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Identificacion molecular de bacterias causales de sepsis neonatal
mediante la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

M en C. Héctor Flores-Herrera,* Dr. Rolando Maida-Claros,** Dra. Haydeé Solis-Herrera.*** Dr. Eucario
lllescas-Medrano,*** Dr. en C. Francisco Javier Zavala-Diaz de la Serna****

RESUMEN

La sepsis neonatal es un problema mundial de salud publica que afecta a los recién nacidos. Ocurre en ocho de cada 1,000 nacimientos;
sin embargo, el riesgo de morbilidad y mortalidad neonatal es el 50 % de los casos. La sepsis neonatal se expresa por signos y sintomas
de un proceso infeccioso y se confirma por un hemocultivo que revela diversas bacterias patégenas. En la poblacion de recién nacidos
hay dos tipos clinicos de sepsis neonatal: Una con signos y sintomas de infeccidn pero con hemocultivo negativo. Otro en el que no hay
sintomas de sepsis pero cuyas manifestaciones se desarrollan dias después. Para ambos tipos hay dificultad para dar un tratamiento
apropiado en las unidades de cuidados intensivos del recién nacido. El 15 % de los nacimientos a nivel mundial con sospecha clinica
y subclinica de sepsis, han recibido diferentes esquemas antimicrobianos sin que se haya identificado al agente causal de la infeccién.
Recientemente se han utilizado metodologias moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR polimerase chain reaction)
que ha permitido identificar las bacterias responsables de la sepsis neonatal, cuando el hemocultivo fue negativo. El objetivo de esta
revision, es exponer el fundamente basico de la PCR en combinacién con la electroforesis en gradientes desnaturalizantes para DNA
(DGGE denaturing gradient gel eletrophoresis) lo que permite identificar comunidades bacterianas complejas en un sélo paso. Asimismo,
se mostrara el valor de estos recursos como herramienta de diagndstico clinico en casos con sospecha de sepsis neonatal.

Palabras clave: Sepsis neonatal, hemocultivo, reaccién en cadena de la polimerasa, unidad ribosomal, electroforesis en gradientes de
desnaturalizacién.

ABSTRACT

Neonatal sepsis is a worldwide public health problem in many newborns. Its incidence is estimated at 8 of 1000 alive births; however the
risk of morbility and mortality reaches 50 %. Neonatal sepsis presents with signs and symptoms of infections; its diagnosis is confirmed by
blood culture. It may be present in one of two forms: In one group there are no signs or symptoms initially; they appear several days later
which hinders and/or delays medical treatment. In another group there are signs and symptoms, while blood cultures are negative. It is
estimated that 15% of all newborns with neonatal sepsis are treated with a variety of broad-spectrum antibiotics even without identification
of a causal agent. Recently, molecular technigues such as the polymerase chain reaction (PCR) and the sequencing by identification of
bacteriae associated with the neonatal sepsis. The main goal of this review is to present the basis of the PCR in combination with the
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) and the sequencing in cases suspected of the sepsis neonatal.

Key words: Neonatal sepsis, blood culture, polymerase chain reaction, subunit ribosomal, denaturing gradient gel electroforesis.

a sepsis neonatal, es una patologia infrecuente
de recién nacidos. Su prevalencia a nivel mun-
dial se ha estimado menor al 1.0 % del total
de los nacimientos. Sin embargo, los riesgos
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de sepsis neonatal oscila entre 2 y 8 %. ? En el Instituto
Nacional de Perinatologia “Espinosa de los Reyes” (IN-
PerlER), la prevalecia de la sepsis neonatal en los ultimos
cinco afios se ha estimado en 2.3 % del total de los naci-
mientos *. El INPer]ER es un centro de salud de III nivel
especializado en el cuidado materno-fetal con atencion a
toda la poblacion del pais y cuenta con unidades para el
cuidado intensivo neonatal (UCIN) e intermedio del recién
nacido (UCIREN).

Las manifestaciones clinicas de la sepsis son diversas
y con frecuencia inespecificas. Las mas frecuentes son
sintomas digestivos: rechazo a las tomas, vomitos, diarrea,
distensién abdominal, hepatomegalia, ictericia; sintomas
respiratorios: quejidos, respiracidn irregular, taquipnea,
cianosis, fases de apnea; signos neurologicos: (apatia o
irritabilidad, hipotonia o hipertonia, temblores o convul-
siones, fontanela tensa; signos cardiocirculatorios: palidez,
pulso débil, relleno capilar lento, distermia y alteraciones
metabolicas.

En algunos casos estas manifestaciones pueden si-
mular diversas condiciones transitorias en el periodo de
adaptacion neonatal, lo que dificulta la identificacion de
una infeccién; mas aan, en estos casos el tratamiento se
complica. Hasta el 15 % de los recién nacidos han reci-
bido tratamiento con antimicrobianos de amplio espectro
sin que se haya obtenido un hemocultivo positivo con el
agente causal de la infeccion.

La sepsis neonatal, puede causar septicemia, meningi-
tis, neumonta, infecciones del sistema nerviosos central y
de las vias urinarias. +*® A nivel mundial, se ha sefialado
que las bacterias mas comtnmente aisladas son Strepto-
coccus agalactiae (streptococo B-hemolitico del grupo B;
SGB), Escherichia coli, Enterococcus sp., Staphylococcus
aureus, S. epidermis, Ureaplasma urealyticum y Listeria
monocytogenes '°, El neonato puede adquirir la infeccion
por la via nosocomial como via vertical (infeccién de la
madre durante el embarazo en la que las bacterias ascien-
den hasta alcanzar al producto).

La sepsis nosocomial es producida por microorganis-
mos del entorno hospitalario, sobre todo en las unidades
de cuidados intensivos neonatales. La colonizacién al
neonato ocurre por contacto con el personal médico, con
familiar o a partir de material contaminado utilizado en
procedimientos invasivos de diagndstico y de tratamiento.
La sintomatologia aparece 72 horas después de la hospi-
talizacién. La tasa de mortalidad oscila entre 10 y 15%;

los aislamientos de bacterias Gramm-negativas (Pseudo-
monas spp.), bacterias Gram-positivos (Staphilococcus
epidermis, S. aureus) y hongos (Candida spp.) son los
mas frecuentes. >

La sepsis vertical es la principal via de infeccidn, se
debe a bacterias patdgenas localizadas en el canal cérvi-
covaginal materno que infectan al producto por dos rutas.
La primera, ascendente, cuando las bacterias colonizan las
membranas fetales y activan la respuesta proinflamatoria
(IL-1PB, IL-8, TNFo) y enzimatica (metaloproteasas de
matiz extracelular; MMP-2, MMP-9). Este proceso bio-
quimico estd encaminado en combatir la infeccidén pero
compromete la organizacién y estructura de las membranas
fetales, lo que causa diversas patologias obstétricas, como
la coriamnioitis y la ruptura prematura de las membranas
fetales.

Si las bacterias vulneran la respuesta inmunoldgica,
invaden el liquido amnidtico y entran en contacto con el
producto produciendo una infeccién fetal. 212

Lasegunda via por la cual las bacterias llegan e infectan
al producto, es al momento del nacimiento a través del
canal cervicovaginal. * La prematurez al nacimiento (<
37 semanas) y el bajo peso al nacer (<2500 gramos) son
factores de riesgo predisponentes de la sepsis del recién
nacido. Estas circunstancias deben inducir al personal
médico especializado a realizar intervenciones que ataquen
la causa de la infeccion. !!?

La sintomatologia de la sepsis vertical se inicia en
las primeras 72 horas de vida. La tasa de mortalidad
alcanza el 30%. Las bacterias comunmente aislados son
Gram-positivos (Streptococcus agalactiae, Enterococcus
Jfaecalis, Listeria monocytogenes) y Gram-negativos
(Escherichia coli y Klebsiella) y otras bacterias como
Ureplasma urealyticum.

EL HEMOCULTIVO COMO PRUEBA DE DIAGNOSTICO
DE LA SEPSIS NEONATAL

Las bacterias causantes de la infeccidn, se identifican
mediante el hemocultivo que es el estandar de oro, que
permite ademds determinar la susceptibilidad bacteriana
a los antibidticos. Se requieren dos condiciones para el
desarrollo y crecimiento de las bacterias. La primera, estd
relacionada con la calidad propia del inéculo, es decir, que
las bacterias sean viables para que se desarrollen in Vitro;
también se requiere que la muestra contenga la cantidad
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minima necesaria de bacterias o unidades formadoras de
colonias (UFC) para que se pueda observar el crecimiento
en los tiempos estimados para cada bacteria. Se ha determi-
nado que se requieren de aproximadamente 10° UFC para
que sean detectadas mediante el cultivo bacteriologico. '*!4
La segunda condicion, se refiere a los requerimientos dife-
renciales del medio de cultivo (nutrientes esenciales y pH
Optimo) asi como de las caracteristicas de la incubacién:
temperatura, presion de CO,, las cuales estan desarrolladas
y dirigidas especificamente para el crecimiento diferencial
de cada bacteria.

Del total de las muestras analizadas se ha estimado que
aproximadamente el 40% desarrollan crecimiento de las
bacterias de interés y otro porcentaje (25%) dan resultados
falsos negativos; es decir, que aunque estén presenten las
bacterias no se observa su crecimiento. Esta baja sensibi-
lidad y especificidad, se relaciona con el poco volumen (<
1 mL) de sangre, que se puede extraer al recién nacido y
se ha estimado un contenido aproximado de 10 UFC/mL
de bacterias. '>'* Una limitante adicional del hemocultivo
es que tarda hasta cuatro dias para obtener el resultado
del laboratorio y no logra analizar el contenido total de
las bacterias que pudieran ser de interés para identificar
la etiologia de la enfermedad. '*'*

Por estas razones se requieren metodologias que per-
mitan analisis rapidos, precisos y de alta sensibilidad que
ayuden a los neonatdlogos y al cuerpo médico responsable,
lograr una evaluacién oportuna y un mejor tratamiento de
casos clinicos y subclinicos de sepsis neonatal. La reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) y otras herramientas de
biologia molecular estan siendo aplicadas en la clinica para
la deteccion de enfermedades infecciosas. ' '8

EL METODO MOLECULAR PARA EL DIAGNOSTICO
DE LA SEPSIS NEONATAL

La amplificacion de segmentos definidos del acido nucleico
(DNA) mediante la PCR, que empezo en la investigacion
bésica, pero cuya aplicacion se ha incorporado en los
laboratorios de microbiologia clinica y de la salud en los
que se han logrado importantes avances para identificar la
etiologia de diversos procesos infecciosos. 73

El primer paso consiste en la extraccién del DNA por
medios fisicos: agitacion y variaciones de temperatura y
quimicos: fenol/cloroformo, detergente de guanidina. El
DNA obtenido se cuantifica mediante su relacion a dos

longitudes de absorbancia las cuales son de 260 (DNA)
dividido entre la absorbancia a 280 (proteina). La mejor
pureza del DNA es cuando se obtiene una relaciéon de 1.6
unidades 8.

El DNA sirve como molde para ser amplificado varias
veces por la enzima catalitica termoestable (Taq DNA
polimerasa) in vitro. La amplificacion se realiza median-
te la mezcla de reaccion la cual contiene el DNA de la
muestra en estudio, Tag DNA polimerasa, amortiguador,
magnesio, nucleotidos (adenina, timina, citosina y guani-
na) e iniciadores para el segmento especifico del DNA.
La figura 1 muestra el esquema general de la PCR que
tiene tres etapas y que son determinadas por variaciones
simultaneas de temperatura.

Etapa | desnaturalizacion: Se produce por el incremen-
to en la temperatura a 92°C durante 45 segundos, lo que
hace que la cadena doble de DNA se separe en dos cadenas
sencillas y cada una de éstas servird de moldes copia.

Etapa 2 alineamiento: Ocurre por la disminucion de
la temperatura a 55°C durante 30 segundos, lo que per-
mite que pequefias secuencias denominadas iniciadores
(primers), se alineen a regiones especificas en la cadena
sencilla del DNA. Estos iniciadores son necesarios para
que la Taq polimerasa comience a copiar el DNA molde
(Figura 1).

Etapa 3 extension: Consiste en la activacion de la Taq
DNA polimerasa, responsable de la catalisis de la reaccién.
Esta activacién ocurre cuando se eleva la temperatura a
72°C por 45 segundos. La Tag DNA polimerasa ira adi-
cionando diferentes bases nitrogenadas: adenina, citosina,

100
90
80
70
60

Temperatura (°C)

Figura 1. Amplificacion del DNA por la PCR. EI DNA de interés es
desnaturalizado permitiendo la separacidn de la doble cadena (1);
la disminucién de la temperatura, permite que el iniciador de alinee
y se dé la unidn a regiones especificas del DNA (2); un segundo
incremento de la temperatura activa a la polimerasa y comienza
la extensién de la cadena de DNA, mediante la incorporacion de
los nucledtidos de adenina, citosina, timina y guanina (3). El ciclo
inicia nuevamente (4). La amplificacion de DNA es exponencial con
respecto a la concentracion inicial.
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guanina y timina, de acuerdo a la secuencia especifica del
DNA molde. En esta etapa se produce la extensiéon del
DNA vy se da por terminado el ciclo de amplificacion e
inicia nuevamente hasta finalizar con el total de los ciclos
programados.

En la dltima fase de la PCR, se da una extensién a
72°C por 7 minutos en la cual la Tag DNA polimerasa
concluira las extensiones de aquellos amplificados incon-
clusos durante el proceso. Dependiendo del protocolo de
amplificacion, los ciclos se repiten entre 20 y 35 veces,
lo que da como resultado que la concentracién del DNA
aumente de manera exponencial respecto a la concentra-
cion inicial. '8

A diferencia del cultivo bacteriolégico, la PCR requiere
minimas concentraciones del DNA (pg/mL). En teoria se
pueden obtener amplificados a partir de un tinico molde
de DNA blanco y no se requiere que las células estén
vivas. Esto favorece a la PCR para ser empleada como
herramienta de diagndstico '%. Por medio de la PCR se ha
identificado una amplia diversidad de especies de bacte-
rias, hongos, y protozoarios. La PCR ha identificado en
sangre de neonatos, al virus del herpes simplex, el cual
estd involucrado en el desarrollo de la meningitis.*" Esta
técnica tiene mayor sensibilidad que el cultivo bacterio-
logico; es confiable y el resultado se obtiene en cuatro
horas después de obtener la muestra. 7 Sin embargo, los
iniciadores utilizados son especificos para la deteccion
de una sola bacteria, lo que reduce el analisis de la biota
bacteriana total.

Recientemente se han sintetizado iniciadores bacteria-
nos para la amplificacion de la region pequefia del gene
16S ribosomal (16S rDNA). El 16S rDNA est4 presente
en todas las bacterias, es altamente conservado y tiene
secuencias definidas, lo que permite diferenciarlas entre
cada especie de bacteria. 2 El uso del 16S rDNA perniite
explorar en un solo paso a todas las bacterias contenidas
en diversas muestras bioldgicas, lo que la vuelve un buen
marcador respecto a otros genes bacterianos. 22

Ohlin y colaboradores (2008) identificaron mediante
el 16S tDNA que el 41 % de las muestras sanguineas
neonatales la presencia de dos bacterias simultaneamente
como el caso de Staphylococcus coagulasa-negativo en
combinacién con S. aureus o con Acinetobacter iwoffii o
también con Enterococcus faecalis, y en uno de los casos
se identifico a . coli en combinacion con S. aureus. Estas
asociaciones no fueron detectadas por el hemocultivo. * El

uso de la region del 16S rDNA ha permitido identificar en
muestras sanguineas, Enterobacter agglomerans, Serratia
marcescens, Streptococcus viridans, S. vestibularis, Cory-
nebacterium jeikeium, Micrococcus luteus, Enterococcus
gallinarum, Capnocytophaga ochracea, Citrobacter
youngae, C. freundii las cuales no habian sido detectadas
por el hemocultivo. "%

LaS. marcescens, es una bacteria Gram-negativa dificil
de cultivar por los métodos convencionales; es causante
de diversas afecciones como neumonia, conjuntivitis,
infecciones de las vias urinarias y del sistema nervioso
central y es responsable de la morbilidad y mortandad en
los neonatos. 2%

Para una bisqueda de microorganismos sin emplear
el cultivo bacteriologico se pueden combinar diferentes
metodologias como la PCR y la electroforesis en geles con
gradientes de desnaturalizacién (DGGE) para DNA.3!

ANALISIS DEL DNA BACTERIANO MEDIANTE LA
ELECTROFORESIS CON GELES EN GRADIENTES DE
DESNATURALIZACION (DGGE)

La electroforesis se utiliza comunmente para identificar y
analizar las proteinas, RNA y DNA en muestras bioldgicas.
El principio fisico-quimico se basa en la migracion de
diferentes biomoléculas a través de un soporte o matriz
(acrilamida o agarosa) que se somete a un campo eléctrico.
Como el DNA posee carga eléctrica negativa, se mueven
hacia el 4nodo. La separacion de las biomoléculas depende
de su tamafio (peso relativo); a mayor volumen, menor
movilidad electroforética como de la concentracién de la
matriz (Figura 2).

El uso de DGGE para analizar muestras de DNA bac-
teriano, se basa en el mismo principio descrito arriba; sin
embargo, a la matriz de acrilamida se le adiciona urea y
formamida (agentes desnaturalizantes), ambas contenidas
en la matriz en gradiente que va de 0 a 100 % de concen-
tracion. Los enlaces débiles de hidrégeno del DNA que
se forman entre las bases nitrégenas (adenina-timina y
citosina-guanina) de las bacterias, al migrar por la matriz
desnaturalizante se irdn rompiendo. Entre mas porcentaje
de CG (formatres enlaces de hidrogeno) estén contenidas
en la secuencia del 16S, mayor concentracion de urea-
formamida se requerira para abrir la cadena de DNA; por
lo tanto éstas tendran que migrar més sobre la matriz. *' Al
término de la electroforesis, el gel es tefiido con bromuro
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Figura 2. Migracién diferencial de las biomoléculas contenidas en
una muestra. La carga eléctrica va de arriba (-) hacia abajo (+). E!
peso molecular es en unidades de kilo daltones (kDa) que equivalen
al peso aproximado del atomo de hidrégeno.

de etidio y éste se visualiza en un analizador de imagenes
con luz ultravioleta. La identidad de las bacterias de las
muestra de interés se obtiene segun la movilidad de las
cepas de referencia (Figura 3).

Lafigura 4, muestra los pasos para la identificacién de
los microorganismos en base al analisis filogenético, de

0
—_
=
<
@ C
©Q
5}
L5
€ N
Q=
5 0
Iol=]
oK
o g
@
i}
°

100
A

Figura 3. Gel de DNA en gradiente de desnaturalizacién (DGGE).
Los carriles 1 y 12 muestran al marcador de especies bacteria-
nas; del carril 2 al 11 son las muestras de pacientes. La identidad
inicial se establece por la movilidad con respecto al marcador de
especies.®

las bandas obtenidas en la muestra de interés a partir del
DGGE. La identificacion inicial se realiza de acuerdo a la
movilidad de referencia de bacterias conocidas (marcador
de especies); sin embargo, para establecer la identidad de
bacterias (bandas) que no corresponden con el marcador

sy

‘=~ DNA

Lisado y obtencién
del DNA bacteriano

Amplificacién del
16S rDNA

Productos obtenidos
por PCR

Alineamiento del 16S rDNA
e identidad bacteriana

PO A A G AAGL AR GOT TU TG

Secuenciacién de
las bandas de DGGE

Analisis por DGGE

Figura 4. Diagrama de flujo para identificar a las bacterias mediante la PCR-DGGE. La identificacion inicial de las bacterias se determina
por la movilidad de los diferentes productos de PCR con respecto al marcador de referencia. La identidad bacteriana se realiza por el
alineamiento con el banco de genes y permite predecir la relacion filogenética hasta del 100%.
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de especies, las bandas son eluidas del gel y se reamplifica
el DNA para su secuenciacion. El analisis de identidad se
determina con el uso de programas en algoritmos de bio-
informatica tipo BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool), en los cuales se alinea la secuencia de la muestra
y se compara con la secuencia disponible en el banco del
genoma bacteriano para el 16S rDNA (www.ncbi.nlm.
nih.gov).

Aunque la PCR-DGGE, aun no se ha utilizado para
identificar las bacterias responsables de la sepsis neonatal,
se ha comenzado a emplear en la clinica para identificar
bacterias patogenas en diferentes infecciones como va-
ginosis bacteriana (Aropobium vaginae y Eggertella),
gastroenteritis (Bacteroides fragilis, Faecalibacterium
prauznitzii) y periodontitis (Tanerellaforsythensis, Deferri-
bacter) las cuales no habian sido identificadas por el cultivo
bacteriologico convencional. % Burton y colaboradores
(2004) han demostrado en mujeres posmenopausicas con
afecciones de vaginitis recurrente, la presencia de bacterias
como Atopobium vaginae y Eggertellalo que ha permitido
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas enfocadas en
reducir su frecuencia. *

LIMITACIONES DE LA PCR

Aunque la PCR ofrece ventajas sobre el cultivo bacterio-
l6gico, tiene limitaciones. **~* Primero, se requiere que el
DNA blanco sea de buena calidad, es decir, que no tenga
fragmentaciones. Las muestras bioldgicas contienen enzi-
mas como endonucleasas y dnasas las cuales degradan el
DNA. Segundo, las muestras de sangre contienen diferen-
tes componentes estructurales como anillos de porfirinas
que interfieren con la actividad de la Tag DNA polimerasa,
lo que reduce la eficiencia de la amplificacion y puede
dar resultados falsos negativos. #° Tercero, el disefio de
los iniciadores por amplificar deben ser especificos para
cada bacteria. Cuarto, en la obtencion de la muestra y en
la extraccion del DNA, puede haber contaminacién con
otras bacterias que no necesariamente corresponden a las
de la muestra de origen. Cinco, los productos pequefios
de amplificacién por PCR, aunque son visualizados en el
DGGE, no pueden ser eluidos para su secuenciacion, por
lo que esas bandas no llegan a ser identificadas. *

Para reducir las interferencias y contaminaciones
durante el proceso de amplificacion, se han sugerido
diversas alternativas que van desde el procesamiento in-

mediato y en frio de la muestra sanguinea, lo que reduce
la actividad de las endonucleasas. Se recomienda utilizar
albumina (5.0%) en la mezcla de amplificacion para dar
mayor estabilizacién a la Tag DNA polimerasa. Para
reducir la actividad de las endonucleasas y de los anillo
de porfirinas, es conveniente el calentamiento (60°C) del
DNA para su desnaturalizacion, asi como el empleo de
micro-columnas. ** Es necesario que todo el material que
se emplee para PCR haya sido esterilizado previamente
vy que el procedimiento se realice en areas limpias, lo
que reducira posibles contaminaciones de otras bacterias
durante el procesamiento.

Se deben incluir dos controles; uno de los cuales no
debe tener DNA (control negativo). Si en el gel de agarosa
se visualiza una banda de amplificacion en este control,
indica que existe una contaminaciéon que posiblemente
estd presente en las muestras de interés. Otro de los
controles utilizados (positivo) durante el proceso de am-
plificacion, es la inclusién de genes constitutivos como la
B-hemoglobina, GDPH que al ser visualizados en el gel
de agarosa, indica que las condiciones de amplificacion
fueron adecuadas; si por el contrario, este control no se
visualiza, indica que las condiciones de amplificacion
deben modificarse.

CONCLUSIONES

El cultivo bacteriolégico es el método mas utilizado y
valioso en la clinica ya que permite aislar diversas bac-
terias y establecer la resistencia a diferentes antibioticos;
sin embargo, como prueba de diagnostico en muestras de
sangre neonatal, el cultivo bacterioldgico tiene baja sen-
sibilidad y especificidad para la deteccion de los agentes
causales de la infeccion. Por otro lado, la recurrencia de
las infecciones en los recién nacidos puede deberse a la
participacion de asociaciones bacterianas, que no son
detectadas por el cultivo bacterioldgico, lo que dificulta
el tratamiento adecuado de la infeccion y representa
actualmente un reto en las unidades al cuidado de los
recién nacidos. El uso de la regién variable del gene 168
rDNA, permite identificar diversas bacterias en muestras
de sangre que son dificiles de cultivar y de las cuales se
desconocia su probable participacion como causa de la
sepsis neonatal.

Actualmente nuestro grupo de investigacion ha ini-
ciado la exploraciéon en muestras de sangre neonatal con
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evidencia clinica y subclinica de sepsis para identificar
la biota bacteriana (cultivable y no cultivable) que pueda
participar en el desarrollo de sepsis neonatal mediante
PCR-DGGE. Asimismo, tenemos interés en determinar la
sensibilidad, especificidad y valores predictivos (positivo
y negativo) de esta prueba molecular como prueba de
diagnostico clinico.
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