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RESUMEN

La deteccion de secuencias especificas de acidos nucleicos (AN) empleando PCR revolucioné las ciencias
biolégicas y médicas. La PCR en tiempo real (qPCR) incorporé la posibilidad de obtener resultados cuantitativos.
Una etapa decisiva previa a la qPCR es la extracciéon de AN, en la que se pueden producir tanto la remocién como
la extraccion conjunta de sustancias inhibidoras de la reaccién enzimatica, lo que afectara la eficiencia de
amplificacion. En el presente trabajo se realizé una comparacién entre los kits de extraccion comerciales Qiagen,
Invitrogen y Macherey-Nagel, utilizados para extraer ADN de Trypanosoma cruzi de sangre murina artificialmente
infectada y ARN de PP7, bacteriéfago de Pseudomonas aeruginosa, sembrado en matrices acuosas, en presencia
o ausencia de inhibidores. La eficiencia de recuperacion de AN en muestras sin inhibidores fue similar para los
tres kits de extraccion. El kit de Invitrogen fue el Unico que no se vio afectado por la presencia de inhibidores en
las muestras.
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ABSTRACT

Comparison of nucleic acid extraction efficiency using different commercial kits and qPCR. Effect of
inhibitors. The detection of specific nucleic acid (NA) sequences by PCR has revolutionized the biological and
medical sciences. Real-time PCR (qPCR) opened up the possibility of obtaining quantitative results. NA extraction
is a decisive step prior to gPCR since it may produce either the removal or co-extraction of inhibitory substances
of the enzymatic reaction, which in turn affects the amplification efficiency. In the present work we compared the
commercial NA extraction kits from Qiagen, Invitrogen and Macherey-Nagel, which were used to extract DNA
from mice blood artificially infected with Trypanosoma cruziand PP7 RNA, Pseudomonas aeruginosa bacteriophage,
in spiked aqueous matrices. NA recovery efficiency in samples without inhibitors was similar for the three
extraction kits. However, the Invitrogen kit was the only one that remained unaffected in the presence of inhibitors
in the samples.
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La deteccion de secuencias especificas de acidos
nucleicos (AN) empleando la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) revolucion6 diversos campos
de las ciencias bioldgicas y médicas. La PCR en
tiempo real (QPCR) abrié nuevas perspectivas
basadas en la posibilidad de generar resultados
cuantitativos (2), por ejemplo, para estimar la cantidad
de organismos patdégenos en muestras clinicas (1,
13) y ambientales (9). La concentracion de la se-
cuencia blanco se determina por la acumulacion de

fluorescencia a medida que ocurre la amplificacion.
El ciclo de amplificacién en el que la cantidad de
fluorescencia acumulada supera el umbral establecido
se conoce como ciclo umbral (Ct, del inglés threshold
cycle). La cuantificacidon absoluta requiere de una
curva estandar que relacione el logaritmo de la
concentracion de AN de un patrén conocido y sus
diluciones con los Ct resultantes de la gPCR (2). La
concentracion de muestras incégnitas se obtiene
interpolando sus valores de Ct en la curva estandar.
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La pendiente de la curva estandar se relaciona con
la eficiencia de amplificacion (E,, ) segun la siguiente
ecuacion:

Eamp = (1 0 -1/pendiente)_1 [1]

Los errores en el disefio de la reaccion (insuficiencia
de reactivos, temperaturas de hibridacion o amplifi-
cacion no optimas), una actividad reducida de la
polimerasa o la presencia de inhibidores purificados
conjuntamente con los AN pueden alterar la eficiencia
(10). Es entonces importante utilizar un control interno
cuya amplificacion indica una correcta extraccion de
AN y ausencia de inhibicion de la polimerasa (7).

Cada tipo de muestra plantea una problematica
diferente. En el caso de muestras ambientales o de
aguas de consumo, la cantidad de algunos micro-
organismos (virus y parasitos) es generalmente
pequena y se necesita una etapa de concentracion
para lograr un limite de deteccién aceptable en un
ensayo diagndstico, lo que también incrementa la
concentracion de inhibidores de la gPCR (3, 6). En
muestras de sangre, por ejemplo, el tiocianato de
guanidina, agente anticoagulante y conservante, es
un componente del buffer de extraccion y a la vez un
inhibidor de la qPCR, que puede quedar en el eluato
final de extraccion de ADN (1). Como consecuencia
de los problemas originados por los inhibidores, la
extraccion de AN es importante en la qPCR porque
debe garantizar una alta eficiencia de recuperacion y
ademas reducir la concentracion de inhibidores
remanentes.

El objetivo del presente trabajo fue comparar la
eficiencia de extracciéon de AN de diferentes kits
comerciales empleando qPCR. Se evalu¢ la cantidad
de AN recuperados y la eficiencia de amplificacién
en presencia de inhibidores en muestras de agua y
de sangre entera, empleando kits de extraccion de
las firmas comerciales de Qiagen (Q), Invitrogen (l)
y Macherey-Nagel (MN). Las reacciones de qPCR
se realizaron por duplicado en un termociclador
GeneAmp®5700 Sequence Detection System
(Applied Biosystems).

Como modelo de agua limpia sin inhibidores se
utilizé buffer fosfato (PBS), y como modelo de agua
ambiental, con inhibidores, una soluciéon de acido
tanico (1 g/l, Sigma-Aldrich) en PBS. La concentracién
de taninos seleccionada esta dentro del rango
correspondiente a una muestra de agua de efluentes
de curtiembre, por ejemplo, luego de un proceso de
concentracion para la deteccion de patégenos, lo que
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a la vez incrementa la cantidad de inhibidores. El
bacteriéfago PP7 (ARN de simple cadena), huésped
de Pseudomonas aeruginosa, se empleé como
organismo viral modelo y fue sembrado en ambas
matrices acuosas hasta alcanzar concentraciones
finales de 10" UFP/mI (alta concentracion, AC) y 107
UFP/ml (baja concentracion, BC). La extraccién de
AN de todas las muestras se realiz6 con los siguientes
kits: QlAamp® Viral RNA Mini kit (Qiagen), PureLink™
Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen) y NucleoSpin®
RNA Virus (Macherey-Nagel), segun las instrucciones
de cada manual. Las reacciones de retrotranscripcion
(RT) y de amplificaciéon (qPCR) se realizaron por
separado; la RT con el kit SuperScript™ Il First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) y la gPCR
segun Rajal et al. (8).

La sangre fue extraida por puncion cardiaca de un
raton sano, mezclada con un volumen doble de buffer
con tiocianato de guanidina (quanidine hydrochloride
6M, Sigma, y EDTA 200 mM, pH 8,0), e incubada a
temperatura ambiente durante 24 h. Luego se le agregé
una alicuota de un cultivo axénico de Trypanosoma
cruzi cepa Tulahuén, a una concentracion final de 10°
parasitos/ml. Esta solucion se hirviéd durante 10 min
para evitar coagulos y liberar el ADN de todas las
células. La extraccion de ADN se realizé con los
mismos kits comerciales empleados para las mues-
tras de agua, con excepcion del QlAamp® Viral RNA
Mini Kit que fue reemplazado por el QlAamp® DNA
Mini Kit (Qiagen) especifico para ensayos con sangre.
La muestra de sangre no fue diluida en el buffer de
extraccion comercial para evitar un exceso de tiocianato
de guanidina porque fue recolectada en un buffer con
este inhibidor, de modo que se incubd directamente
a 56 °C siguiendo el protocolo del kit. La qPCR se
realiz6 con SYBR® Green (qPCR SuperMix,
Invitrogen) en concentracion final 1X, 500 nM de cada
cebador Sat (1) y 5 pl de ADN en un volumen final de
25 pl. Para las diluciones menores de 1 parasito/ml,
la concentraciéon se consideré como “equivalentes
de parasitos” porque el fragmento se encuentra en
un numero aproximado de 3 x 10* copias por parasito
de la cepa utilizada. Las condiciones de amplificacién
fueron 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C y 40 repeticiones
de 15sa95°Cy 1 min a 63 °C. Al finalizar la gPCR
se realizé el protocolo de disociacién para verificar la
ausencia de productos de amplificacion inespecificos.
Se construyeron curvas estandares empleando
diluciones sucesivas 1/10 a partir del ADN extraido
con cada Kkit.

Se evalud el comportamiento de los kits de
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extraccion analizando la eficiencia de amplificacion
de la gPCR en presencia o ausencia de inhibidores y
la cantidad relativa de copias gendémicas recuperadas.
Los valores de Ct para las muestras y sus diluciones
se representaron en funcion del logaritmo de la
concentracion de la secuencia blanco. Aquellos puntos
que se ajustaron a un comportamiento lineal
corresponden a reacciones sin inhibicién y se
emplearon para el calculo de la eficiencia de ampli-
ficacion, segun la ecuacién [1]. En cambio, los puntos
no alineados son aquellos cuya amplificacion sufrio
inhibicion. Para las curvas estandares con puntos no
alineados se determind el factor de dilucién (FD)
correspondiente a la dilucién necesaria para superar
la inhibicién. Ej: si se necesita realizar una dilucion
1/10 para entrar en la zona de linealidad, FD = 10,
mientras que en una muestra no diluida FD = 1. La
cantidad relativa de copias gendmicas recuperadas
entre dos kits de extraccion (Ay B) (CR,,,) se calculd
segun la siguiente férmula:

[2]
ya o pA o
A fex It A A A
G View FD (+EL)
_ iex irt
C1RA/B - VB VB ot
B Ufex U fat B B B 4
0’ VB ' VB 'VPCR FD 'Q+Eamp)
iex irt

donde C, (UFP/1000 pl o N.° parasitos/1000 pl) es la
concentracion inicial de organismos, V (ul) es el
volumen, E__~es la eficiencia de amplificacion, Ct
es el ciclo en el cual la fluorescencia atraviesa la
linea umbral y FD es el factor de dilucién. Los
subindices i y f corresponden a inicial y final,
respectivamente; ex corresponde a extraccion, rt a
la reaccion de RT y PCR a la reaccién de
amplificacion.

La Figura 1 muestra los valores promedio de las
amplificaciones y rectas de regresion obtenidas al
estudiar el efecto de los diferentes kits de extraccion
de AN en las matrices PBS (Figura 1A) y sangre
(Figura 1B).

Cuando la matriz acuosa fue PBS sin taninos (Sl),
los tres kits presentaron comportamientos similares
en la eficiencia de amplificacién (Figura 1A), indicados
por la pendiente, la interseccién y el coeficiente de
regresion (Tabla 1). En general, el kit de Invitrogen fue
mas eficiente que los otros en la recuperacién de
copias gendmicas, pero en el caso de AC de PP7, el
equipo de Qiagen mostré mayor rendimiento (Tabla 2).
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En presencia de inhibidores (Cl), la eficiencia de
amplificacion de AN obtenidos con el kit de Invitrogen
no fue afectada, independientemente de la concen-
tracion de templado (Tabla 1). En cambio, la reaccién
de RT-gPCR fue inhibida total o parcialmente cuando
se emplearon los kits Macherey-Nagel y Qiagen en
presencia de tanino, y no fue posible cuantificar las
copias gendémicas recuperadas (no detectados, ND,
Tabla 1).

Para la matriz de sangre, la curva estandar de AN
extraidos con el kit de Invitrogen fue lineal en toda
su extension, pero con los kits Qiagen y Macherey-
Nagel se observé falta de linealidad y alteraciones
en la eficiencia de amplificacion en los primeros
puntos, recuperadas en la primera dilucién (FD = 10,
Figura 1B). Si bien esta estrategia de realizar
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Figura 1. Curvas estandares para las dos matrices estudiadas:
(A) PBS con (Cl) y sin (SI) inhibidores para alta (AC) y baja
(BC) concentracion de PP7; y (B) sangre entera infectada
artificialmente con T. cruzi. Se emplearon los kits de Qiagen
(Q), Invitrogen (I) y Macherey-Nagel (MN) para la extraccion
de &cidos nucleicos.
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Tabla 1. Parametros descriptivos de las rectas de regresion para las condiciones analizadas: PBS
con baja (BC) y alta (AC) concentracion de PP7, en ausencia (Sl) y presencia (Cl) de inhibidores
(taninos) de la qPCR, y sangre infectada artificialmente con T. cruzi

Muestra Parametro Invitrogen Qiagen Macherey-Nagel
Pendiente -3,453 ND® ND®
Eficiencia 94,8 % ND™ ND®
AC, CI
Interseccion 49,834 NDM ND®
Rz 0,9996 ND® ND®
Pendiente -3,437 -3,451 -3,447
Eficiencia 95,4 % 94,8 95 %
AC, SI
Interseccién 50,009 49,047 50,760
Rz 0,9996 0,9995 0,9995
PBS
Pendiente -3.441 ND™ ND®
Eficiencia 95,3 % ND® ND®
BC, ClI
Interseccién 50,340 ND® ND®
Rz 0,9985 ND® ND®
Pendiente -3,457 -3,447 -3,456
Eficiencia 947 % 95 % 94,7 %
BC, Sl
Interseccion 48,451 48,745 51,826
Rz 0,998 0,9995 0,9997
Sangre Pendiente -3,37 -3,35 -3,45
Eficiencia 98 % 98,8 % 94,8 %
Interseccion 32,508 32,212 31,215
Rz 0,9988 0,9962 0,9982

(ND: no detectado

Tabla 2. Recuperacion relativa entre los métodos de extraccion empleados (calculada
segun la ecuacién [2]): Qiagen (Q), Invitrogen (I) y Macherey-Nagel (MN) para alta (AC)
y baja concentracion (BC) de PP7 en PBS sin inhibidores y para sangre artificialmente

infectada con T. cruzi

] Muestras
Kits
PBS, AC PBS, BC Sangre
1/Q 0,46 1,34 2,18
I/MN 1,5 9,59 472
Q/MN 3,26 7,18 2,17
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diluciones sucesivas permite cuantificar salvando el
inconveniente de la presencia de inhibidores, solo
es posible cuando la concentracion de la secuencia
blanco es suficientemente elevada, pues podria
llegarse a una situacion en la que por la dilucién se
pierda completamente la sefal y la amplificacién no
sea posible.

Entre las sustancias inhibidoras de la PCR en
muestras de agua se encuentran los iones de hierro y
calcio, los acidos humicos (10) y los taninos, cuyos
grupos fendlicos libres se oxidan para formar quinonas
que inactivan la polimerasa de ADN (4). Algunos
inhibidores en muestras de tejido y sangre son el grupo
hemo, la heparina, los anticuerpos, los lipidos (5, 7) y
el tiocianato de guanidina. Como en cualquier reaccion
enzimatica, la magnitud del impacto dependera del
tipo de inhibidor y de su concentraciéon. En qPCR, un
resultado positivo confirma la presencia de la
secuencia blanco, aunque la cuantificacion solo sera
precisa si la amplificacion no estuvo afectada por
inhibicidon. Una reaccion positiva sometida a inhibicion
parcial resultaria en un Ct que subestime la cantidad
de la secuencia blanco. Un resultado negativo puede
deberse a la ausencia de la secuencia blanco, pero
también a la inhibicién total de la amplificacién (falso
negativo), que puede ser subsanada mediante
diluciones sucesivas. Asi se recupera la sefal y se
puede realizar la deteccion en una region libre de
inhibiciones, lo que permite la cuantificacion correcta.
Finalmente, para monitorear los distintos pasos del
ensayo y validar un resultado negativo es
recomendable emplear controles internos cuya
amplificacién sea independiente de la secuencia
blanco (1, 7).

Un factor importante en las reacciones de PCR
es el método de extraccion de AN, porque los
inhibidores de las polimerasas de ADN pueden ser
extraidos conjuntamente y la calidad y cantidad de
la secuencia blanco condicionan los siguientes
pasos. En los escenarios evaluados, el kit de
Invitrogen condujo a los mismos resultados indepen-
dientemente de la presencia o ausencia de
inhibidores, en relacién con los otros kits. De acuerdo
a los resultados obtenidos, es posible que hayan
quedado trazas de taninos junto a los AN, lo que
pudo inhibir significativamente la RT-gPCR. Lo mismo
se observd en sangre, aunque el kit de Invitrogen
era especifico para extraccion de AN virales a partir
de muestras de agua y no de sangre. La inhibicion
en la qPCR fue superada realizando diluciones
sucesivas de AN.
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Estas diferencias entre los kits pueden deberse a
una combinacién de varios factores, como el tipo de
muestra, la naturaleza de las columnas de silica gel
y de los buffers de lisis y lavado, aunque la compo-
sicion de los ultimos son secretos comerciales.

Es interesante resaltar que cuando las concen-
traciones virales sembradas fueron menores, con el
kit de Invitrogen se recuperaron mayores cantidades
relativas de copias gendmicas. Sera importante
entonces evaluar el comportamiento del método de
extraccion que se empleara para cada caso cuando
se pretendan analizar muestras por qPCR.
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