 260/230 para los tres kits indicaron la presencia de contaminantes
como carbohidratos y polifenoles, con medias de 0.1223, 0.4623 y 0.1497 para los kits
Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep, Quick-DNA Miniprep Plus y ZymoBIOMICS
DNA Miniprep, respectivamente. Estos valores estan por debajo del rango ideal (2.0-2.2),
sugiriendo la presencia de contaminantes. Pero se podrian mejorar estos valores
empleando algunos pasos adicionales de purificacién con beads o por columnas, aunque
esto reduciria la cantidad de ADN obtenido. Por otro lado, en términos de la relacién
260/280, que indica la presencia de proteinas y RNA, todos los kits mostraron resultados
dentro o cerca del rango ideal (1.8-2.0), con el ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit

mostrando una media de 2.685, lo que sugiere una mayor pureza del ADN extraido. (20)

La relacion de ADN bacteriano y humano es crucial para obtener datos de secuenciacion
precisos y libres de ruido. En estudios preliminares, como se menciona en Charalampous,
las muestras tratadas con NaOH-NALC y saponina mostraron diferentes niveles de
pureza y cantidad de ADN bacteriano, afectando la relacion de ADN humano a
bacteriano. Es esencial asegurarse de que el ADN extraido tenga una proporcioén adecuada

de ADN bacteriano para minimizar el ruido en los datos de secuenciacion. (35)

Para asegurar que las muestras extraidas cumplen con los requisitos para NGS y que la
relacion de ADN bacteriano a humano es adecuada, seria recomendable realizar estudios
de validacion adicionales, donde se incluya la secuenciacion de algunas muestras para
evaluar la calidad de las lecturas, la cobertura y la proporcioén de lecturas asignadas a
ADN bacteriano versus humano. Ademas, se debe utilizar herramientas bioinformaticas
para evaluar la calidad de las secuencias, identificar contaminantes y asegurar que la
mayoria de las lecturas sean del ADN objetivo (bacteriano). Comparar los resultados de
secuenciacion entre los diferentes kits ayudard a determinar cuél proporciona la mejor

relacion calidad-cantidad para NGS.
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8.4 Limitaciones v futuras direcciones:

Una limitacion significativa relacionada con el tamafio de muestra radica en la capacidad
de generalizar los resultados y sacar conclusiones representativas de la poblacion
objetivo. Con un tamafio de muestra pequefio, existe el riesgo de que las muestras no sean
completamente representativas de la diversidad genética y clinica dentro de la poblacion
de pacientes con tuberculosis. Esto puede afectar la validez externa de los resultados y
limitar la aplicabilidad de los hallazgos a una poblacién més amplia. Asimismo, puede
aumentar la variabilidad en los resultados, lo que dificulta la deteccion de diferencias
significativas entre grupos o condiciones. Esto puede conducir a conclusiones erroneas o

a la falta de deteccion de asociaciones importantes entre variables.

La variabilidad intrinseca en las muestras de esputo, como la carga bacteriana y la
presencia de contaminantes, puede influir significativamente en los resultados de la
extraccion de ADN. Esta variabilidad afecta la reproducibilidad y comparabilidad de los
resultados entre diferentes kits y tratamientos, lo cual es crucial para asegurar la calidad
y fiabilidad de los analisis genéticos posteriores. En este contexto, la carga bacteriana
puede variar considerablemente entre muestras, afectando la cantidad de ADN extraido.
De igual forma, la presencia de contaminantes, como proteinas, células epiteliales y otros
materiales organicos, puede interferir con la pureza del ADN y su capacidad para ser
secuenciado correctamente. Para minimizar la variabilidad, la estandarizacion de las
condiciones de tratamiento y procesamiento es fundamental. Ademas, la implementacioén
de controles de calidad internos y la realizacion de pruebas de validacion periddicas

pueden ayudar a identificar y corregir cualquier desviacion en el procedimiento.

La descontaminacion efectiva de las muestras de esputo es critica para garantizar la
pureza del ADN extraido, lo que a su vez influye en la calidad y fiabilidad de los
resultados obtenidos en analisis moleculares. Los agentes mucoliticos, como la
dithiothreitol (DTT) o la N-acetilcisteina (NAC), pueden ayudar a disolver las
mucosidades presentes en las muestras de esputo, facilitando asi la liberacion del ADN
atrapado en ellas. Asimismo, los detergentes suaves, como el lauril sulfato de sodio (SDS)
o el Tween 20, disuelven las membranas celulares y desnaturalizan proteinas, facilitando

asi la liberacion del ADN. (43) En futuras investigaciones, seria beneficioso explorar la
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combinacidn de tratamientos de descontaminacion para mejorar alin mas la calidad del
ADN extraido. Se deben realizar pruebas exhaustivas para determinar coOmo estos
tratamientos afectan la cantidad de ADN recuperado y su integridad, asi como para
identificar posibles fuentes de contaminacion que puedan afectar los resultados de los

analisis moleculares.

Un aspecto crucial para mejorar en la cantidad y calidad del ADN extraido es la
optimizacion de los protocolos de lisis. Diferentes combinaciones de agentes liticos,
tiempos de incubacién y condiciones de procesamiento pueden ser evaluadas para
maximizar la ruptura celular sin degradar el ADN. Por ejemplo, el uso de agentes
enzimdticos especificos junto con disrupciéon mecanica controlada puede mejorar la
eficiencia de la lisis bacteriana, liberando mas ADN sin aumentar la cantidad de
contaminantes. (40) También, se podria evaluar la temperatura y el tiempo de incubacion
para la actividad de las enzimas y la ruptura de las membranas celulares, lo que afecta la
liberacion y recuperacion del ADN, como hicieron en Dippenaar et al. (8) Esto debido a
que una temperatura mas alta y un tiempo de incubacién més prolongado pueden
aumentar la eficiencia de la lisis celular y la liberacién de ADN, pero también pueden
aumentar el riesgo de degradacion del ADN debido a la actividad de nucleasas. Por
ultimo, la utilizacién de técnicas avanzadas de filtracion y centrifugacion en gradientes
de densidad puede mejorar la separacion y purificacion del ADN bacteriano como

realizan en Mesman AW et al. (42)

Aunque se evaluaron tres kits comerciales, existen otros métodos de extraccion de ADN
que podrian ser investigados en el futuro. Como por ejemplo la extraccién enzimatica, la
combinacion de batido de perlas con extraccion enzimatica y sintesis quimica con
bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) que menciona Amaro et al. (31) O también la
comparacion de extracciones con fenol-cloroformo, alcohol al 70%, Chelex
100 + Nonidet P-40  (NP-40), Chelex 100, Chelex 100+ 70%Alcohol,
cloroformo + CTAB(N- Bromuro de cetil-N,N,Ntrimetilamonio) de Almeida. (32) Estos
difieren de los kits comerciales en varios aspectos, incluyendo los reactivos utilizados,
los procedimientos especificos de extraccion y las condiciones de procesamiento. Aunque
estos métodos tradicionales requieren mas tiempo y mayor riesgo de contaminacion,

pueden ser eficaces para la extraccion de ADN. Sin embargo, deben pasar por un proceso
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de estandarizacion de procedimiento, calidad de reactivos, concentraciones, tiempo,

validacion y repetibilidad.

La mejora en las técnicas de purificacion post-extraccion o los métodos de
enriquecimiento de ADN bacteriano son esenciales para garantizar la calidad y la pureza
del ADN obtenido. Entre los métodos de purificacion post-extraccion mas utilizados se
encuentran los kits comerciales, las columnas de filtracion, las perlas magnéticas, resinas
de intercambio i6nico o geles. También existen métodos de purificacion de ADN mas
tradicionales que involucran cloroformo, fenol (pH 7,9), cloroformo-isoamilalcohol y
fenol-cloroformo-isoamilalcohol (pH 7,9), reductores 2-hidroxiquinolina, p-
mercaptoetanol y TCEP como menciona Lever et al. (45) Estos pasos son importantes
para la deteccion de cepas resistentes a multiples farmacos, donde la precision es crucial
para el tratamiento adecuado. Aunque puedan ser costosos inicialmente, a largo plazo
optimizan el uso de recursos al reducir la necesidad de repeticiéon de pruebas debido a
muestras de baja calidad o resultados inconclusos y puede acelerar el tiempo de respuesta

en diagnosticos clinicos, mejorando asi la gestion de pacientes.

La incorporacion de nuevas tecnologias en el campo de la extraccion y purificacion de
ADN ofrece una oportunidad significativa para mejorar el protocolo de manipulacion de
muestras complejas como el esputo de pacientes con tuberculosis. Por un lado, los
dispositivos microfluidicos y automatizados mejoran significativamente la extraccion de
ADN al permitir una manipulaciéon precisa de pequefias muestras y minimizar la
contaminacion cruzada, lo que es crucial para obtener ADN de alta calidad de muestras
de esputo. Estos sistemas garantizan la reproducibilidad y consistencia de los resultados
al estandarizar el proceso de extraccion, vital para aplicaciones clinicas y de
investigacion. (46) Por otro lado, los dispositivos automatizados aumentan la capacidad
del laboratorio y reducen el tiempo de procesamiento al permitir la programacion de
protocolos personalizados para diferentes tipos de muestras, maximizando la

recuperacion de ADN bacteriano y minimizando contaminantes. (47)
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8.5 Relevancia del estudio de M. tuberculosis de muestras clinicas:

La TB, particularmente en sus formas resistentes a los medicamentos, continta siendo un
desafio considerable para la salud publica a nivel global. La rapida y precisa
identificacion de MTB, asi como su resistencia, es crucial no solo para administrar
tratamientos adecuados, sino también para prevenir la propagacion de la enfermedad y
mejorar los resultados clinicos de los pacientes afectados. Los métodos de extraccion de
ADN y tratamiento son determinantes en este proceso, ya que impactan directamente en
la cantidad y calidad del ADN extraido, lo cual puede influir en la eficiencia de los

estudios posteriores sobre la bacteria.

En resumen, esta investigacion destaca la importancia de seleccionar el kit de extraccion
y el tratamiento de descontaminacion adecuados para optimizar la cantidad y calidad del
ADN de MTB extraido de muestras de esputo. Los resultados sugieren que el
ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit, en combinacion con el tratamiento con NaOH-
NALC, proporciona los mejores resultados en relacion a la obtencion de ADN de MTB.
Estos hallazgos son cruciales para mejorar la precision y fiabilidad del secuenciamiento
de nueva generacion, contribuyendo asi a un diagndstico mas efectivo y a la gestion de la

tuberculosis.
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IX. Conclusiones:

FASE 1: Comparacion de métodos de descontaminacién (NALC-NaOH vs Saponina)

- El tratamiento con NaOH-NALC resulté en una menor cantidad total de ADN y
una calidad inferior en comparacion con los otros tratamientos; sin embargo,
demostrd ser mas efectivo para obtener ADN especifico de Mycobacterium
tuberculosis (MTB), lo que resalta su eficacia en la extraccion selectiva del ADN
bacteriano.

- En cuanto al ADN humano, el método con Saponina mostr6 mayores cantidades
y mejor calidad, mientras que NaOH-NALC redujo significativamente la cantidad
de ADN humano presente en las muestras, lo que puede favorecer la deteccion
especifica de MTB al disminuir el ADN hospedero que podria interferir en la
amplificacion.

- La baciloscopia se correlaciona de forma inversa con los valores de Ct: a mayor
numero de cruces, mayor es la carga de Mycobacterium tuberculosis en la
muestra, reflejada en valores de Ct mas bajos. Especificamente, las muestras con
3 cruces mostraron la mayor cantidad de MTB, seguidas por las de 2 cruces y
luego las de 1 cruz. Esta tendencia tiene implicaciones clave para estudios
moleculares, ya que las muestras con 2 o mas cruces ofrecen mayor cantidad de
ADN de MTB, haciéndolas mas adecuadas para su extraccion y posterior
secuenciacion.

- Si el objetivo principal es extraer ADN especifico de MTB, el método NaOH-
NALC es el mas adecuado, ya que permite un enriquecimiento significativo del
ADN bacteriano y reduce la contaminacion con ADN humano. Esto es
fundamental para analisis especificos de MTB, aunque la cantidad obtenida puede
ser insuficiente para secuenciacion directa con kits comerciales estandar que
requieren alrededor de 100 ng de ADN vy relaciones de pureza 260/280 < 1.8 y
260/230 < 2. Para superar esta limitacion, se recomienda combinar la extraccion
con NaOH-NALC con métodos de amplificacion especificos como PCR para
aumentar la cantidad de ADN MTB, o utilizar kits de preparacion de librerias que

funcionan con bajos inputs de ADN, ademdas de considerar estrategias de
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enriquecimiento adicionales para mejorar la proporcion y cantidad de ADN

bacteriano.

FASE 2: Comparacion de kits comerciales de extraccion de ADN

- Tanto el Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep Kit (Kit 1) como el Quick-DNA
Miniprep Plus Kit (Kit 2) proporcionaron cantidades similares de ADN, pero el
Kit 2 mostr6é mejor rendimiento en términos de pureza, especialmente al presentar
la mejor relacion 260/230, lo que sugiere menor contaminacidn con inhibidores.
Aunque el ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Kit 3) mostro la relacion 260/280
mas alta, estos valores excedieron los rangos tipicos de ADN puro, lo que puede
indicar contaminacion con ARN. En conjunto, el Kit 2 se perfila como la mejor
opcion cuando se busca un balance entre rendimiento y calidad, especialmente

para aplicaciones sensibles que requieren ADN libre de inhibidores.

- Los datos de baciloscopia de las muestras y la cantidad de ADN extraido no

mostraron relaciones significativas en la mayoria de los casos.
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Anexos:

1. Cébdigo del calculo del tamafio muestral en R studio:

library (samplesizeCMH)

# Parametros

k<-3 # Numero de grupos (kits)
alpha <- 0.05 # Nivel de significancia
power <- 0.90 # Potencia deseada

effect size <- 0.25 # Tamano del efecto esperado (delta)

# Calcular tamafio muestral para Kruskal-Wallis
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result <- samplesize.KruskalWallis(k = k, alpha = alpha, power = power, d = effect_size)

print(result)

> result =29

2. Protocolo de ZymoBIOMICS™ DNA Miniprep Kit:

1. Add sample to a ZR BashingBead™ Lysis Tubes (0.1 & 0.5 mm).
Add 750 pl ZymoBIOMICS™ Lysis Solution to the tube and cap
tightly.

Note: For samples stored and lysed in DNA/RNA Shield™ Lysis Tubes, do
not add ZymoBIOMICS™ Lysis Solution and proceed to Step 2.

Sample Type _____ Maximuminput |

Feces 200 mg
Soil 250 myg
Liguid Samples' and Swab Collections? 250 pl

50-100 mg (wet weight)
(10? bacterial and 10° yeast cells)
Samples in DNA/RNA Shield™ 2 =1ml

Cells (isotonic buffer, e.g. PBS)

2. Secure in a bead beater fitted with a 2 ml tube holder assembly and
process using optimized beat beating conditions (speed and time) for
your device (see Appendix D).

Optional Stopping Point: Following Step 2 is the best stopping point if breaking
up the work is needed. Samples can be stored post-lysis for several hours at room
temperature, or frozen at — 80 °C for long term storage.

3. Centrifuge the ZR BashingBead™ Lysis Tubes (0.1 & 0.5 mm) in a
microcentrifuge at = 10,000 x g for 1 minute.

4. Transfer up to 400 pl supernatant to the Zymo-Spin™ llI-F Filter in a

Collection Tube and centrifuge at 8,000 x g for 1 minute. Discard the
Zymo-Spin™ [lI-F Filter.

Add 1,200 pl of ZymoBIOMICS™ DNA Binding Buffer to the filtrate

in the Collection Tube from Step 4. Mix well.

Transfer 800 pl of the mixture from Step 5 to a Zymo-Spin™ I[ICR
Column in a Collection Tube and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

Discard the flow through from the Collection Tube and repeat Step 6.

Add 400 pl ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 1 to the Zymo-
Spin™ ICR Column in a new Collection Tube and centrifuge at 10,000

x g for 1 minute. Discard the flow-through.

for 1 minute. Discard the flow-through.

Add 700 pl ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 2 to the Zymo-
Spin™ [ICR Column in a Collection Tube and centrifuge at 10,000 x g
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10. Add 200 pl ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer 2 to the Zymo-
Spin™ [ICR Column in a Collection Tube and centrifuge at 10,000 x g
for 1 minute.

11. Transfer the Zymo-Spin™ [ICR Column to a clean 1.5 mi
microcentrifuge tube and add 100 pl (50 pl  minimum)
ZymoBIOMICS™ DNase/RNase Free Water directly to the column
matrix and incubate for 1 minute. Centrifuge at 10,000 x g for 1 minute
to elute the DNAS-6.

12. Place a Zymo-Spin™ [lI-HRC Filter in a new Collection Tube and add
600 pl ZymoBIOMICS™ HRC Prep Solution. Centrifuge at 8,000 x g
for 3 minutes.

13. Transfer the eluted DNA (Step 11) to a prepared Zymo-Spin™ IlI-HRC
Filter in a clean 1.5 ml microcentrifuge tube and centrifuge at exactly
16,000 x g for 3 minutes.

The filtered DNA is now suitable for PCR and other downstream
applications.

' For water samples, filter using desired filter (not provided). Cut the filter into small pieces and place into ZR
BashingBead™ Lysis Tubes (0.1 & 0.5 mm).

# Swabs can also be cut or broken, then placed directly in bead beating tube. For more information on processing
swab samples, see Appendix B.

*Up to 1 ml of sample in DNA/RNA Shield can be processed directly in ZR BashingBead™ Lysis Tube. Adjust
final volume to 1 mil with ZymoBIOMICS™ Lysis Solution or DNA/RNA Shield, if necessary.

* For optimal lysis efficiency and unbiased profiling all bead beater devices beyond those validated by Zymo
Research should be calibrated using the ZymoBIOMICS™ Microbial Community Standard. See Appendix C.

* In some cases a brown-colored pellet may form at the bottom of the tube after centrifugation. Avoid this pellet
when collecting the eluted DMA.
 If fungi or bacterial cultures were processed; the DNA is now suitable for all downstream applications.

3. Protocolo de Quick-DNA™ Fungal/Bacterial Miniprep Kit:

For optimal performance, add beta-mercaptoethanol (user supplied)
to the Genomic Lysis Buffer to a final dilution of 0.5 %(v/v) i.e., 500
dl per 100 mi.

1. Add 50 — 100 mg (wet weight) fungal or bacterial cells’ that have been
resuspended in up to 200 ul of water or isotonic buffer (e.g., PBS) to
a ZR BashingBead™ Lysis Tube (0.1 mm & 0.5 mm). Add 750 pl
BashingBead ™ Buffer to the tube®.

2. Secure in a bead beater fitted with a 2 ml tube holder assembly and
process at maximum speed for = 5 minutes.

Note: Required processing time will vary depending on the device and application and
therefore shouwld be evaluated on a case by case basis.

For example, processing times may be as little as 3 minutes when using high-speed cell
disrupters (e.g., the portable Terralyzer™ Sample Processor, FastPrep® -24, or
similar) or as long as 20 minutes when using lower speeds (e.g.. Disruptor Genie™, or
standard benchtop vortexes). See manufacturer's literature for operating information.

3. Centrifuge the ZR BashingBead™ Lysis Tube (0.1 & 0.5 mm) in a
microcentrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

4. Transfer up to 400 pl supernatant to a Zymo-Spin™ IlI-F Filter in a
Collection Tube and centrifuge at 8,000 x g for 1 minute.

5. Add 1,200 pl of Genomic Lysis Buffer to the filtrate in the Collection Tube
from Step 4.

6. Transfer 800 pl of the mixture from Step 5 to a Zymo-Spin™ IICR Column?®
in a Collection Tube and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute.



7. Discard the flow through from the Collection Tube and repeat Step 6.

8. Add 200 yl DNA Pre-Wash Buffer to the Zymo-Spin™ IICR Column in a
new Collection Tube and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

9. Add 500 pl g-DNA Wash Buffer to the Zymo-Spin™ IICR Column and
centrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

Far example, processing times may be as little as 3 minutes when using high-speed cell
disrupters (e.g., the portable Terralyzer™ Sample Processor, FastPrep® -24, or
similar) or as long as 20 minutes when using lower speeds (e.g., Disruptor Genie™, or
standard benchtop vortexes). See manufacturer’s literature for operating information.

3. Centrifuge the ZR BashingBead™ Lysis Tube (0.1 & 0.5 mm) in a
microcentrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

4. Transfer up to 400 pl supernatant to a Zymo-Spin™ llI-F Filter in a
Collection Tube and centrifuge at 8,000 x g for 1 minute.

5. Add 1,200 pl of Genomic Lysis Buffer to the filtrate in the Collection Tube
from Step 4.

6. Transfer 800 pl of the mixture from Step 5 to a Zymo-Spin™ IICR Column?®
in a Collection Tube and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

7. Discard the flow through from the Collection Tube and repeat Step 6.

8. Add 200 pl DNA Pre-Wash Buffer to the Zymo-Spin™ IICR Column in a
new Collection Tube and centrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

9. Add 500 pl g-DNA Wash Buffer to the Zymo-Spin™ |ICR Column and

centrifuge at 10,000 x g for 1 minute.

10. Transfer the Zymo-Spin™ IICR Column to a clean 1.5 ml
microcentrifuge tube and add 100 pl (35 pl minimum) DNA Elution
Buffer directly to the column matrix. Centrifuge at 10,000 x g for 30
seconds to elute the DNA.

Ultra-pure DNA is now ready for use in your experiments.

4. Protocolo de Quick-DNA Miniprep Plus Kit:

Reagent Preparation

v Add 1,040 pl Proteinase K Storage Buffer to each Proteinase K (20 mg)
tube prior to use. The final concentration of Proteinase K is ~20 mg/ml. Store
at -20°C after mixing.

Sample Processing

Resuspend cultured cell or E. coli pellets using DNA Elution Buffer or an isotonic
buffer (e.g. PBS). For < 1 x 10° cells, resuspend in 100 wl: For 1-5 x 10° cells,
resuspend in 200 pl.



Biological Fluids & Cells

Solid Tissues

1.
200 pl BioFluid & Cell Buffer (Red)
20 ul Proteinase K

For inputs < 200 pl, proportionally
decrease BioFluid & Cell Buffer
(Red), and Proteinase K.

2. Mix thoroughly or vortex 10-15

Add up to 200 pl' sample to a
microcentrifuge tube and add:

seconds and then incubate the
tube at 55°C for 10 minutes23.

Add 1 volume Genomic Binding
Buffer to the digested sample. Mix
thoroughly or vortex 10-15
seconds.

1. Totissue samples (=25 mg)in
a microcentrifuge tube, add a
solution of:

95 ul Water
95 ul Solid Tissue Buffer (Blue)
10 pl Proteinase K

2. Mix thoroughly or vortex 10-15
seconds and then incubate
the tube at 55°C for 1-3 hours
or until tissue solubilizes?.
Mix thoroughly before
proceeding?.

3. Add 2 volumes Genomic
Binding Buffer to the
supernatant. Mix thoroughly

Example: Add 105 ul Genomic
Binding Buffer to the 105 pl digested
sample.

or vortex 10-15 seconds.

Example: Add 400 pyl Genomic
Binding Buffer to the 200 upl
mixture.

4. Transfer the mixture to a Zymo-Spin™ IIC-XLR Column in a

Collection Tube. Centrifuge at = 12,000 x g for 1 minute®. Discard the
flow through and collection tube.

'If using < 50 pl sample, increase the volume to 50 pl using DNA Elution Buffer or an isotonic buffer (e.g. PES)
before continuing.

Z0vemnight digestions are possible without affecting the integrity of the DMA.

* To remove inscluble debris, centrifuge at = 12,000 x g for 1 minute. Transfer aqueous supernatant to a clean
microcentrifuge tube. Avoid transferring the lipid layer and pelleted cellular debris.

*If the lysate is still visible on top of the matrix, centrifuge for another minute or until completely cleared.

5. Add 400 pl DNA Pre-Wash Buffer to the spin column in a new

Collection Tube. Centrifuge at = 12,000 x g for 1 minute. Empty the
Collection Tube.

Add 700 pl g-DNA Wash Buffer to the spin column. Centrifuge at =
12,000 x g for 1 minute. Empty the Collection Tube.

Add 200 pl g-DNA Wash Buffer to the spin column. Centrifuge at =
12,000 x g for 1 minute. Discard the Collection Tube with the flow
through.

Transfer the spin column to a clean microcentrifuge tube. Add = 50 pl
DNA Elution Buffer or water! directly on the matrix. Incubate for 5
minutes at room temperature, then centrifuge at maximum speed for
1 minute to elute the DNAZ2. The eluted DNA can be used immediately
for molecular based applications or stored < -20°C for future use.

5. Manual de Normas de Bioseguridad
https://docs.google.com/document/d/1EWZ-

yz4xXyUtCHLEODxpN4_aByTWO9{Pb/edit?usp=sharing&ouid=108390043474136130

530&rtpof=true&sd=true

6. Trabajo en el Laboratorio de Mycobacterium

https://docs.google.com/document/d/1 AIkDBdOcspgQuedAw?2ib8 AotagSFOug/edit?us

p=sharing&ouid=108390043474136130530&rtpof=true&sd=true
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7. Resultados de la primera fase: Comparacion de los tratamientos con NaOH-NALC y saponina

Sin tratamiento

Tratamiento con saponina

Tratamiento con NaOH-NALC

Cantidad |Ct del target | Ct del target Cantidad (ng) |Ct del target | Ct del target Cantidad |Ct del target | Ct del target
Muest |Cruc| Ratio Ratio |Cantidad |(ng) colocada | RNAsa (H. |RV2626¢c (M. | Ratio Ratio |Cantidad | colocadaen | RNAsa(H. |RV2626¢c (M. | Ratio Ratiec |Cantidad |[(ng) colocada | RNAsa (H. |RV2626¢c (M.
N° | ras es | 280/260 | 230/260 (ng) enlos PCRs sapiens) tuberculosis) | 280/260 | 230/260 (ng) los PCRs sapiens) fuberculosis) | 280/260 | 230/260 (ng) en los PCRs sapiens) tuberculosis)
1 |4575 | 1 1.81 09 6930 4158 20,106 26,855 1,85 0,89 976.5 5859 20,629 22,237 1,52 039 42,615 25569 24908 22,64
2 | 4575 1 1.8 1,00 4008 240 48 25421 9,791 1,88 1,77 906 59.76 21,173 22,085 1,62 036 38.745 23247 24,20 21,881
3 | 4695 | - 1.84 1,12 5190 3114 23,983 22,41 1,21 0,57 822 04932 21,834 25,804 1,69 045 51,075 3.0645 24,507 25408
4 | 4695 | - 1.84 0.62 4830 289.8 19,765 24,906 1,72 0,28 975 58.5 22,025 20,836 13 032 5625 3.375 229041 20335
5 | 5646 | 1 1,86 1,13 4980 208.8 21,012 28,257 1,88 0,14 1287 7722 21,151 24,113 1.67 0.11 6163 3,699 2441 25357
6 | 5669 | 2 1.87 0.33 906 34.36 19,852 24,285 1,81 0,32 4059 24,354 22,794 25,203 1.61 054 4635 2,781 23088 25,02
7 (3542 | 1 1.84 0.85 12510 750.6 21,05 30,307 1,83 17 2655 1503 20,953 18,312 1.74 0.74 192.6 11,556 22328 19312
8 | 3915 1 1.8 0,57 133 8 8028 17,002 22,080 1,85 1.97 1083 118,98 17.808 25143 1.44 0.07 2106 13176 20365 20038
9 [3030 | 3 1.84 0.66 3021 181,26 35,451 30,422 1,87 0.26 1488 8028 21,423 21,327 1.63 0.38 8145 4,887 24475 20,259
10 | 3030 | 3 18 0.55 4377 26262 20,424 26,032 1,92 145 892.5 5355 26,211 22,074 142 031 8055 5373 25084 20423
11 | 4735 | 2 1,82 0,57 4461 267,66 20,802 21,995 1,87 1,89 1797 107,82 21,472 21,088 1,52 0.13 72 432 25,663 21964
12 [ 4735 | 2 1,79 0.16 1671 100.26 Undetermined | Undetermined 1.64 0.36 600 36 28.336 24,327 1,75 0.14 59,625 3.5775 26.805 24 587
13 [ 4735 | 2 1,82 0.38 2577 154,62 22,508 25,23 1,89 1.55 1122 6732 27,582 23,055 1.82 0.04 69.75 4,185 26,53 24221
14 | 3011 | 2 1,93 0.19 4227 25,362 22,046 23,447 1,96 19 186.9 11214 23,301 25,125 1.24 0.24 15,795 09477 27008 25,175
15 | 4736 | 2 1.85 0.65 2226 13356 22,709 30,693 1.56 1,48 1416 8406 21,866 28,420 1,71 031 2916 1,7496 30,508 30,898
16 | 3956 | 1 145 0.04 1947 11.682 Undetermined 33,023 1,81 0,57 13,32 0.7992 Undetermined 37.345 1.69 0.04 11,115 0.6669 Undetermined 37436
17 | 3956 | 1 1,66 0,04 166.8 10,008 20,625 30,332 2,35 0,03 79,95 4,797 Undetermined 2848 1,38 029 24,795 14877 Undetermined 35937
18 | 4771 1 1.81 1.06 3415 3249 24,752 30.35 1.85 1.23 212.1 12,726 23485 75233 1.66 0,63 15,57 0.9342 27889 32272
19 | 4771 1 1.81 0.47 5040 302.4 20,025 28,003 18 0.36 262.2 15,732 23,196 25,687 1,75 0.03 1656 09936 26256 26.902
20 | 4771 1 1,82 14 5340 3204 23,116 31,76 1,87 13 4134 24,804 21,538 23,758 1.24 0.11 8,865 0,5319 25887 27,88
21 | 4783 | 3 1,82 0.96 7785 467.1 24,769 19,791 L9 1,33 2343 140,58 20,845 21,367 1.52 053 84,375 50625 23372 20,094
22 | 5105 | 2 1,85 0.62 1674 100 44 20,703 25,771 1.84 0,89 8355 50,13 21,867 26,735 1.54 0.34 90,9 5.454 24685 27,25
23 | 4218 | 2 1,82 0.26 2256 13536 25,54 22,801 19 0,12 1425 83,5 21,771 26.87 1.55 0.02 90,675 54405 28,06 26,827
24 | 4218 | 2 1.81 0.72 3861 231.66 20919 27,602 1.89 1.42 1530 91.8 21,379 27,989 14 051 1017 6.102 31024 Undetenmined
25 | 4580 | 1 1.84 0.27 1116 66,96 27,105 26,128 1,77 0,55 0.086 0.00516 31,883 26,553 144 0.02 2781 1,6686 22171 22,729
26 | 4580 1 1,84 0.37 2082 17,892 22,977 23,021 18 1,13 35,73 21438 28,375 2476 1,08 0,02 27,765 1,6659 26.704 23,03
27 | 4241 3 1,85 02 1953 117,18 38,274 Undetermined 1.69 0.68 386.7 23,202 23,602 22,069 1,52 0,52 7065 4,239 24,541 21.279
28 | 2780 | 3 1.14 0.04 2733 1.6398 23,220 28271 1,88 0,89 105.9 6,354 27,098 23,557 14 0,56 3384 20304 25596 243
20 | 2780 | 3 1,84 0.37 2847 170,82 24,73 26,228 1,88 0,28 3978 23,868 26,634 30,754 1.54 039 3983 3,591 28,86 27,21
30 2780 | 3 1.79 0.53 2517 151,02 23,137 Undetermined 1.83 1,12 206.4 17,784 23,869 20,67 1.52 028 9405 5.643 24,761 21,899
31 (2780 | 3 1,75 0.72 5340 3204 22,605 2553 1,85 1.33 2853 17,118 26.74 18,519 14 0.11 34,11 2.0466 231928 20,548
32 | 4902 1 1,84 0,64 2631 157 86 20,373 22,536 1,81 1.7 2400 140,04 26,731 19,636 1.56 031 26,235 1,5741 24547 21,776

71




8. Resultados de la segunda fase: Comparaciones de kits de extraccion de ADN comerciales

Quick-DNA Fungal/Bacterial Miniprep kit

Quick-DNA Miniprep Plus kit

ZymoBIOMOCS DNA Miniprep Kit

N° | Muestras Cruces Cantidad (ng) |Ratio 260/280 |Ratio 260/230 | Cantidad (ng) |Ratio 260/280 |Ratio 260/230 | Cantidad (ng) |Ratio 260/280 |Ratio 260/230
1 13401 2 141,9 2,45 0,02 498 1,7 0,83 T1.55 2,56 0,42
2 13349 3 39,6 1.88 0,6 49.05 1,61 0,18 13,29 241 0,38
3 13458 2 84 2,34 0,11 57,6 1,55 0,66 40,59 2,15 0,29
4 13419 1 68,25 3.33 0,07 13,23 1,18 0,04 37,62 2,07 0,16
5 13356 | Pausibacilar 71,7 1,97 0,05 4722 1,95 0,02 22,26 1.5 0,29
6 135011 1 184,5 1,86 0,28 72,15 1,6 0,65 4491 1,48 0,01
7 13347 3 53,25 133 0,06 32,67 1,83 0,04 5753 1,88 0,15
8 13400 1 1602 1,89 042 739.5 1,88 0,72 618 2,01 0,94
9 135041 1 85,95 1,74 0,13 37,65 1,64 0,23 55,5 1,38 0,23
10 | 13355 |Pausibacilar 81.6 1,68 0.43 62,1 1,59 0,5 84.45 1,95 0,36
11 15031 1 42,795 | B 0,03 33975 2,38 0,22 40,455 1,67 0,23
12 15039 2, 90,09 1,82 0,05 99.45 1,29 0,19 1503 1,89 0,26
13 | 15152 1 25,155 4,6 0,01 75,6 2,3 0,19 52,2 2,01 0,06
14 15049 3 376,65 2,04 0,04 39,69 27 0,25 75,825 232 0,18
15| 15144 1 16.83 1.75 0,02 7.11 2,85 0,25 70,425 1,95 0,19
16 15157 1 37,035 2,24 0,02 19,71 2,84 0,21 21,825 46 0,11
17 15029 1 42 48 2.41 0,02 39,735 1,09 0,12 41,175 2,58 0,13
18 | 15085 1 28.44 2,29 0,02 8,055 3,55 0,21 16,6725 1.79 0,21
19 15101 2 85,05 2,15 0,02 472.5 1,9 0,38 322,65 1,94 0,16
20 | 15160 1 31.68 2.09 0,01 51,75 1,41 0,14 28,395 2,07 0,06
21 1847 1 13.23 1,58 0,08 3,0825 1,68 0,61 9.9 1,75 0,03
22 6801 1 12:735 1,66 0,23 42,525 1,82 0,89 10,26 1,92 0,04
23 1870 1 11,835 1,54 0,18| 119,925 1.8 1,35 9,45 3.29 0,04

24 | 4575 1 11,85 1.69 0,36 12,3975 1,71 0,59 9,81 35 0,06

23 4497 1 12.39 1,67 0,16 1,638 2,07 0,73 5,4765 2,01 0,12

26 | 4773 2 16.68 L5 0,12 79.65 1,88 0,96 9.9 275 0,04

.7 4695 Pausibacilar 11,31 213 0,01 25,245 1,68 0,99 10,215 3,03 0,04

28 | 4118 3 25,155 2,14 0,03] 293,175 1.8 1,38 10,17 3.51 0,03

29 3956 1 25,83 1,23 0,02 17,235 1,41 0,44 1,0215 2,28 0,05
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30 4735 2 21,24 1,59 0,05 40,32 1,67 034 1,1115 4,77 0,06
31 4736 2 17,235 2,01 0,03 2943 1,55 033 1,1115 4,01 0.05
32| 16850 3 81,45 1.41 0.1 1,6695 1,07 0.1 1,0485 10,46 0.05
33 | 16857 2 14,715 14 0,03 13,545 1,04 022 1,062 9228 0.05
34 4783 3 11,7 1,38 0.6 29,43 1,47 0,57 1,0935 3.47 0,07
35 4771 1 12,285 1,65 0,03 9,765 1,54 0,05 1,062 11,37 0.05
36 3911 2 11.745 1.25 0,14 15,075 1.48 0,06 1,125 3.93 0.06
37 5030 3 10,35 1,35 0.07| 20,2275 1,28 026 1,071 429 0.05
38 3915 1 10,35 1,23 0,06 7,56 1,47 0,66 0,8685 2,59 0,07
39 3542 1 35,325 1,23 0.06 266.4 1,77 1.47 1.0935 2,51 0.06
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