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RESUMEN

Introduccion: La Escherichia coli enterotoxigéenica (ETEC) causa diarrea
principalmente en nifios menores de 5 afios. Su diagnostico se basa en la deteccion de
las toxinas termolabil (LT) y/o termoestable (ST). Actualmente, se usan técnicas
moleculares basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), pero su
aplicacion en el punto de atencion al paciente es dificil. La amplificacion isotérmica
con recombinasa y polimerasa (RPA) es una técnica isotérmica reciente que se viene
evaluando en la deteccion de varios patdgenos y tiene potencial para su uso en zonas

de bajos recursos.

Objetivo: El objetivo de este trabajo fue desarrollar un método para el diagnostico de
ETEC en muestras de heces mediante la deteccidn simultanea de los genes para las

toxinas LT y ST usando RPA.

Meétodos: Se disefiaron y seleccionaron primers para los genes codificantes de las
toxinas LT y ST (ST-la y ST-1b) adecuados para su deteccidn simultanea por RPA.
Se determinaron las condiciones de reaccion Optimas (temperatura y tiempo) y se
evaluaron la especificidad (ausencia de reaccion cruzada con otros patdgenos) y la
sensibilidad (limite de deteccion) analiticas. Se determind la sensibilidad y la
especificidad diagndstica de la téecnica de RPA en 298 muestras de heces previamente

recolectadas usando la PCR en tiempo real como estandar de oro.

Resultados: Se disefiaron 32 primers para las tres toxinas de ETEC. Para la

amplificacion con RPA, se seleccionaron 2 primers para LT, mientras que se usaron



primers previamente reportados para ST-la y ST-Ib. Los tres genes pudieron ser
amplificados con RPA; sin embargo, no se pudo secuenciar los productos para
corroborar. Solo se logro la deteccion simultanea para LT y ST-la. La RPA funciond
entre 30°C y 50°C y el tiempo minimo de reaccion fue de 5 min. No hubo reaccion
cruzada con otros enteropatogenos. El limite de deteccion para los genes de las
toxinas LT y ST-la fue 10 y 100 UFC/rxn, respectivamente. La sensibilidad de la
RPA para la deteccion de ETEC fue 91.57% (intervalo de confianza al 95% [IC

95%]: 87.52 — 94.64%) y la especificidad fue 94.59% (IC 95%: 81.81 — 99.34%)).

Conclusiones: Se desarroll6 una técnica para la deteccion de ETEC en heces usando
RPA. La sensibilidad y especificidad analiticas son Optimas. La alta sensibilidad y
especificidad diagnésticas hacen que la técnica sea adecuada para su uso. Su
implementacion en el punto de atencion requiere algunas modificaciones a la técnica

reportada en este estudio, asi como la validacion por secuenciacion.

Palabras claves: Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), Amplificacion con

recombinasa y polimerasa (RPA), Diagnostico, Diarrea.



ABSTRACT

Background: Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is an important cause of
diarrhea in children under 5 years of age. Diagnosis of ETEC requires the detection of
the heat-stable enterotoxin (ST) and/or heat-labile toxin (LT). Nowadays, polymerase
chain reaction (PCR)-based molecular techniques are used, but their application at
point-of-care is difficult. Recombinase polymerase amplification (RPA) is a novel
isothermal technique being evaluated for detection of many pathogens and has great

potential for use at resource-poor settings.

Objective: The aim of this study was to develop a diagnostic assay for ETEC in stool
samples by simultaneous detection of LT and ST enterotoxin-encoding genes using

RPA.

Methods: Primers for LT and ST (ST-la and ST-lb) enterotoxin-encoding genes
suitable for their simultaneous detection by RPA were designed and selected. Optimal
reaction conditions (temperature, and time) were determined. Analytical specificity
(absence of cross-reaction with other pathogens) and sensibility (limit of detection)
were tested. Diagnostic sensitivity and specificity of the RPA assay for ETEC
detection were evaluated in 298 previously collected stool samples using real-time

PCR as the gold standard.

Results: Thirty two primers were designed for the three toxin-encoding genes. For
the RPA assay, two of them were selected for amplification of LT gene, whereas

previously reported primers were used for ST-la and ST-Ib. RPA was capable of



amplified all of three genes, however, sequencing couldn’t be performed as
validation. Simultaneous detection was achieved only for LT and ST-la. The RPA
worked between 30 and 50°C, and the minimum reaction time was 5 min. There was
no-cross reaction with other enteropathogens. The limit of detection for the LT and
ST-la toxin-encoding gene were 10 and 100 CFU/rxn, respectively. The sensitivity of
the RPA assay for ETEC detection was 91.57% (95% confidence interval [95% IC]:

87.52 — 94.64%), and the specificity was 94.59% (95% IC: 81.81 — 99.34%).

Conclusions: A diagnosis assay for ETEC in stool samples using RPA was
developed. Analytical sensitivity and specificity were optimal. The high diagnostic
sensitivity and specificity make the RPA assay suitable for its use. Its application at
point-of-care requires some modifications of the assay reported in this study and the

validation by sequencing.

Keywords: Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC), Recombinase polymerase

amplification (RPA), Diagnosis, Diarrhea.



I.  INTRODUCCION

La diarrea es una condicion muy frecuente y de gran impacto en los humanos. Esta
definida clinicamente como la presencia de 3 0 mas deposiciones de heces acuosas o
al menos una deposicion de heces acuosa y con sangre al dia (OMS, 2013) y puede
estar presente en todas las etapas de la vida. La diarrea cobra importancia en los
primeros afios de vida, siendo la tercera causa de muerte en nifios menores de 5 afios.
Durante 2013, aproximadamente 6.5 millones de nifios fallecieron, de los cuales, el
9.2% de las muertes fue por diarrea (Liu et al., 2015). Las regiones en vias de
desarrollo, como Africa, sur de Asia y Latinoamérica, son las mas afectadas por este
mal (Lanata et al, 2013). Ademas, el efecto perjudicial de la diarrea en el desarrollo
intelectual y crecimiento de los nifios ha sido reportado en estas regiones: hay una
mayor probabilidad de que el nifio tenga un menor tamafio, menor coeficiente
intelectual y menor peso a los 7 a 9 afios si tuvo episodios de diarrea repetitivos o de

larga duracion durante los 2 primeros afios de vida (Guerrant et al., 2013).

Los agentes causantes de la diarrea incluyen virus, parasitos y bacterias. A nivel
mundial, se ha estimado que los principales patdgenos implicados en diarrea en nifios
son rotavirus, calcivirus y Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) vy
enterotoxigenica (ETEC) (Lanata et al., 2013). La frecuencia de los patdgenos
causantes de diarrea varia segun el grupo de edad, la region geografica y otros
factores (Riveros y Ochoa, 2015). Por ejemplo, el estudio GEMS (del inglés “Global

Enteric Multicenter Study”) evalud los patdgenos mas frecuentes en diarrea severa en



Africa y Asia; y encontré que estos fueron rotavirus, Crystoporidium sp. y ETEC
(Kotloff et al., 2013). Entre las bacterias, los agentes etiologicos mas comunes en
paises en vias en desarrollo son las E. coli diarrogénicas o DEC (OMS, 2013), los

cuales representan aproximadamente el 30% de los casos (Ochoa et al., 2011).

Las E. coli diarrogenicas (DEC) son una clase de E. coli patogénicas asociadas a
cuadros de diarrea (Nataro y Kaper, 1998). Las DEC se clasifican en seis patotipos
segln sus factores de virulencia y sus manifestaciones clinicas (Kaper et al., 2004).
La frecuencia de los patotipos de las DEC en diarrea varia por los paises analizados,
la edad de los pacientes y otros factores. Por ejemplo, en el Perd, la E. coli
enteroagregativa (EAEC), la EPEC y la ETEC son los 3 patotipos con mayor

incidencia en diarrea infantil en zonas periurbanas (Ochoa et al., 2011).

La ETEC es aquel patotipo que presenta las enterotoxinas termolabil (LT) y/o
termoestable (ST), cuya presencia es usada en su diagnostico (Croxen et al., 2013).
Diversos métodos para diagnosticar ETEC han sido empleados en el tiempo, entre los
que se encuentran técnicas fisiologicas, inmunolédgicas y moleculares. Actualmente,
estas ultimas son las mas usadas por su alta sensibilidad y especificidad (Qadri et al.,
2005). La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real es considerada
como el estandar de oro para la deteccion de la ETEC y los otros patotipos de DEC.
No obstante, implementar esta técnica en zonas rurales es dificil y costoso debido a la

necesidad de infraestructura especializada y personal capacitado.



Las técnicas de amplificacion isotérmica de acidos nucleicos tienen potencial para ser
usadas en el diagnoéstico en el punto de atencion a pacientes (“point-of-care”) ya que
no requieren el uso de un termociclador (Li y Macdonald, 2015). La amplificacion
con recombinasa y polimerasa (RPA, del inglés “Recombinase Polymerase
Amplification”) es una técnica de amplificacion isotérmica reciente que usa
principalmente tres proteinas (una recombinasa, proteinas de union a hebras de
cadena simple y una ADN polimerasa con actividad de desplazamiento de hebras)

para llevar a cabo la sintesis de ADN.

La deteccion del producto amplificado por RPA puede darse mediante distintos
métodos (electroforesis, fluorescencia u oligocromatografia) (Piepenburg et al.,
2006). Asimismo, la temperatura y el tiempo de reaccion de la RPA son menores en
comparacion a otras técnicas de amplificacion isotérmica y a la PCR. Ademas, los
reactivos pueden ser almacenados sin necesidad de refrigeracion. Todas estas
caracteristicas hacen que la RPA sea apta para una aplicacion en el punto de atencién

al paciente, incluso en zonas alejadas (Daher et al., 2016).

En este trabajo, se propuso desarrollar una técnica de diagndstico molecular de ETEC
en muestras de heces usando RPA como método de amplificacion de los genes que
codifican para las toxinas LT y ST. Una vez estandarizada, la técnica fue evaluada en
muestras de heces previamente recolectadas de nifios en zonas periurbanas de Lima

(Ochoa et al., 2013) y se compard con los resultados de la PCR en tiempo real.



II.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ETEC se encuentra entre los patotipos de DEC mas frecuentes en diarrea infantil
en diversos paises en vias de desarrollo, entre ellos, el Peri (Ochoa et al., 2011).
Ademas, la cantidad de muertes en casos de diarrea asociados a ETEC varia entre
37800 y 59000 al afio (Kovacs et al., 2015; Lanata et al., 2013). La presencia de
ETEC no solo abarca los primeros afios de vida, pues es la principal causa de la
diarrea del viajero, que afecta sobre todo a paises desarrollados (Steffen et al., 2015);
y en diarreas de adolescentes y adultos (Fischer Walker et al., 2010). Asimismo, la
ETEC ha sido encontrada como una causa importante en brotes de diarrea producidos
por aguas y alimentos contaminados (MacDonald et al., 2015), por desastres
naturales (Ahmed y Qadri, 2008) y en diarrea de militares asignados en paises en vias

de desarrollo (Monteville et al., 2006).

A pesar de su importancia, el diagnostico de ETEC, basado en detectar la presencia
de las toxinas LT o ST, es complejo o costoso (Qadri et al., 2005). Anteriormente, se
ha usado métodos fisiolégicos e inmunoldgicos, mientras que actualmente se usan
técnicas moleculares (Qadri et al., 2005). La PCR es la méas usada, no solo para el
diagnostico de la ETEC, sino también para varios otros patogenos. Se ha llegado a
desarrollar sistemas de PCR en tiempo real para la deteccion simultanea de las DEC
(Guion et al., 2008), sistemas de PCR cuantitativo en tiempo real basado en SYBR-
Green (Youmans et al., 2014) o en sondas TagMan (Pattabiraman et al., 2016); e

incluso, paneles de deteccion simultanea de enteropatdgenos han sido desarrollados y



aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de EEUU

(Khare et al., 2014).

No obstante, todas solo se dan en laboratorios de referencia o en trabajos de
investigacion, debido a la necesidad de personal capacitado y de infraestructura
especializada (termociclador), lo que complica la implementacion de estas técnicas en
centros de salud o zonas rurales de paises en vias de desarrollo. Las técnicas de
amplificacion isotérmica pueden aliviar estos problemas, facilitando asi su aplicacion

en el punto de atencion al paciente (Li y Macdonald, 2015).

Para la ETEC, se ha reportado el uso de la amplificacidn isotérmica basada en lazos
(LAMP, del inglés “Loop-mediated isothermal amplification”) para la deteccion de
las toxinas LT y ST (Yano et al., 2007). No obstante, ninguna de ella ha sido aplicada
en campo. Ademas, la LAMP presenta algunas dificultades, como la presencia de

resultados falsos positivos (Wang et al., 2016).

La amplificacion con recombinasa y polimerasa (RPA) es otra técnica de
amplificacion isotérmica que usa los componentes de la recombinacion del fago T4
para facilitar la sintesis de ADN con una polimerasa con actividad de desplazamiento
de hebras. La RPA presenta diversas caracteristicas que favorecen su aplicacion en
campo: la versatilidad en la deteccion del producto amplificado, las bajas
temperaturas y corto tiempo de reaccion respecto a otras técnicas de amplificacion

isotérmica, y la facilidad en el almacenamiento de los reactivos (Daher et al., 2016).



Se ha desarrollado técnicas de diagndstico basadas en RPA para diversos patdgenos,
que incluyen virus ADN, virus ARN, protistas, hongos, bacterias Gram positivo y
negativo (James y Macdonald, 2015; Daher et al., 2016). Incluso, ya se ha aplicado
algunas de estas técnicas en zonas alejadas de Africa y Asia (Escadafal et al., 2014;

Abd El Wahed et al., 2013; Magro et al., 2017).

No obstante, aiin no se ha reportado una técnica de diagnostico de la ETEC mediante
la RPA, cuyo desarrollo es el objetivo principal de este trabajo. Un método de
diagndstico rapido y préactico, es necesario para realizar ensayos clinicos que
permitan recomendar el tratamiento adecuado en diarrea de nifios; y de esta manera,

se pueda disminuir la mortalidad causada por esta bacteria (Medina et al., 2015).



I1l.  MARCO TEORICO

3.1  Escherichia coli diarrogénicas (DEC)

Las E. coli diarrogénicas (DEC) son una clase de E. coli patogénicas asociadas a
diarrea (Kaper et al., 2004). Seis patotipos han sido descritos hasta el momento: la E.
coli enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enteroagregativa (EAEC),
enteroinvasiva (EIEC), de adherencia difusa (DAEC) y productora de Shiga-toxina
(STEC) (Nataro y Kaper, 1998). No obstante, recientemente se ha propuesto a la E.

coli de adherencia invasiva (AIEC) como un nuevo patotipo (Clements et al., 2012).

La patogénesis de estas bacterias es similar, y consiste en la colonizacién de la
mucosa intestinal, la multiplicacion y el dafio al hospedero (Kaper et al., 2004). Sin
embargo, cada patotipo usa diferentes factores de virulencia en estos procesos, lo cual
genera la diferencia entre ellos. Estos factores son adquiridos por transferencia
horizontal; principalmente por islas de patogenicidad, plasmidos o provenientes de

fagos, aunque existen algunos factores que son cromosémicos (Croxen et al., 2013).

La frecuencia de las DEC en diarrea varia segun los paises analizados, la edad de los
pacientes y otros factores. Por ejemplo, en nifios menores de 5 afios, la EPEC y ETEC
son las mas frecuentes a nivel mundial (Lanata et al., 2013). En el PerQ, la EAEC,
EPEC y ETEC son los 3 patotipos con mayor incidencia en diarrea infantil en zonas
periurbanas (Ochoa et al., 2011); mientras que la EAEC, EPEC y DAEC, en zonas

rurales como Moyobamba y Urubamba (Acosta et al., 2016).



3.2 Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC)
3.2.1 Generalidades

Entre las DEC, la ETEC es una de mas destacables. La ETEC se diferencia de las
otras DEC porque produce la toxina termolabil (LT), la toxina termoestable (ST) o
ambas (Qadri et al., 2005). La presentacion clinica de la diarrea producida por ETEC
es una diarrea acuosa que va de moderada a severa. Otros sintomas que pueden
acompariar son fiebre, dolor abdominal, nduseas y vémitos. El periodo de incubacion
es de 1 a 2 dias post-ingesta. Las infecciones son transmitidas por la ruta fecal-oral y

la dosis infecciosa varfa entre 10° y 10° bacterias (Croxen et al., 2013).

Diversos estudios han comprobado el efecto de la ETEC en el crecimiento los nifios.
Asi, se ha encontrado una asociacion estadistica (Black et al., 1984) o una tendencia
(Lee et al, 2014) entre el porcentaje de dias con la presencia de ETEC y una

disminucion en la ganancia de peso en nifios de Bangladesh y Perd, respectivamente.

Mediante filogenia de genoma completo, se ha podido comprobar que la mayoria de
cepas de ETEC se encuentra en los filogrupos B1 y A; ademas que en el 83% de los

casos, las cepas secretadas en diarrea son una poblacion clonal (Sahl et al., 2015).

3.2.2 Epidemiologia

En el 2010, a nivel mundial y tomando en cuenta la poblacién adulta y pediétrica, se
estimd que ocurrieron 4.6 billones de casos de diarrea y 1.6 millones de muertes

asociadas a estas. De estos, la ETEC estuvo presente en 233 millones de casos y



causo entre 55500 y 97000 muertes. Ademas, a nivel regional, la ETEC fue una

importante causa de muerte por diarrea en Africa y América (Pires et al, 2015).

La ETEC se encuentra entre las tres DEC mas comunes en diarrea infantil en diversos
paises en via de desarrollo como el Pert (Ochoa et al., 2011). Ademas, la cantidad de
muertes en casos de diarrea infantil asociados a ETEC varia entre 37800 y 59000 al
afio (Kovacs et al., 2015; Lanata et al., 2013). Incluso, se asocia a un mayor riesgo de
muerte, principalmente si la ETEC produce la toxina ST (ST-ETEC) (Kotloff et al.,
2013). De hecho, la ST-ETEC es uno de los patdgenos que presentd una asociacion

entre la cantidad de bacterias y la presencia de diarrea severa (Liu et al, 2016).

La presencia de ETEC no solo abarca los primeros afios de vida. Este patgeno es la
principal causa de la diarrea del viajero (Steffen et al., 2015). A nivel regional,
representa el 42% de los casos de diarrea del viajero en Latinoamérica y el 28% en
Asia, siendo el patdgeno mas identificado en cada region (Jiang y DuPont, 2017). En
viajeros que visitaron Peru, la ETEC representd el 11% de casos de diarrea, siendo la

principal bacteria aislada (Jennings et al., 2017).

Por otro lado, la ETEC es la DEC mas comun en diarreas de nifios mayores de 5
afios, adolescentes y adultos. A nivel mundial en esas edades, la cantidad de muertes
por ETEC es 82100 (Lozano et al., 2012). Ademas, la incidencia de diarrea por
ETEC es 15 y 28.7 millones de episodios en Africa y en el sur de Asia,
respectivamente. En tanto, la cantidad de muertes por ETEC en esas regiones fue

43000 y 45700, respectivamente (Lamberti et al., 2014).



Asimismo, la ETEC puede ser encontrada en aguas o alimentos (Singh et al., 2014),
lo cual ha generado casos epidémicos (MacDonald et al., 2015). Finalmente, también
es comunmente encontrada (entre 8 y 16%) en diarrea en condiciones de desastres
naturales (Charles et al., 2014) y diarrea en militares asignados en paises en vias de

desarrollo (Monteville et al., 2006).

3.2.3 Patogénesis

El proceso de la enfermedad inicia cuando la ETEC coloniza el epitelio del intestino
delgado, principalmente mediante los factores de colonizacion (CF). Una vez
adherido, la ETEC secreta las enterotoxinas termolabil (LT) y/o la termoestable (ST),

las cuales generan la diarrea acuosa caracteristica de esta bacteria.

3.23.1 Factores de Colonizacion

Los CF son estructuras proteicas que permiten la adhesion de la bacteria al epitelio
del intestino delgado. Los CF son estructural y antigénicamente diversos. Se ha
podido identificar hasta 26 tipos diferentes de CF en ETEC (Fleckenstein et al., 2013)
y segun su morfologia, se los puede clasificar en 4 tipos: fimbria o pili, fibrilar,
helicoidal y afrimbrial. La longitud de los CF varia de 1 a mas de 20 pm, siendo los
pili mas rigidos y grandes en comparacién a los CF fibrilares (Madhavan y Sakellaris,
2015, Fleckenstein et al., 2010). Aunque los receptores naturales de CF en el
intestino delgado son desconocidos, se sabe que pueden unirse a glicoproteinas y
glicoesfingolipidos derivados de intestino (Madhavan y Sakellaris, 2015). Incluso, se

conoce que ETEC puede aglutinar eritrocitos, lo cual se ha atribuido a los CF.
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Ademas, la especificidad del hospedero de distintas cepas de ETEC se debe a la
presencia o ausencia de CF particulares (Nagy y Fekete, 2005). A pesar de su
importancia, no se ha podido identificar un CF conocido entre 30% a 50% de cepas
de ETEC (Clements et al., 2012). A nivel mundial, los CF mas comunes son CFA/I,

CFA/ll y CFA/IV (Croxen et al., 2010).

Debido a que son antigénicos, los CF han sido candidatos para vacunas contra ETEC.
De esta manera, se ha propuesto subunidades de CS6 como vacuna. Asimismo, se ha
tratado de desarrollar vacunas que tengan CF y las toxinas como antigenos a la vez.
Debido a la variabilidad en los factores de virulencias de las cepas de ETEC,
incluyendo que en algunas no se ha identificado un CF conocido, el desarrollo de

vacunas en ETEC es complicado (O’Ryan et al., 2015).

3.2.3.2 Otras proteinas de adherencia

Los genes tia y tib codifican para proteinas adhesivas en ETEC. Tia es una proteina
de la membrana externa y TibA es un autotransportador glicosilado (Clements et al.,
2012). Ambas estan involucradas en la invasion y adherencia al epitelio. En tanto, Tia
participa en la autoagregacion y la formacion de biopeliculas (“biofilm”) e interacttia

con los proteoglucanos heparan sulfato (Croxen et al., 2013).

Por otro lado, EtpA es secretada por ETEC y se une al lado distal del flagelo,

permitiendo ser un “puente” con la célula hospedera, hasta una distancia de 10 pum.
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Luego del contacto, la expresion de EtpA disminuye; mientras que la expresion de la

fimbria tipo 1 y la adhesina EaeH aumentan (Fleckenstein et al., 2010).

EtpA es degradada por EatA, una serin proteasa autotransportadora de
Enterobacteriaceae (SPATE), con lo cual se modula la adhesion y se aumenta la
secrecion de la toxina LT. Se ha propuesto que el flagelo con EtpA acerca la bacteria
al epitelio para ayudar a la interaccion de los CF. Luego, EatA degrada a EtpA y

finalmente, Tia y TibA realizan una adherencia mas cercana (Clements et al., 2012).

3.2.3.3 La toxina termolabil (LT)

La toxina LT es una proteina del tipo ABs que es homdloga a la toxina colérica.
Consiste de una subunidad A y 5 subunidades B. La subunidad A consiste de dos
dominios unidos por un puente disulfuro: Al, que tiene la actividad toxigénica y A2,
una porcién helicoidal de la molécula que se ancla al pentamero de subunidades B.
Este pentamero tiene forma de un anillo y puede unirse a GM1, GD1b y algunas
glicoproteinas intestinales (Mudrak y Kuehn, 2010). La toxina LT es polimorfica: se
han encontrado hasta 44 polimorfismos de nucledtido simple (SNP) en ambas
subunidades, siendo la subunidad A la que present6 mas SNPs. Estos representan

hasta 28 variedades de la toxina (Joffré et al., 2015; Joffré y Sj6ling, 2016).

A nivel mundial, aproximadamente el 27% de cepas de ETEC expresan solo la toxina
LT, mientras que el 33%, la expresan junto con la toxina ST. No obstante, existe una

gran variabilidad si se toma en cuenta las regiones geograficas (Isidean et al., 2011).
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El mecanismo de accién de LT esta bien estudiado (Croxen y Finlay, 2010, Fig. 1).
La subunidad B se une a su receptor y la holotoxina es endocitada. ElI puente
disulfuro de la subunidad es cortado, separando Al y A2. Aunque se sabe que la
tripsina puede realizar este corte in vitro, la proteina que lo realiza in vivo es
desconocida (Mudrak y Kuehn, 2010). El péptido Al transfiere un grupo ADP-ribosil
del NAD" a la subunidad a de la proteina de union a GTP estimulatorio (Gs) en la
membrana basolateral del enterocito. Esta reaccion activa la adenilato ciclasa e
incrementa los niveles de AMP ciclico (CAMP). EI cAMP activa la protein kinasa A
(PKA) que fosforila el canal relacionado a fibrosis quistica (CFTR). La fosforilacion
de CFTR incrementa la secrecion del ion CI". El incremento de la cantidad de iones
en el lumen intestinal ocasiona un transporte pasivo de agua, lo que resulta en diarrea.
Por otro lado, LT puede estimular la sintesis de prostanglandinas, que estimula el
transporte de electrolitos y la movilidad intestinal; y el sistema nervioso entérico,
relacionado a una inhibicién de la absorcion (Kaper et al., 2004). Asimismo, LT
disminuye la respuesta innata del hospedero, inhibiendo la expresion de péptidos
antimicrobianos como las defensinas; e incrementa la adherencia y colonizacion en el
intestino delgado (Fleckenstein et al., 2010). Ademas, puede activar las rutas de MAP

kinasas y NF-kp (Wang et al., 2012).

LT es secretado por la bacteria en dos pasos. El primero es un transporte dependiente
de Sec que ocurre de la membrana interna al periplasma y estd mediado por el corte
del péptido sefal en el extremo N-terminal. El segundo paso involucra el transporte a

través de la membrana externa a través del sistema de secrecion tipo Il (Fleckenstein
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et al., 2010). La secrecion de la toxina LT se inhibe en condiciones &cidas y en
presencia de glucosa, y se favorece en presencia de sales y en alta osmolaridad.

(Joffré y Sjéling, 2016; Gonzales-Siles et al., 2017).

Guanylyl
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Figura 1. Mecanismo de accién de la Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC).
La adherencia es mediada por factores de colonizacién (CF) y otras adhesinas (EtpA,
Tia y TibA). Las toxinas termolabil (LT) y termoestable (STa) tienen diferentes

formas de ocasionar diarrea (Tomado de Croxen y Finlay, 2010).

Existen dos tipos de LT, LT-1'y LT-II, que no tienen reaccién inmunoldgica cruzada.
LT-1 puede ser aislada en humanos y animales; mientras que LT-II, en animales
principalmente, y aunque hay algunos reportes en aislados humanos, no se asocia a
casos de diarrea (Nataro y Kaper, 1998). LT-I es un toxina de 86kDa y tiene un 80%
de identidad de aminoacidos con la toxina colérica (Kaper et al., 2004). Hay dos
variantes de LT-I, LTp y LTh; los cuales fueron aislados por primera vez en porcinos

y humanos, respectivamente. Ambas se unen principalmente a receptores GM1
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(Fleckenstein et al., 2010). Los genes que codifican para LT-I se encuentran en
plasmidos y estan flanqueados por elementos de insercion, organizados como operon

(eltA'y eltB, para la subunidad A y B, respectivamente) (Jobling, 2016).

Por otro lado, LT-11 es antigénicamente distinto a LT-1 y comparten 41% de identidad
de aminoacidos (Dubreuil et al., 2016). LT-1I ha sido aislada de cepas de humanos,
ganado vacuno, porcino, bufalos y avestruces; aunque solo se ha reportado como
causa de diarrea en el ganado vacuno (Dubreuil et al., 2016). Las cepas con LT-II

producen la toxina hasta 5 veces mas que aquellas con LT-1 (Joffré et al., 2015).

A su vez, existen tres variantes de LT-Il: LTll-a, LT-l1lb y LT-llc (Nawar et al.,
2010). LT-1lI aumenta la concentracion intracelular de cAMP, de manera similar a
LT-1, pero tiene diferentes receptores (Nataro y Kaper, 1998). LT-lla y LT-Ilb se
unen principalmente a GD1b y GD1a, respectivamente; mientras que LT-1Ic se une a
GDla y GM1 (Nawar et al., 2010). Los genes que codifican para LT-Il son

cromosOmicos Y se encuentran en profagos tipo A (Jobling, 2016).

3.234 La toxina termoestable (ST)

Las toxinas ST son polipetidos monomericos que se caracterizan por la presencia de
varias cisteinas, las cuales forman puentes disulfuros que estabilizan a la toxina en
temperaturas altas (Nataro y Kaper, 1998). Se ha podido demostrar la accion
sinérgica in vitro de ST y LT (Read et al., 2014). A nivel mundial, aproximadamente
el 40% de las cepas de ETEC producen solo ST. Este valor se incrementa en regiones

como Latinoamérica, norte de Africa y sur de Asia (Isidean et al., 2011).
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Se reportan dos tipos de ST: ST-1 y ST-II. ST-1 es asociado a diarrea en humanos,
aunque también es encontrada en cerdos y terneros. El gen que codifica para ST-I
(estA) se encuentra en plasmidos y en el transposén Tn1681 (Nagy y Fekete, 2005) y

contiene un alto porcentaje de AT (70%) (Dubreuil et al., 2016).

El mecanismo de accion de ST-I se describe a continuacion (Fig. 1). La toxina se une
a receptores guanilil ciclasa C (GCc) de la membrana apical del enterocito. Esto
incrementa los niveles de GMP ciclico (¢cGMP) que activa la protein kinasa II
(Fleckenstein et al., 2010). Esta fosforila CFTR, lo que resulta en una menor
absorcion de Na® y una mayor secrecion de CI" y HCO3™ (Croxen y Finlay, 2010).
Asimismo, la elevacion de cGMP inhibe la fosfodiesterasa 3, que conlleva a un
incremento de cAMP, a la activacion de PKA y la fosforilacion de CFTR vy del

intercambiador Na*/H" (Dubreuil et al., 2016).

Se ha reportado dos variantes de ST-1: ST-la o STp y ST-1b 0 STh, las cuales fueron
inicialmente encontradas en porcinos y humanos, respectivamente (Nataro y Kaper,
1998). ST-la ha sido aislada de cepas en ganado bovino, ganado porcino y humanos;
mientras que ST-Ib, solo en humanos (Joffré et al.,, 2016). Hasta ahora se han
reportado 6 variantes para ST-I: 3 para ST-la (STal, STa6 y STa5) y 3 para ST-Ib

(STa2, STa3/4, STab) (Joffré et al., 2016).

Aunque la distribucion de cepas con ST-la y ST-Ib no es frecuentemente analizada,
puesto que se reporta solo como ST-I, los estudios existentes demuestran que hay una

mayor cantidad de cepas con ST-1b que con ST-la. Esta distribucion se ha visto tanto
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a nivel de paises como China (Li et al., 2017), Nicaragua (Vilchez et al., 2014), entre
otros; como en colecciones a nivel mundial (Joffré et al., 2016; Pattabiraman et al.,
2016). A pesar de esto, existen trabajos en paises como Japon (Konishi et al., 2011),
Guatemala y México (Nicklasson et al., 2010) en donde la cantidad de cepas con ST-
Ib es mayor que aquellas con ST-la. No hay estudios en Peru sobre la distribucion de

ST-lay ST-Ib en cepas de ETEC.

Cada variante de ST-I se sintetiza como un precursor y luego es cortada hacia la
forma activa. El precursor de 72aa es cortado por la peptidasa 1 a un péptido de 53aa
que es llevado al periplasma por un transporte dependiente de Sec. En este lugar, los
puentes disulfuros son formados por la proteina DsbA. EI proceso por el cual el
péptido de 53 aa es cortado a la forma activa de 18 (ST-Ib) o 19 (ST-la) aa es
desconocido. Finalmente, la forma activa es transportada fuera de la membrana
externa por la proteina exportadora TolC (Fleckenstein et al., 2010). La forma activa
de ambos ST-I es soluble en metanol (Weiglmeier et al., 2010) y su produccion es
disminuida en presencia de glucosa, mientras que la presencia de bilis aumenta la de

ST-Ib, pero no de ST-la (Roussel et al., 2017).

Por otro lado, ST-II es asociado a infecciones exclusivamente en cerdos, aunque
también se ha podido encontrar en terneros, pollos y en humanos sin diarrea
(Dubreuil et al., 2016). El gen que codifica para ST-1l (estB) se encuentra en
plasmidos y en el transposdn Tn4521. Asimismo, el precursor de 71 aa de ST-II es
cortado en el periplasma a la forma activa de 48 aa. Esta forma es insoluble en

metanol y no tiene homologia con la forma activa de ST-I (Fleckenstein et al., 2010).
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El efecto de ST-II es rapido, pero moderado. ST-II puede unirse con una alta afinidad
a sulfatidos en la membrana de los enterocitos y luego es endocitado (Nagy y Fekete,
2005). Luego, ST-1l estimula una proteina reguladora de union a GTP, lo cual
aumenta la concentracion intracelular de Ca**. Debido a esto, se activa la protein
kinasa C (PKC) que fosforila la CFTR e inhibe el ingreso de Na*. Asimismo, la
acumulacién de Ca®* aumenta la actividad de las fosfolipasas A2 y C. Esto estimula
la secrecion de prostaglandina E2 y serotonina, que finalmente llevan a un aumento
de la secrecion de iones al lumen (Dubreuil et al., 2016). Ademas, se sabe que ST-II
estimula la secrecién de iones HCOg3', eleva los niveles de acido araquidonico (Nataro
y Kaper, 1998). Asimismo, puede dafiar el epitelio intestinal, llegando a estimular la
apoptosis (Syed y Dubreuil, 2012), y puede incrementar los movimientos espontaneos

de los musculos del intestino, que conlleva contracciones (Dubreuil et al., 2016).

3.2.35 Otras toxinas

Se ha descrito la presencia de otros factores de virulencia en ETEC, aunque su rol en
la produccion de diarrea ain es discutido. La SPATE EatA, ademas de degradar
EtpA, puede cortar la catepsina G y se ha demostrado que puede incrementar la
secrecion de fluidos en un modelo de ileon de conejo (Croxen et al., 2013). Por otro
lado, la citotoxina formadora de poro CIyA y la toxina termoestable 1
enteroagregativa (EAST1), que pueden tener funciones similares a ST-I, han sido
encontradas en cepas de ETEC, pero sin asociarselas a diarrea (Clements et al.,
2012). Finalmente, se sugiere que la proteina secretada CxeE cumple una funcién

similar a la dispersina de EAEC (Croxen et al., 2013).
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3.2.4 Diagnostico

A pesar de su importancia, el diagnostico de ETEC es complejo, largo o costoso. Este
se basa en encontrar la presencia de las toxinas LT o ST. Inicialmente, se usaban
ensayos fisiologicos para la deteccion. Para LT se usaba el ensayo en células
adrenales Y1 o en ovario de hamster. En ambos casos, se afiadia el sobrenadante del
cultivo de las cepas aisladas de las heces y se analizaba cambios morfoldgicos que
indicaban la presencia de la toxina (Donta et al., 1974; Guerrant et al., 1974). Por
otro lado, para ST se usaba el ensayo en iledn ligado de conejo y de ratdn. En estos,
se inyectaba el sobrenadante y se esperaba un aumento en el flujo intestinal por la

presencia de la toxina (Giannella, 1976; Evans et al., 1973).

Posteriormente, se pasé a métodos inmunoldgicos debido a la complejidad de los
cultivos celulares (Qadri et al., 2005). Entre los mas destacables se encuentran el
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) para LT y ST (Svennerholm y
Wilkhund, 1983; Svennerhoolm et al., 1986), la coaglutinacién con Staphylococcus
(Brill et al., 1979) y el test de Biken (Honda et al., 1981). De ellos, el ELISA fue el

mas empleado (Sjdling et al., 2007).

No obstante, la sensibilidad de este tipo de prueba no es alta, por lo que se comenzé a
desarrollar métodos moleculares para detectar los genes que codifican las toxinas. Las
primeras técnicas usaron sondas de hibridizacion marcadas radioactivamente
(Moseley et al., 1982). Posteriormente, aparecieron las primeras técnicas basadas en

la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Olive, 1989). El uso de la PCR fue
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perfeccionado, a tal punto que se pudo detectar otros patdégenos junto con ETEC o
hacerlo en tiempo real mediante la deteccion de fluorescencia (Reischl et al., 2004).
Incluso, se ha desarrollado diversas técnicas de PCR en tiempo real capaces de

discriminar los 6 patotipos de DEC en una sola reaccion (Guion et al., 2008).

Asimismo, se han reportado sistemas de PCR cuantitativo en tiempo real (qPCR)
basados en SYBR-Green o en sondas (Tabla 1). La mayoria de estos se desarrollaron
para cada gen por separado; y se obtuvo valores altos de eficiencia y linealidad, asi

como limites de deteccién adecuados.

Por otro lado, se han ido desarrollando paneles de deteccién multiple a partir de
muestras de heces directas. La FDA ha aprobado el uso de dos paneles para el
diagnostico de patdgenos entéricos: el “FilmArray GI panel” (BioFire Inc.) y el
“Luminex xTag GI pathogen panel” (Luminex Corporation). El primero usa PCR en
tiempo real con andlisis de curva de melting y es capaz de detectar 22 patdgenos,
incluyendo los patotipos de DEC, excepto la DAEC. En tanto, el segundo utiliza PCR
en tiempo real con beads fluorescentes y detecta 11 patdgenos, incluyendo la ETEC y
STEC. Ambos presentan una alta sensibilidad y especificidad, lo que explica por qué
detecta més infecciones multiples que los métodos convencionales. Sin embargo, su

costo supera los $30,000, lo que complica un uso cotidiano (Khare et al., 2014).

Las técnicas basadas en PCR solo se dan en laboratorios de referencia o en trabajos
de investigacion. Esto es debido a la necesidad de un termociclador, cuyo costo e
implementacién hacen complicado la aplicacién de la PCR en centros de salud o

zonas rurales, sobre todo en paises en vias de desarrollo (Li y Macdonald, 2015).
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Existen controversias en cuanto al uso de técnicas moleculares para el diagndstico. Si
bien estd probado que estas tienen mas sensibilidad y especificidad que los métodos
microbiologicos y basados en cultivos (Sjoling et al., 2007), una limitacion es que no
pueden distinguir entre infeccion y colonizacion (Vila et al., 2017). No obstante,
trabajos recientes demuestran que los sistemas de qPCR permiten distinguir
patdgenos en los que existe asociacion entre su cantidad (carga bacteriana) y la
presencia de diarrea, como el caso de ST-ETEC para diarrea infantil en Ruanda
(Kabayiza et al., 2014) o en el estudio GEMS (Liu et al., 2016). Aungue se haya
usado los valores de corte (“cut-off”) del ciclo umbral (Cq) de la reaccion de PCR
para determinar dicha asociacion, estos pueden variar entre laboratorios (Elfving et
al., 2014) y es recomendable optar por una cuantificacién relativa usando un gen de

referencia (Kabayiza et al., 2014).

Por otro lado, otra dificultad en el diagndstico de ETEC es que la presencia del gen
no correlaciona con la expresion in vivo. Esto puede deberse a que los genes estén
silenciados o que el nivel de expresion es tan bajo que la proteina producida no puede
ser detectada en técnicas como el ELISA. Todo esto puede ser causado por el tiempo
de almacenamiento de las muestras bioldgicas colectadas y por la pérdida de genes
reguladores o eventos post-transcripcionales o traduccionales (Sjéling et al., 2007).
Incluso, estos métodos que evaltan la expresion, al ser realizados en condiciones de

laboratorio, podrian no reflejar lo que pasa in vivo (Isidean et al., 2011).
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Tabla 1. Sistemas de PCR cuantitativo en tiempo real para E. coli enterotoxigénica

Eficiencia Linealidad

Limite de

Referencia Forma de deteccion Genes (%) (R?) Limite de deteccion cuantificacion
Liu et al., 2017 Sondade hidrolisis o 10 g1 p 856 0.966 10* UFC/g de heces SD
(TagMan)
LT 98 0.99 0.1 pg/ul 0.1 pg/ pl
Pattabiraman et al., Sonda de hidrdlisis ST-Ia 96 0.99 0.1 pg/ul 01 pg/ HI
2016 (TagMan) ' -+ PO -+ PO
ST-Ib 83 0.99 1 po/ul 1 pg/ ul
Lindsay et al., 2014 SYBR Green LT SD 0ogg-1 0 Uigé ggo g de SD
LT 99.69 0.999 10 copias de gen/rxn 100 copias de gen/rxn
Youmans et al., 2014 SYBR Green ST-la 98.25 0.9996 10 copias de gen/rxn* 100 copias de gen/rxn
ST-1b 95.02 0.9996 10 copias de gen/rxn* 100 copias de gen/rxn
Liuetal. 2013 Sonda de hidrélisis LT 95.8 0.998 10° UFC/g de heces 10 copias de gen/rxn
iuetal., )
(TagMan) ST-la, ST-1b 95.5 0.998 10° UFC/g de heces 10 copias de gen/rxn
Antikainen et al,, 2013~ Sondadehidrolisis ) - or o or gy D SD 1 ng/ml 1 ng/ml
(TagMan)
LT 99.17 0.9907 1 UFC/rxn 1 UFC/rxn
Patel et al., 2011 SYBR Green ST-la 9827  0.9947 1 UFC/rxn 1 UFC/rxn
Sonda de baliza
Ram et al., 2008 molecular ("molecular LT 99.8 0.997 2 UFC/ml 2 UFC/ml

beacon™)

SD: Sin datos.
UFC/rxn: Unidad formadora de colonia por reaccion.
* Cuando se usa ADN de heces, el limite de deteccion es 100 copias de gen/rxn.



3.3  Técnicas de amplificacion isotérmica

Las técnicas de amplificacion isotérmica permiten la replicacion de acidos nucleicos
in vitro a una sola temperatura durante la reaccion (Li y Macdonald, 2015). Se las
puede clasificar en 4 grupos: aquellas que se basan (i) en la transcripcion del ARN,
(ii) en la replicacion del ADN y con alineamiento de cebadores (“primers”) mediada
enzimaticamente (en lugar de calor), (iii) en el uso de ADN polimerasa con
desplazamiento de hebras a partir de secuencias lineales o circulares y (iv) en el uso
de ese tipo de polimerasa mas un evento de corte de hebra (Li y Macdonald, 2015).
Algunas de ellas requieren un paso de pre-calentamiento, por lo que estas no son

“verdaderamente” isotérmicas.

Estas técnicas tienen multiples aplicaciones, como la deteccion de ADN,
genotipificaciéon de SNPs, deteccion de ADN metilado, deteccién de micro ARN,
entre otros. Incluso, con ciertas modificaciones, pueden ayudar a detectar proteinas,
moléculas pequefias (como ATP y NAD") e iones metalicos. Ademas, pueden ser
adaptadas en sistemas con microfluidos, con capilares o plataformas basadas en papel

y plastico (Zhao et al., 2015).

3.3.1 Amplificacion isotérmica mediada por lazos (LAMP)

La amplificacion isotérmica mediada por lazos (LAMP, del inglés “Loop-mediated
Isothermal Amplification”) es una de las primeras de este tipo en ser desarrollada y
ha sido muy usada en técnicas de diagnostico. LAMP usa 4 a 6 primers y una ADN

polimerasa con actividad de desplazamiento de hebras para generar productos de

23



amplificacion de distintos tamafos que tienen varias repeticiones del gen amplificado
(Notomi et al., 2000). Los primers, dos internos y dos externos, reconocen 6 sitios
diferentes del ADN blanco. La primera amplificacion radica en que los primers
externos, en cada hebra por separado, hibridizan con la region complementaria en el
ADN blanco vy sintetizan el ADN por medio de la ADN polimerasa; mientras que la
hebra desplazada por esta Gltima sirve como blanco para los primers internos. Luego,
los primers internos se autohibridizan y forman una estructura con doble lazo. Esta
estructura permite que la amplificacion sea ciclica, usando principalmente los primers

internos (Notomi et al., 2000).

La amplificacion se da entre 60°C y 65°C, no necesita paso de pre-calentamiento y
puede producir 10° copias del gen en una hora (Notomi et al., 2000). La deteccién del
producto puede darse por electroforesis (en donde los amplicones aparecen en forma
de escalera), por turbidez con la precipitaciéon de pirofosfato de magnesio o a tiempo
real por medicién de fluorescencia usando caseina o azul de hidroxi-naftol. Ademas,
la técnica puede tolerar la presencia de inhibidores en muestras clinicas mejor que la
PCR (Li y Macdonald, 2015). No obstante, se ha reportado que la técnica puede
producir resultados falsos positivos, debido a contaminacion cruzada por aerosoles o

por artefactos de primers (Senerath et al., 2014).

Con respecto a ETEC, se ha desarrollado técnicas basadas en LAMP para detectar las
toxinas LT-1 y ST-I usando ADN extraido de cepas como ADN molde. El limite de
deteccién fue de 4 y 40 UFC/rxn, respectivamente (Yano et al., 2007). Ademas,

también se puede detectar la fimbria F5, una adhesina importante en cepas de ETEC
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provenientes de cerdos, utilizando LAMP y con un limite de deteccion de 72
UFC/rxn (Jiang et al., 2012). Finalmente, se ha reportado una técnica de deteccion de
LT-1 que utiliza ADN extraido de muestra de leche para consumo humano, cuyo

limite de deteccion fue 574 UFC/ml (Yang et al., 2014).

3.3.2 Amplificacion con recombinasa y polimerasa (RPA)

Una técnica de amplificacion isotérmica mas reciente y que esta siendo evaluada en
diagndstico es la amplificacion con recombinasa y polimerasa (RPA, del inglés
“recombinase polymerase amplification”). La RPA utiliza tres proteinas principales:
una recombinasa, proteinas de union a ADN de cadena simple y una ADN polimerasa

con actividad de desplazamiento de hebras (Piepenburg et al., 2006).

La forma de amplificar del RPA esta esquematizada en la Fig. 2. Los primers son
recubiertos por la recombinasa usvX del fago T4 con ayuda de la proteina usvY vy el
Carbowax 20M, un agente “crowding”. Este complejo nucleoproteico es capaz de
identificar la regién complementaria en el ADN molde y la recombinasa cataliza el
intercambio de hebras, formando un loop en forma de D. La hebra desplazada es
estabilizada por proteinas gp32 del fago T4, que son proteinas de union a hebra
simple (SSB). Luego, la recombinasa se separa de los primers usando una reaccion de
hidrolisis de ATP y la ADN polimerasa Bsu de Bacillus subtilis puede comenzar a
sintetizar usando el extremo 3’ de los primers. La actividad de desplazamiento de
hebras de Bsu permite continuar la sintesis en ambos sentidos, mientras que la hebra

desplazada se estabiliza con proteinas gp32. Cuando las polimerasas se encuentran, el
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ADN molde se separa por efectos estéricos y se forman dos complejos de
amplificacion. Después, las polimerasas pueden terminar la extension para generar
dos copias del ADN original. Nuevos complejos nucleoproteicos de primers y
recombinasa se forman e invaden las nuevas copias para iniciar otro ciclo de
amplificacion. Todo el proceso se inicia con la presencia de Mg**, que es el cofactor
de la recombinasa y la ADN polimerasa. EI ATP es obtenido y regenerado mediante

una sistema de fosfocreatina y creatina kinasa (Piepenburg et al., 2006).

Los componentes de la reaccion son comercializados por la empresa TwistDx
(www.twistdx.co.uk) y la formulacion actual usa la recombinasa RecA de
Escherichia coli, la ADN polimerasa Sau de Staphylococcus aureus, y el
polietilenglicol (PEG) como agente “crowding”. Ademas, se puede adaptar la RPA
para que pueda detectar ARN incorporando una transcriptasa reversa a la reaccion

que funciona a una sola temperatura (Daher et al., 2016).
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a. Recombinase/ oligonucleotide primer complexes form and target homologous DNA

\N\N NN
e .

b. Strand exchange forms a D-loop
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c. Polymerase initiates synthesis
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\S“.;.“

d. Parental strands separate & synthesis continues

)=

=4 -

e. Two duplexes form

\/\/\\/\\ Oligonucleotide primers Recombinase , Polymerase -@» SSB

Figura 2. La amplificacién con recombinasa y polimerasa (RPA). Los primers
son recubiertos con recombinasa para invadir el ADN molde. Luego, el ADN
polimerasa comienza la sintesis y las hebras desplazadas son estabilizadas con SSB.
Las nuevas copias de ADN pueden iniciar otro ciclo de amplificacion. Tomado de
TwistDx (http://www.twistdx.co.uk/).

La presentacion comercializada de los reactivos de RPA contiene acetato de
magnesio 280 mM, el tampon (“buffer”) de rehidratacion (PEG 35K 1.5%, acetato de
potasio 100mM, buffer Tris-acetato 35mM pH 8.3 y acetato de magnesio 14mM) y
un “pellet” liofilizado que consiste en gp32 900ng/pL, uvsX 120ng/uL, uvsY
30 ng/pL, Sau 0.25U, creatina kinasa 100ng/pL, PEG 35K 5.5%, trehalosa 6%, ATP

2.5mM, fosfocreatina 50mM y 240uM de cada dNTP (Chandu et al., 2016). En

27


http://www.twistdx.co.uk/

primer lugar, el “pellet” es disuelto con el buffer y luego se agregan los primers,
sondas, agua y el ADN molde. El acetato de magnesio es agregado al final para evitar

amplificacion temprana (Daher et al., 2016).

Posteriormente, las reacciones son incubadas a la temperatura elegida y luego de 4
min, TwistDx recomienda un paso de agitacion breve antes de terminar la incubacion
(TwistDx, 2014). Si bien se ha probado que el paso de agitacion genera una eficiencia
de amplificacion adecuada, también se ha reportado que obviar este paso no afecta la
reaccion (Vinelli, 2011). Finalmente, parece que este paso es importante cuando la
cantidad de ADN es baja en la muestra y que puede evitarse cuando se usa pequefios

volumenes de reaccion (1 — 5 ul) (Lillis et al., 2016).

La deteccion de producto amplificado se puede realizar con electroforesis en gel de
agarosa, a tiempo real por medicion de fluorescencia y por oligocromatografia usando
tiras de flujo lateral (“lateral flow strips”). Usualmente, los ensayos son desarrollados
para ser detectados por electroforesis y posteriormente, son adaptados a la deteccion a
tiempo real o con tiras de flujo lateral. En ambos casos, se necesita del disefio de una
sonda para el gen de interés y de proteinas adicionales, los cuales también son

proporcionados por TwistDx (James y Macdonald, 2015; Daher et al., 2016).

Para la deteccidn en tiempo real se usan sondas exo, las cuales son oligonucleétidos
de 46 a 52 bases con un fluoréforo y un extintor (“quencher”) separados por un sitio
abasico; es decir, que la base nitrogenada es reemplazada por tetrahidrofurano (THF)

en el medio de la secuencia (aproxidamente a 15 nt del extremo 3’ que esta bloqueado
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con fosfato). Una vez que la sonda hibridiza con ayuda de las recombinasas, la
exonucleasa Il (Exolll) de E. coli reconoce y corta el sitio de THF, lo que libera el

“quencher” y permite la deteccion de fluorescencia (Daher et al., 2016).

Por otro lado, para la deteccion por oligocromatografia se usan sondas nfo, también
de 46 a 52 bases. En estas, los extremos 5’ y 3’ deben estar marcados con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) o carboxifluoresceina (FAM) y un bloqueador
(fosfato o un espaciador C3), respectivamente. Ademas, la sonda debe contener un
sitio abasico de tal forma que se forme un mismatch y el primer reverse es
modificado de tal forma que estd marcado con biotina en su extremo 5’. Con los
primers reverse marcados, se inicia la amplificacion que da como productos ADN
marcados con biotina por un extremo. Usando estos como ADN molde, la sonda
también es recubierta con recombinasas, lo que permite la invasion y la formacién del
loop en forma de D. La endonucleasa nfo reconoce el mismatch en el sitio del THF y
corta la sonda en esa posicion. Esta escision genera un grupo hidroxilo en posicion 3’
que puede ser usado por la ADN polimerasa para iniciar la sintesis. El producto de
amplificacion final estara marcado a la vez por biotina y el fluoréforo en extremos
opuestos. Este producto doblemente marcado puede ser capturado por tiras de flujo
lateral, las cuales tienen una region con estreptavidina que tiene una altisima afinidad
por la biotina. El otro extremo del producto amplificado es capturado por anticuerpos
contra el fluoréforo unido a particulas de oro, las cuales permiten la deteccion

mediante una banda de color rojizo (James y Macdonald, 2015; Daher et al., 2016).
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La deteccion con oligocromatografia es méas practica que la deteccion a tiempo real,
puesto que no se necesita de un equipo adicional y el resultado se define por
observacion directa. Sin embargo, la deteccion a tiempo real es mas rapida y permite

cuantificar el gen amplificado (James y Macdonald, 2015; Daher et al., 2016).

Diversas caracteristicas hacen que el RPA pueda ser aplicado en campo. En primer
lugar, la RPA puede llevarse a cabo entre 30° y 45°C (James y Macdonald, 2015;
Tabla 2). Para lograr la temperatura de reaccion, se puede usar una incubadora, un
bafio Maria e incluso, el calor corporal del pufio o de la axila (Crannell et al., 2014b;
Wang et al.,, 2017). Ademas, los reactivos se pueden almacenar en seco y sin
necesidad de refrigeracion: son estables por 12 semanas a 25°C y por 3 semanas a

45°C, lo cual facilita el transporte a zonas rurales o alejadas (Lillis et al., 2016).
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Tabla 2. Rango de temperaturas reportadas para ensayos de RPA.

Referencia Patdgeno Tempe_rgtuza de
reaccion (°C)
Yang et al., 2017 Circovirus porcino tipo 2 30-45
Viroide del enanismo del

Kappagantu et al., 2017 lapulo ("Hop stunt viroid") 37-42
Wang et al., 2017 Soya GTS "40-3-2" 33.9-40
Yang et al., 2017 Herpesvirus porcino 1 30! - 45
Yinetal., 2017 Theileria annulata 30-45

Virus de la peste de los

Yang et al., 2017 - : 37 -45
pequefios rumiantes
Sun et al., 2016 Schistosoma japonicum 30" - 45
Wang et al., 2016 Circovirus porcino tipo 2 34 -42
Prescott et al., 2016 Herpesvirus 3 de la carpa 33-41
Chandueetal, 2016 ™% ;gguz'%(zlzgf'd“p 37-41
Wu et al., 2016 Cryptosporidium spp. 30-45
Yang et al., 2016 Orf virus 30 - 45
Rosser et al., 2015 Schistosoma haematobium 30-45
Santiago-Felipe et al., Salmonella typhimuriur_r] y 37 - 42
2015 Cronobacter sakazakii
Jaroenram et al., 2014 Densowru_s de F_’enaeus 35-40
stylirostris
Kersting et al., 2014 Plasmodium falciparum 30-45

! Deteccién débil

Asimismo, el tiempo esperado de reaccion es 15 minutos, habiéndose reportado
ensayos con 5 min (Tabla 3). El tiempo esperado disminuye si se usa la deteccion a
tiempo real (James y Macdonald, 2015). Por otro lado, la técnica se ha adaptado para
su realizacion en aparatos hechos de papel y plastico y en sistema de fases solidas; los
cuales abaratan los costos, permiten el analisis de varias muestras al mismo tiempo y
automatiza el proceso (Mayboroda et al., 2016). Ademas, se ha demostrado que la

RPA es tolerable a suero sanguineo diluido, heparina, hemoglobina y etanol, los
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cuales son inhibidores de PCR (Kersting et al., 2014). Incluso, la RPA tiene ventajas

sobre la LAMP, como la menor cantidad de primers, el menor tiempo y la menor

temperatura, lo cual lleva a un menor consumo de energia (Escadafal et al., 2014).

Tabla 3. Tiempos minimos (y 6ptimos) de reaccion reportados para RPA.

Tiempo minimo de

Referencia Patogeno reaccion (6ptimo)?,
min
Yang et al., 2017 Circovirus porcino tipo 2 10
Kappagantu et al., 2017 Il;gtz(lj;d(?'l(—jlilpesr,]tmlts U}?o?g.l.) 10 (20)
Yang et al., 2017 Herpesvirus porcino 1 10
Yinetal., 2017 Theileria annulata 5 (10)
Yang et al., 2017 Virus de la peste de los 10 (15)
pequefios rumiantes
Tuetal ooy Viusdelaatitieancefaliis g gy
Sun et al., 2016 Schistosoma japonicum 5 (10)
Wu et al., 2016 Cryptosporidium spp. 10
Yang et al., 2016 Orf virus 10 (15)
Wang et al., 2016 Parvovirus tipo 2 canino 20
Rosser et al., 2015 Schistosoma haematobium 5 (10)
Jaroenram et al., 2014 Densowru_s de F_>enaeus 20 (30)
stylirostris
Kersting et al., 2014 Plasmodium falciparum 5 (10)
Krdlov et al., 2014 Chlamydia trachomatis 10

LEl nimero en paréntesis indica el tiempo 6ptimo

Por estas caracteristicas, recientemente se ha comenzado a aplicar RPA en técnicas de

diagnostico de diversos patdgenos; incluyendo el virus de inmunodeficiencia humana

(Rohrman y Richards-Kortum, 2012), Cryptoporidium parvum (Crannell et al.,

2014Db), Leishmania infantum (Castellanos-Gonzalez et al., 2015), Giardia lamblia

(Crannell et al., 2015), Mycobacterium tuberculosis (Boyle et al., 2014), la STEC
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(Murinda et al., 2014); entre otros muchos. De estos trabajos, el formato en tiempo

real es el mas frecuente (Daher et al., 2016).

Asimismo se ha podido aplicar la RPA para diagndstico en zonas rurales alejadas. Por
ejemplo, en Senegal se aplico esta técnica para detectar el virus de la fiebre amarilla
(Escadafal et al., 2014), el virus de la fiebre aftosa del ganado Egipto (Abd EI Wahed
et al., 2013) y el virus del Ebola en Guinea (Magro et al., 2017). Ademas, muchos
otros estudios han logrado probar sus ensayos de RPA en muestras clinicas para
poder calcular el desempefio diagndstico (“diagnostic performance”) de sus técnicas

(Tabla 4).
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Tabla 4. Evaluacion en muestras clinicas de ensayos de RPA.

Referencia

Patogeno

Tamafo

muestral

Sensibilidad
(%, 1C 95%)

Especificidad
(%, 1C 95%)

VPP
(%, IC 95%)

VPN
(%, 1C 95%)

Wambua et al., 2017

Wang et al., 2017
Raja et al., 2017
Magro et al., 2017
Yang et al., 2017
Yang et al., 2017
Abd El Wahed et al.,
2017
Xing et al., 2017

Yang et al., 2017

Tuetal., 2017

Cabada et al., 2017

Candidatus Phytoplasma
oryzae
Parpovirus porcino
Bacterias ITU
Virus del ébola
Circovirus porcino tipo 2

Herpesvirus porcino 1
Virus del zika

Schistosoma japonicum
Virus de la peste de los

pequefios rumiantes

Virus de la artritis-encefalitis

caprina (CAEV)

Fasciola hepatica

66

115
50
50

102

103

34

200

37

200

102

100 (93.9 - 100)

100 (96.2 — 100)
89 (75 - 96)
90 (68.3 - 98.7)
100 (88.8 - 100)
93.3 (77.9 - 99.2)

92 (74 - 99)
100 (94.1 - 100)

90 (68.3 - 98.8)

100 (97.7 - 100)

87.8 (73.8 - 95.9)

57.1 (18.4 —90.1) 93.6 (84.5  98.2)

100 (83.9 — 100)
100 (78 - 100)
60.8 (38.5 - 80.3)
100 (94.9 - 100)
100 (95 - 100)

100 (66.3 - 100)

96.4 (91.8-98.8) 98.5 (91.8 - 99.9)

100 (80.5 - 100)

83.7(69.3-93.2) 95.7 (91.4 - 98.3)

100 (91.6 - 100)

100 (96.2 — 100)
100 (89.1 - 100)
66.7 (46 - 83.5)
100 (88.8 - 100)
100 (87.6 - 100)

100 (85.2 - 100)

100 (81.5 - 100)

100 (90.3 - 100)

100 (39.8 - 100)

100 (83.9 — 100)
77.7 (52.4 - 93.6)
87.5 (61.6 - 98.4)
100 (94.9 - 100)
97.3 (90.6 - 99.7)

81.8 (48.2 - 97.7)
100 (97.3 - 100)

89.5 (66.9 - 98.7)

100 (90.3 - 100)

89.4 (76.9 - 96.5)



GE

Wang et al., 2017
Patel et al., 2016
Clarke et al., 2017
Sun et al., 2016
Wang et al., 2016
Yang et al., 2016

Mondal et al., 2016

Yang et al., 2016

Faye et al., 2015

Castellanos-Gonzalez
et al., 2015

Chao et al., 2015
Abd El Wahed et al.,
2015
Teoh et al., 2015

Crannell et al., 2015

Jaroenram et al., 2014

Coxsackievirus A6
Virus del chikungunya
Streptococcus agalactiae
Schistosoma japonicum
Circovirus porcino tipo 2

Virus del ébola
Leishmania donovani

Orf virus

Virus del ébola

Leishmania infantum

Orientia tsutsugamushi
Virus del dengue

Virus del dengue

Giardia lamblia

Densovirus de Penaeus

234
58
124
45
48
375

96

108

141

12

22

185

203

104

117

96.6 (88.1 - 99.6)
100 (90.3 - 100)
100 (95.8 - 100)
92.6 (66.1 - 99.8)
100 (91.8 - 100)
97.4 (95.5 - 99.3)

100 (92.6 - 100)

100 (93.8 - 100)
97.1' (90 - 99.7)
91.22 (83.4 - 96.1)

100 (54.1 - 100)

78.9 (54.4 - 93.9)
785 (70.1 - 85.5)

77.0 (65.1-85.8)

72.6 (59.8 - 83.1)

100 (89.1 - 100)

97.7 (94.3 - 99.4)
100 (84.6 -100)
100 (91 - 100)
100 (88.8 - 100)
100 (47.8 - 100)
97.1 (93.9 - 100)

100 (92.6 - 100)

100 (92.9 - 100)
78.8 (67.6 - 87.7)
100 (92.9 - 100)

100 (54.1 - 100)

100 (75.3 - 100)
100 (94.4 - 100)

97.9 (94.0-99.3)

95.2 (83.8 - 99.4)

94.1 (86.8 - 98.1)

93.3 (83.8 - 98.2)
100 (90.3 - 100)
100 (95.8 - 100)
100 (88.8 - 100)
100 (91.8 - 100)
98.9 (96.8 - 99.8)

100 (92.6 - 100)

100 (93.8 - 100)
81.9 (71.9 - 89.5)
100 (95.7 - 100)

100 (54.1 - 100)

100 (78.2 - 100)
100 (96.2 - 100)

94.0 (83.8-97.9)

95.7 (85.5 - 99.5)

86.5 (71.2 - 95.5)

98.9 (95.9 - 99.9)
100 (84.6 -100)
100 (91 - 100)

96.9 (83.8 - 99.9)
100 (47.8 - 100)

96.9 (83.8 - 99.9)

100 (92.6 - 100)

100 (92.9 - 100)
96.6 (88.1 - 99.6)
86.2 (74.6 - 93.9)

100 (54.1 - 100)

76.5 (50.1 - 93.2)
71.1 (60.6 - 80.2)

90.8 (85.2-94.5)

70.2 (56.6 - 81.6)

100 (95.5 - 100)



9¢

Boyle et al., 2014
Ahmed et al., 2014

Murinda et al., 2014

Escadafal et al., 2014

Crannell et al., 2014
Daher et al., 2014
Krdlov et al., 2014

Abd El Wahed et al.,

2013

stylirostris

Mycobacterium tuberculosis

Leptospira spp.
Escherichia coli productora
de Shiga-toxina

Virus de la fiebre amarilla

Cryptosporidium parvum
Streptococcus agalactiae
Chlamydia trachomatis
Virus de la fiebre aftosa del

ganado

90*
63

136

34/

27°
21
50
70

45

91.4 (85 - 97.9)
87.5 (81.7 - 97.9)
94.7 (71.9 - 99.7)
93°(80.9 - 98.5)

83.7° (69.3 - 93.2)

80 (56.3 - 94.1)

71.4 (41.9 - 91.6)
80 (44.4 - 97.5)
96 (79.6 - 99.9)

83.3 (51 - 97)

65 (48.3 - 79.4)

100 (90 - 100)
95.4 (92.3 - 98.1)
97.7 (86.5 - 99.9)
97.8 (92.4 - 99.7)
97.8 (92.4 - 99.7)

100 (76.7 - 100)

100 (75.3 - 100)

100 (71.5 - 100)

100 (86.3 - 100)
100 (92 - 100)

60 (14.7 - 94.7)

100 (89.1 - 100)
95.5 (84.5 - 99.4)
94.7 (71.9 - 99.7)
95.2 (83.8 - 99.4)
94.7 (82.2 - 99.3)

100 (79.4 - 100)

100 (69.2 - 100)
100 (63.1 - 100)
100 (85.8 - 100)
100 (69.1 - 100)

92.9 (76.5 - 99.1)

89.7 (75.8 - 97.1)
87 (73.7 - 90.1)
97.7 (86.5 - 99.9)
92.6 (85.8 - 97.1)
96.8 (91 - 99.3)

77.8 (52.4 - 93.6)

82.3 (56.6 - 96.2)
84.6 (54.6 - 98.1)
96.2 (80.4 - 99.9)
96.7 (88.5 - 99.6)

82.3 (56.5 - 96.2)

IC 95%: Intervalo de confianza al 95%
VPP: Valor predictivo positivo

VPN: Valor predictivo negativo

! Comparado con “RealStar Filovirus RT-PCR” kit, > Comparado con “EBOV one-step real-time RT-PCR”
* Se amplifico la secuencia de insercion 151081, * Se amplificé la secuencia de insercién 156110

% Como deteccién de STEC, ® Como deteccién de genotipo

" Como RPA en tiempo real, ® Como RPA en oligocromatografia con tiras de flujo lateral



IV. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La ETEC causa diarrea en todos los grupos de edad. Es una importante causa de
diarrea en nifios menores de 5 afios (Lanata et al., 2013), es comdn en diarrea en
adolescentes y adultos (Lamberti et al., 2014) y es la principal causa de la diarrea del
viajero (Jiang y DuPont, 2017). El desarrollo de vacunas contra ETEC es dificil
debido a la heterogeneidad de las cepas: no todas expresan las toxinas LT o ST y la
frecuencia de los CF es variada. Incluso, hay variabilidad de resultados al probar

vacunas en distintas poblaciones (Qadri et al., 2005).

Por otro lado, existe una alta incidencia de resistencia antibiotica, especialmente
contra ampicilina, co-trimoxazol y tetracicilina, en cepas de ETEC aisladas de nifios
en PerQ. Incluso, se ha encontrado que entre 30 y 40% de estas cepas presentaron
resistencia a mas de un antibiotico. Probablemente, esto se deba al uso empirico de
antibidticos en nifios, lo cual no es correcto, ya que la diarrea a esta edad puede
deberse a distintos patdgenos, no solo bacterias. Actualmente, un tratamiento
antibidtico adecuado para ETEC en nifios no puede ser recomendado debido a la falta
de ensayos clinicos disefiados para este fin, que a su vez requiere de un método de

deteccidn rapido y préactico, el cual no esta disponible (Medina et al., 2015).

Asimismo, un diagnostico rapido de ETEC seria util en los estudios de diarrea en
militares en paises en vias de desarrollo o de brotes diarreicos en situaciones de
desastres naturales (Ahmed y Qadri, 2008). Debido a esto, el desarrollo de técnicas de

diagnostico de aplicacion sencilla en campo es necesario. La RPA tiene
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caracteristicas que logran que su uso en zonas rurales sea factible (James y

Macdonald, 2015).

Este proyecto propone desarrollar una técnica de diagndstico de ETEC basada en
RPA, la cual se espera pueda ser aplicada en hospitales o centros de salud y futuros
estudios clinicos. Ademaés, se espera que el desarrollo de técnicas de diagnostico
usando RPA vy las tiras en flujo lateral o en tiempo real pueda ser extendido a las otras
E. coli diarrogénicas, otros enteropatdgenos o para detectar genes de resistencia a

antibidticos presentes en dichas bacterias.

38



V. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

51 Hipdtesis

Los genes que codifican para las toxinas termolébil (LT) y termoestable (ST) de
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) pueden ser detectados mediante la
amplificacion con recombinasa y polimerasa (RPA), con una sensibilidad vy

especificidad mayor a 90%.

5.2  Objetivo general

Desarrollar un método molecular para el diagndstico de Escherichia coli
enterotoxigénica (ETEC) en muestras de heces mediante la deteccion simultanea de
los genes codificantes de las toxinas LT y ST por la amplificacion con recombinasa y

polimerasa (RPA).

5.3  Objetivos especificos

a) Disefiar y seleccionar cebadores (“primers”) para amplificar los genes
codificantes de las toxinas LT y ST (ST-lay ST-Ib) adecuados para la RPA.

b) Determinar las condiciones Optimas y el limite de deteccion del método para
el diagnédstico de ETEC en heces basado en RPA.

C) Determinar la sensibilidad y especificidad diagndstica del método para el
diagnostico de ETEC en heces basado en RPA usando PCR en tiempo real

como estandar de oro.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Diseno del estudio

Este trabajo es un estudio experimental y transversal para los objetivos de
estandarizar y optimizar el método para el diagnostico de ETEC en heces basado en
RPA, y para determinar la sensibilidad y especificidad diagndstica de dicho método,

respectivamente.

En resumen, se disefiaron y seleccionaron primers para los genes que codifican para
las toxinas LT, ST-la y ST-Ib adecuados para su deteccion simultanea por RPA. Se
revelaron los productos de amplificacion por electroforesis en gel de agarosa. Se
utilizaron los ADN extraidos de la cepa ETEC H10407 y de muestras de heces
infectadas artificialmente con esa cepa como controles positivos. Se determinaron las
condiciones de reaccion Optimas (agitacion, temperatura y tiempo). Se evalud la
especificidad (ausencia de reaccion cruzada con otros patdgenos) y la sensibilidad
(limite de deteccion) analiticas. Finalmente, se determind la sensibilidad y la
especificidad diagnostica de la técnica de RPA en muestras de heces previamente

recolectadas usando la PCR en tiempo real como estandar de oro.

6.2  Poblacion, muestra y tamafio muestral

Las muestras de heces que fueron utilizadas provienen de un estudio previo y se
encuentran en el banco de muestras del Laboratorio de Infectologia Pediatrica

(Laboratorios de Investigacion y Desarrollo [LID], UPCH) almacenadas a -20°C.
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Un total de 3649 muestras de heces se recolecton en un estudio clinico randomizado
doble ciego cuyo objetivo era determinar el efecto de la lactoferrina bovina en la
prevencion de diarrea. Se recolectaron 915 muestras de pacientes con diarrea y 2734
muestras “controles” (muestras colectadas en ausencia de diarrea una semana antes y
después de la fecha de toma de la muestra, recolectadas cada 1-2 meses). Estas
muestras fueron obtenidas de 555 nifios entre 12 y 24 meses desde enero de 2008 a

marzo de 2011 en Independencia, Lima (Ochoa et al., 2013).

En este estudio, los criterios de inclusion fueron aquellos nifios cuyas madres
aceptaron la participacion de sus hijos en el ensayo clinico, con el criterio de tener
entre 12 y 18 meses y haber sido destetados. En tanto, los criterios de exclusion del
trabajo original fueron la presencia de diarrea severa, persistente o cronica,
malnutricion severa, infecciones severas que requirieron una hospitalizacién en el
mes anterior, una enfermedad cronica seria, y una historia personal o familiar de

alergia a leche de vaca, eczema, rinitis alérgica o asma (Ochoa et al., 2013).

Todas las muestras recolectadas fueron analizadas para buscar la presencia de DEC
mediante PCR en tiempo real (Barletta et al., 2009). En este analisis, 63 (6.9%) y 114
(4.2%) de las muestras provenientes de pacientes con diarrea y muestras controles,
respectivamente, fueron positivas para ETEC (presencia de LT, ST-la y/o ST-Ib). En

total, 177 (4.9%) muestras de lo recolectado resultaron con presencia de ETEC.

Para el calculo del tamafio de muestra, se considero la sensibilidad y especificidad

esperadas de 90%, en base a diversos estudios que comparan el RPA con la PCR en
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tiempo real (Escadafal et al., 2014). Con un 95% de nivel de confianza, 80% de
potencia de la prueba y un error de estimacion de 5%, se calculd la cantidad de

muestras a analizar (Hajian-Tilaki, 2014):

(2P G =Py + 2511 - P’ _ [165,/09(0.1) + 0.842 0.95(0.05)]"

= 1823
(P = Py)? (0.05)?

Es decir, se necesitarian 183 muestras positivas para ETEC y 183 muestras con
ausencia de la bacteria. No obstante, debido a los costos y la cantidad y calidad de las
muestras almacenadas, se optd por analizar 150 muestras positivas y 150 muestras
negativas para ETEC. Con este nuevo tamafio de muestra, el poder de la prueba es

70.73%, conservando los demas parametros.

6.3  Operacionalizacion de Variables

Las variables utilizadas estan descritas en la Tabla 5. Para la optimizacion, la
deteccion por RPA fue la variable dependiente; mientras que las variables
independientes fueron los primers, el tipo de ADN, el paso de agitacion, el tiempo y
temperatura de reaccion, el limite de deteccion y la presencia de reaccion cruzada. En
tanto, para caracterizar los sistemas de gPCR, se usaron la temperatura de fusién o de
melting (Tm, del inglés “melting temperature”), el limite de deteccion vy
cuantificacion, la eficiencia de amplificacion y la linealidad. Finalmente, para el
analisis de muestras se considero la deteccidn del gen codificante de la toxina LT, de
la toxina ST o de ETEC (presencia de alguno de los genes), sea por RPA o por el

estandar de oro.

42



194%

Tabla 5. Definicion y caracteristicas de las variables usadas en este estudio.

Variable Definicion Tipode  Escala de
Variable medicion
Amplificacion del gen analizado por RPA. Se determina Dependiente
Deteccion por RPA como la presencia de la banda correspondiente al peso Cualitativa ~ Nominal
molecular para el gen en gel de agarosa. Dicotémica
Secuencia de nucléotido que es complementario a un gen Independiente
Cebador o Primer que & P g Cualitativa ~ Nominal
especifico. L
Politomica
. : . Independiente
Tipo de ADN Fuente de ADN. Pue(_je ser a partir de cultivo bacteriano o a Cualitativa  Nominal
partir de heces infectadas o
Dicotomica
Purificacion del producto de Proceso por el cual se elimina sustancias inhibidoras o Indepe.ndl.ente .
e . e . . . Cualitativa ~ Nominal
amplificacion productos inespecificos. Se realiza mediante un Kit. .
Dicotomica
. . Independiente
o Proceso por el cual se genera una mayor interaccién entre los o .
Paso de agitacion 9 . Cualitativa ~ Nominal
componentes de la reaccion. Se realiza de forma manual. .
Dicotomica
Independiente
Tiempo de reaccion Tiempo total de incubacion. Se midio en un cronometro. Cuantitativa Razon

Continua




4%

Independiente

. Temperatura en la cual se lleva a cabo la amplificacion. Se fijo - De
Temperatura de reaccion : Cuantitativa
en una incubadora. . Intervalo
Continua
Concentracion minima (en UFC/rxn) que puede ser Independiente
Limite de deteccion amplificada. Se determina como aquella concentracion hasta ~ Cuantitativa Razo6n
donde se puede presenciar la banda correspondiente al gen. Continua
. . Deteccion por RPA usando ADN proveniente de una fuente Indepe.ndl.ente .
Presencia de reaccion cruzada ) Cualitativa ~ Nominal
gue no contiene ETEC. S
Dicotomica
Temperatura en la cual la mitad de la secuencia de ADN esta
. como hebra simple y la otra mitad como hebra doble. Se Independiente
Temperatura de melting o de . . . . - De
- determina mediante PCR en tiempo real, en una graficade la  Cuantitativa
fusion . . i . . Intervalo
primera derivada negativa de la fluorescencia versus la Continua
temperatura.
Concentracion (en UFC/rxn) hasta la cual se puede obtener
- e una relacidn lineal entre el ciclo umbral (Cq) y el logaritmo ~ Cuantitativa .
Limite de cuantificacion Razon

natural de la cantidad de bacterias. Se determina mediante
PCR en tiempo real.

Continua




1%

Representa la proporcion de ADN sintetizado en cada ciclo de
PCR. Se toma como referencia el valor de 100%, el cual indica

que se duplico la cantidad de ADN en cada ciclo. Se determina  Cuantitativa

Eficiencia de amplificacion mediante la formula E = (107%™ — 1) x 100%, donde E es Continua Razon
la eficiencia y m es la pendiente de la recta generada entre el
ciclo umbral y el logaritmo natural de la cantidad de bacterias.
Representa que porcentaje de la variacion de los datos se
explica por el modelo de regresion lineal. Se determina e
. . . . L 2 Cuantitativa De
Linealidad mediante el coeficiente de determinacion (R®) de la recta .
. . Continua Intervalo
generada entre el ciclo umbral y el logaritmo natural de la
cantidad de bacterias.
Deteccidn del gen para LT por Pres_enma del gen para ITT en la muestra por RPA.' Se Cualitativa .
determina como la presencia de la banda correspondiente al TP Nominal
RPA Dicotomica
gen para LT en gel de agarosa
Detecci6n del gen para ST por Pres_,enma del gen para S_T en la muestra por RPA_. Se Cualitativa _
determina como la presencia de la banda correspondiente al . Nominal
RPA Dicotomica
gen para ST-la o ST-Ib en gel de agarosa
Presencia de ADN proveniente de ETEC en la muestra. Se Cualitativa
Diagnostico de ETEC por RPA  determina por la deteccion de algin gen (LT, ST-la o ST-1b) Dicotémica Nominal

por RPA




1%

Deteccion del gen para LT por
PCR en tiempo real

Presencia de gen para LT en la muestra por PCR en tiempo
real. Se determina como una temperatura de melting (Tm)
esperada para el gen para LT y una derivada negativa mayor a
500 unidades

Cualitativa
Dicotdmica

Nominal

Deteccion del gen para ST por
PCR en tiempo real

Presencia de gen para ST en la muestra por PCR en tiempo
real. Se determina como una temperatura de melting (Tm)
esperada para el gen de la toxina ST y una derivada negativa
mayor a 500 unidades

Cualitativa
Dicotdmica

Nominal

Diagnostico de ETEC por PCR
en tiempo real

Presencia de ADN proveniente de ETEC en la muestra. Se
determina por la deteccion del gen LT o ST en la muestra por
PCR en tiempo real

Cualitativa
Dicotomica

Nominal




6.4  Procedimientos y Técnicas

6.4.1 Crecimiento bacteriano

La cepa ETEC H10407 (ATCC 35401; LT+ ST-lat+ ST-Ib+) fue descongelada y
sembrada en Agar MacConkey a 37°C por una noche. Entre 5 y 10 colonias fueron
colocadas en 75ml de caldo Luria Bertani (LB) y fueron cultivadas a 37°C y agitacion
moderada por una noche. Al dia siguiente, el cultivo fue diluido en caldo LB fresco
hasta una densidad Optica (OD) a 600nm entre 0.1 y 0.2. Se repartio en alicuotas de
25ml y se dejé crecer a 37°C y 250 rpm por 8 horas. En cada hora, se midié la OD
600nm de una de las alicuotas. Este experimento se repetid 3 veces para obtener una
curva de crecimiento y determinar el tiempo de la fase logaritmica de crecimiento.

Asimismo, se calculé el tiempo de duplicacién segun Mandsberg et al. (2009).

6.4.2 Extraccion de ADN bacteriano y de muestras de heces infectadas

Para obtener ADN bacteriano, la cepa ETEC H10407 fue cultivada segln lo descrito
en la seccion anterior por el tiempo determinado para llegar a la fase logaritmica de
crecimiento. Luego, el cultivo bacteriano fue centrifugado a 4000 rpm por 10 min y
se descartd el medio de cultivo. Después, se agregd 10ml de buffer fosfato salino
(PBS) al pellet celular, se homogenizo y centrifugdé a 4000 rpm por 10 min. El
sobrenadante fue descartado y el pellet fue resuspendido en 5ml de buffer PBS.
Después, se extrajo el ADN a partir de 200 pl de la suspension bacteriana usando el

“High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
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Alemania). Luego, se midio la concentracion y la pureza (ratio A260/280) del ADN

extraido usando un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Rockford, EEUU).

Para determinar la concentracion de bacterias, se realizaron diluciones a la suspension
bacteriana de ETEC H10407 en un factor de 1/10 usando buffer PBS. Luego, se
sembro por duplicado 100pl de cada dilucion en agar MacConkey y se cultivo a 37°C
por una noche. Al dia siguiente, se cont6 la cantidad de unidades formadoras de
colonias (UFC) en cada placa y se determind la concentracion de la suspension

bacteriana original en UFC/ul.

Para infectar las heces con ETEC H10407, se pesaron aproximadamente 200mg de
heces (confirmadas sin la presencia de alguna DEC por PCR en tiempo real) y se
mezclaron con una alicuota de la suspensién bacteriana de ETEC equivalente a la

cantidad de UFC deseada.

Para extraer el ADN de las muestras de heces, se usé el “High Pure PCR Template
Preparation Kit” (Roche Diagnostics GmbH) y se siguieron los pasos recomendados
por el fabricante con algunas modificaciones. En resumen, las modificaciones
incluyeron un paso de centrifugacion a 13500 rpm por 5 min antes de colocar el
sobrenadante obtenido en la columna de separacion y utilizar 100 ul del buffer de
elucion. Posteriormente a la extraccion, se midio la concentracion y la pureza (ratio

A260/280) del ADN extraido usando un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).
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6.4.3 Disefio de primers

Para disefar los primers, las secuencias de los genes codificantes para las toxinas LT,
ST-la y ST-Ilb fueron descargadas de la base de datos GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Se alinearon por separado cada gen y
simultaneamente las secuencias de los genes para las toxinas ST-la y ST-Ib usando

Clustal Omega (Sievers et al., 2011) para determinar las regiones conservadas.

Tomando en cuenta el alineamiento, se escogieron primers de longitud entre 30 y 35
nt, con un %GC entre 30 y 70, con pirimidinas en el extremo 5’ (primeros 3 -5 nt) y
de GC en el extremo 3’ (Gltimos 3 nt) y sin repeticiones continuas de nucle6tidos
(TwistDx Ltd). Asimismo, se evalud la formacion de estructuras secundarias y
dimeros de primers usando OligoAnalyzer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer), y
la especificidad de los primers mediante BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). En caso de ser necesario, se disefiaron

primers con nucleo6tidos degenerados para cubrir la mayor cantidad de secuencias.

Aunque existen recomendaciones de TwistDx para el disefio de primers, también se
ha reportado que primers de menor tamafio y disefiados para PCR pueden funcionar
adecuadamente para la RPA (TwistDx Ltd.; Daher et al., 2016). Por este motivo, se
probd seleccionar inicialmente los primers reportados para amplificar los genes
codificantes de las toxinas LT, ST-la 'y ST-lb por Guion et al. (2008). Estos primers
fueron LT-F (5’-TCTCTATGTGCATACGGAGC-3°), LT-R (5-

CCATACTGATTGCCGCAAT-3"). STIa-F (5-
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TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAA-3’), STIb-F (5-
TGCTAAACCAGTAGAGTCTTCAAAA-3’) y ST-R (5-

GCAGGATTACAACACAATTCACAGCAG -3°).

6.4.4 Seleccion de primers para RPA

Para probar la eficacia de los primers, se utilizé el TwistAmp Basic Kit (TwistDx Ltd.,
Cambrigde, Inglaterra) con algunas modificaciones para tener un volumen final de 25
ul. En cada reaccion, se usé 14.75 pl del buffer de rehidratacion (TwistDx Ltd.,
Cambrigde, Inglaterra), los primers a 480nM de concentracion final, acetato de
magnesio a 14mM de concentracion final y 2 ul del ADN molde. Como ya se
menciond, los primers probados fueron los reportados por Guion et al. (2008). Cada
reaccion conto con un control positivo (ADN extraido de ETEC H10407, equivalente
a 10° UFC/rxn) y blanco de reaccién [agua de grado molecular (Sigma-Aldrich,
Missuori, EEUU)]. Las reacciones fueron incubadas a 42°C por 4 min y luego, la
mezcla se agitd moderadamente y se volvié a incubar a 37°C hasta completar los 30
min. El producto de amplificacién fue revelado por una electroforesis en gel de
agarosa al 2% a 70V por 70 min con una tincién en bromuro de etidio. Se determiné
que los primers fueron adecuados si se observaron productos de amplificacion en los
tamanos esperados (322 pb para LT, 159 pb para ST-la 'y 138 pb para ST-Ib). No se

pudo realizar la secuenciacion de los productos de amplificacion.

Luego, se estandarizo el ensayo usando ADN extraido de heces infectadas con ETEC

H10407, equivalente a 10° UFC/rxn. Los tres genes se amplificaron individual y
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simultaneamente (combinando los primers de los diferentes genes en la reaccion)
usando el TwistAmp Basic kit (TwistDx Ltd.) bajo las condiciones descritas. Para
verificar si el ADN extraido de heces contenia el gen para la toxina LT, se realizé una
PCR convencional en el termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems, California, EEUU). El volumen final de la reaccién fue 17 pl y consistio
en 0.03U/ul de GoTag® DNA Polymerase en 1X Green GoTaq® Reaction Buffer
(Promega, Wisconsin, EEUU), 240uM de cada deoxinucledtido trifosfato (ANTP) y
MgCl, 1.7mM. Se usaron los primers reportados por Guion et al (2008) y sus
concentraciones finales fueron 0.6 uM. El protocolo de amplificacién fue el
siguiente: una desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min, 30 de ciclos de
desnaturalizacion (94°C por 20s), hibridizacion (60°C por 30s) y extension (72°C por
30s), y una extension final de 73°C por 5 min. Los productos de amplificacién fueron

revelados bajo las condiciones descritas para la RPA.

Debido a los resultados obtenidos, se evalué algunos primers disefiados en este
estudio para el gen de LT usando el TwistAmp Basic kit (TwistDx Ltd., Cambrigde,
Inglaterra) con algunas modificaciones para tener un volumen final de 25 pl, segun lo
descrito  anteriormente.  Los  primers usados fueron LT-F4 (5-
CCATATGAACAGGAGGTTTCTGCGTTAGGTGG-3"), LT-F5 (5-
CTCACTTAGCAGGACAGTCTATATTATCAGG-37), LT-R2 (5-
GAATTCTGTTATATATGTCAACCTCTGACT-3") y LT-R5 (5-
TCCTGAGATATATTGTGCTCAGATTCTGG-3’). Para la reaccion de RPA, se

usaron las cuatro combinaciones de primers forward y reverse. Cada reaccion conto
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con un control positivo (ADN extraido de ETEC H10407), ADN extraido de heces
infectadas con ETEC H10407 y blanco de reaccién. Los productos de amplificacion
fueron revelados segun lo descrito anteriormente. A la par, una porcion del producto
amplificado fue incubado a 65°C por 10 min antes de realizar la electroforesis
(Londofio et al. 2016). Se determind que los primers fueron adecuados si si se

observaron productos de amplificacion en los tamafios esperados.

Para corroborar la ausencia de inhibidores en el ADN molde, estos fueron usados en
una PCR convencional realizada en el termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems). El volumen final de la reaccion fue 17 pl y consistia en
0.03U/ul de GoTag® DNA Polymerase en 1X Green GoTaq® Reaction Buffer
(Promega), 240uM de cada dNTP y MgCl, 1.7mM. Las concentraciones finales de
los primers fue 0.6 pM. El protocolo de amplificacion fue el siguiente: una
desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min, 30 de ciclos de desnaturalizacion (94°C
por 20s), hibridizacion (60°C por 30s) y extension (72°C por 30s), y una extension
final de 73°C por 5 min. Los productos de amplificacion fueron revelados segun lo

descrito anteriormente.

Una vez escogido el par de primers para amplificar el gen que codifica la toxina LT,
se procedid a verificar el ensayo para la amplificacién simultanea de los genes para
LT, ST-lay ST-Ib, usando el TwistAmp Basic kit (TwistDx Ltd.), segin lo descrito
anteriormente. Las concentraciones finales de los primers para LT, ST-la y ST-lb
fueron 400, 360 y 400 nM, respectivamente. Se realizd la combinacion de los tres

primers y solo LT y ST-la. Cada reaccion contd con los controles ya mencionados.

52



Finalmente, los productos de amplificacion fueron revelados segun lo descrito

anteriormente.

6.4.5 Optimizacion del ensayo

Los parametros que se optimizaron fueron el uso del paso de agitacion a los 4 min del
inicio de la incubacion, el tiempo de reaccién (5 — 30 min) y la temperatura de
reaccion (30 - 50°C). Para la optimizacion del paso de agitacién, se utilizaron los
controles anteriormente mencionados. En tanto, las reacciones de RPA fueron
realizadas usando el TwistAmp Basic kit (TwistDx), con un volumen final de reaccion
de 25ul, de manera similar a lo descrito en la seccién anterior. Se evalud la
combinacidén de los tres genes y solo LT y ST-la. El producto de amplificacion fue

revelado segun lo descrito en la seccidn anterior.

6.4.6 Especificidad analitica

Para verificar la especificidad del ensayo de RPA, se extrajo ADN de diferentes
enteropatdgenos y de ADN de heces confirmadas sin la presencia de alguna DEC por
PCR en tiempo real, las cuales fueron evaluadas con el ensayo de RPA usando el
TwistAmp Basic (TwistDx), segun lo descrito anteriormente. Por los resultados, se
decidié no continuar evaluando a la toxina ST-Ib y se evalué simultaneamente la
presencia de los genes para LT y ST-la. El producto de amplificacion fue revelado
segun lo descrito anteriormente. La especificidad de la prueba se comprobd al
observarse un patron similar a lo observado en el blanco de reaccion. Las cepas

usadas para este proceso fueron DAEC RMAL102, STEC EDL 933, EPEC 2348/69,
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EIEC 213, EAEC 042, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Shigella flexneri ATCC
12022 y una cepa clinica de Vibrio cholerae. Todas las cepas estan criopreservadas

en el banco de cepas del Laboratorio de Infectologia Peadiatrica.

6.4.7 PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR) para ETEC

Para comparar el limite de deteccion con los ensayos de RPA, se desarrollé algunos
sistemas de PCR cuantitativo en tiempo real. Las PCR fueron realizadas en el
termociclador CFX-96TM Real-Time System (BioRad, California, EEUU) y fueron
monitoreadas por el software CFX Manager 2.0 (BioRad, California, EEUU). EI
volumen final de la reaccién fue 20 pl y contenia 0.5U de la ADN polimerasa
Phusion en buffer high-fidelity Phusion (Finnzymes OY, Espoo, Finlandia), 200uM
de cada dNTP y MgCl, 4mM. Se diluy6 el SYBR Green | (Cambrex Bio Science,
Rockland, EEUU) segln lo recomendado y se agreg6 a la concentracion final de 1X.
Se probaron los primers reportados por Guion et al. (2008) para los genes
codificantes de las toxinas LT y ST, asi como los primers seleccionados en este
trabajo para la amplificacion del gen de la toxina LT con RPA. Las concentraciones
finales de los primers para los genes codificantes la toxinas LT y ST fueron de 0.36 y
0.26 UM, respectivamente. Los genes fueron evaluados por separado. El protocolo de
amplificacion fue el siguiente: una desnaturalizacion inicial a 98°C por 30s, 40 ciclos
de desnaturalizacion (98°C por 20s), hibridizacion (60°C por 20s) y extension (72°C
por 20s), y una extension final a 73°C por 3min. Luego de esto, se realiz6 una curva

de melting en el rango de 73° a 95°C a una velocidad de 0.2°C/s y una lectura cada
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0.2°C. Los picos de melting fueron calculados automaticamente con el software CFX

Manager 2.0 (BioRad).

En cada ensayo, se realiz6 por duplicado curvas estdndar usando ADN extraido de
cultivo bacteriano o de heces infectadas que representaron el rango de 10° a 1 UFC de
ETEC H10407/rxn. Para el analisis de cuantificacion, se grafico los ciclos umbrales
(Cq) frente al logaritmo natural de la cantidad de UFC correspondiente. La pendiente
de la recta (m) fue calculada por regresion lineal en el software CFX Manager 2.0
(BioRad). Por otro lado, la eficiencia de amplificacion (E) fue determinada usando la
formula E = (107Y/™ — 1) x 100%. Para determinar el rango dinamico en que la
relacion de las variables sea lineal (coeficiente de determinacion (R?) cercano a 1), se
eliminaron los datos de las concentraciones de ADN pertinentes. El limite de
cuantificacion fue definido como la concentracibn mas baja dentro del rango
dinamico lineal. Se realizaron 4 ensayos de gPCR, en dias distintos y con diferentes

preparaciones (réplicas biologicas) de ADN bacteriano y de heces.

6.4.8 Sensibilidad analitica (Limite de deteccion)

Para determinar el limite de deteccion del ensayo de RPA para la amplificacion
simultanea de genes para LT y ST-1a, se utiliz6 el TwistAmp Basic kit (TwistDx), con
un volumen final de reaccion de 25ul, de manera similar a lo descrito en la seccion
anterior y con las condiciones Optimas antes escogidas. Se utilizaron dos fuentes de
ADN molde: bacteria (ETEC H10407) y heces infectadas por ETEC H10407. Se

realizaron diluciones a partir del ADN extraido de cultivo bacteriano o de heces
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infectadas en un factor de 1/10 de tal forma que se obtuvo concentraciones que
representaron el rango de 10° a 1 UFC de ETEC H10407/rxn. Los productos de

amplificacion fueron revelados segun lo descrito anteriormente.

6.4.9 Analisis de muestras de heces

En total, se analizaron 316 muestras de heces previamente recolectadas y
almacenadas a -20°C. Se seleccionaron al azar 166 y 150 muestras que resultaron con
presencia y ausencia de ETEC, respectivamente, segun lo reportado por Ochoa et al.
(2013). En ese estudio, para determinar la presencia de ETEC (y de los otros
patotipos de DEC), se realiz6 el PCR en tiempo real reportado por Guion et al (2008)
en un conjunto (“pool”) de 5 colonias aisladas a partir de la siembra de cada muestra
de heces en agar MacConkey. Para extraer el ADN de las muestras de heces, se uso el
“High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche Diagnostics GmbH) y se
siguieron los pasos recomendados por el fabricante con algunas modificaciones antes
mencionadas (Seccion 6.4.2). La concentracion promedio del ADN de las muestras
fue 9 ng/ul (Rango intercuartilico [RI1Q]: 7.1 — 14 ng/ul, rango: 2.5 — 107.8 ng/ul),
mientras que el ratio de absorbancia 260/280 fue de 1.48 (RIQ: 1.36 — 1.70, rango:

1.10 - 2.14) y el ratio 260/230 fue de 0.44 (RIQ: 0.37 — 0.54, rango: 0.20 — 2.10).

Para comprobar la calidad del ADN extraido, se realizé una PCR convencional para
amplificar el gen de la beta globina humana. Esta fue realizada en un termociclador
Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). ElI volumen final de la

reaccion fue 20 pl y consistia en 0.03U/ul de GoTaq® DNA Polymerase en 1X Green
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GoTag® Reaction Buffer (Promega), 240uM de cada dNTP y MgCl, 1.7mM. Los
primers fueron HBBL-F (5'-GGCAGACTTCTCCTCAGGAGTC-3") y HBBL-R (5’-
CTTAGACCTCACCCTGTGGAGC-3’) y sus concentraciones finales fueron 0.5 uM
(Boggild et al., 2007). El protocolo de amplificacion fue el siguiente: una
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, 35 ciclos de desnaturalizacion (94°C por
20s), hibridizacion (50°C por 30s) y extension (72°C por 30s), y una extension final
de 72°C por 5 min. Los productos de amplificacion fueron revelados segun lo
descrito anteriormente. Para comprobar que la presencia de inhibidores no fuera un
problema en la PCR, se tomaron las muestras que no pudieron amplificar el producto
esperado, se diluyeron en factores de 1/5 a 1/100 y se volvio a realizar la PCR
descrita. En ningln caso, se obtuvo un producto de amplificacion. Por este motivo, se
descartaron para los analisis futuros aquellas muestras que no pudieron amplificar el

producto esperado del gen de la beta globina humana.

Debido al tiempo de almacenamiento, existe la posibilidad de pérdida de plasmidos
que contienen los genes a analizar (Durand D y Ochoa TJ, comunicacion personal).
Por esto, se realiz6 una “nueva” PCR en tiempo real para detectar los genes que
codifican para LT y ST. La PCR fue realizada en el termociclador CFX-96TM Real-
Time System (BioRad) y fue monitoreada por el software CFX Manager 2.0
(BioRad). El volumen final de la reaccion fue 20 pl y constia en 0.4U de la
polimerasa Phusion en buffer high-fidelity Phusion (Finnzymes OY, Espoo,
Finlandia), 200uM de cada dNTP y MgCl, 4mM. Se diluyé el SYBR Green |

(Cambrex Bio Science, Rockland, EEUU) segun lo recomendado y se agrego a la
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concentracion final de 1X. Se usaron los primers reportados por Guion et al. (2008)
para los genes codificantes de las toxinas LT y ST, a una concentracion final de 0.5
MM. Las toxinas fueron evaluadas simultaneamente. El protocolo de amplificacion
fue el siguiente: una desnaturalizacion inicial a 98°C por 30s, 40 ciclos de
desnaturalizacion (98°C por 20s), hibridizacion (60°C por 20s) y extension (72°C por
20s), y una extension final a 73°C por 3min. Luego de esto, se realiz6 una curva de
melting en el rango de 73° a 95°C a una velocidad de 0.2°C/s y una lectura cada
0.2°C. Los picos de melting fueron calculados automaticamente con el software CFX
Manager 2.0 (BioRad). En este estudio, el estandar de oro usado para comparar el
ensayo de RPA fue esta PCR en tiempo real para detectar simultaneamente los genes
codificantes de las toxinas LT y ST; y no se utilizaron para ese fin, la PCR en tiempo
real descrito por Guion et al. (2008) y usada por Ochoa et al. (2013), ni las qPCR

descritas en la seccion 6.4.7.

Después, las muestras fueron evaluadas con el ensayo de RPA usando el TwistAmp
Basic (TwistDx), segin lo descrito anteriormente. Se evalué simultineamente la
presencia de los genes para LT y ST-la. Cada reaccion contd con los controles ya
mencionados (Seccion 6.4.4). Los productos de amplificacion fueron segun lo
descrito anteriormente. La presencia de ETEC en las muestras fue determinada con la

amplificacion de al menos uno de los genes en estudio.
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6.5 Consideraciones éticas

Las muestras fueron codificadas para su uso, es decir, se prescindié de la identidad
del nifio en todo momento y los resultados fueron incorporados al banco de datos
correspondientes para las muestras codificadas. EI proyecto en cual se recolectaron
las muestras (“Estudio randomizado, controlado de lactoferrina bovina para la
prevencion de diarrea en nifios”; Ochoa et al., 2013) y este trabajo fueron aprobados
por el Comité Institucional de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia

(SIDISI 51407 y 100261, respectivamente).

6.6 Plan de anélisis

Para determinar la normalidad de los datos de las variables cuantitativas, se uso la
prueba de Shapiro-Wilk. Para resumir la distribucion de las variables, se utilizd la
media aritmética y su desviacion estadndar, o la mediana, su rango intercuartilico
(RIQ) y el rango de valores; de acuerdo a la normalidad y la escala de medicion de las
variables. En caso de comparar dichas variables, se utiliz6 la prueba de t-Student no
pareada o la prueba de Mann-Whitney, de acuerdo a la normalidad y la escala de
medicién de las variables. Se determiné la significancia estadistica con un p < 0.05

mediante el paquete estadistico Stata 12 (StataCorp LP, EEUU).

Por otro lado, para las muestras de heces, los resultados de la “nueva” PCR en tiempo
real, asi como los del ensayo de RPA (positivo 0 negativo para LT o ST) fueron

afiadidos en la base de datos correspondiente.
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En el estandar de oro (la “nueva” PCR en tiempo real), las muestras fueron
clasificadas como positivas para un gen determinado si el ciclo umbral (Cq) fue
menor a 25, presentd una temperatura de melting (Tm) segun lo esperado para el gen
y la primera derivada de la fluorescencia a dicha Tm fue mayor a 500 unidades. En
tanto, se clasificaron como negativas aquellas muestras que no tuvieron una Tm

esperada para LT y ST.

En los ensayos de RPA, la presencia o ausencia de la banda correspondiente a los
genesen estudio en el gel de agarosa fueron interpretadas como un resultado positivo
0 negativo, respectivamente. Ademas, se tomé en cuenta el perfil obtenido para el

control negativo y el blanco de reaccion para clasificar una muestra como negativa.

Posterior al andlisis de muestras, se determind la cantidad y porcentaje, y su
respectivo intervalo de confianza al 95% (IC 95%), de muestras positivas de ETEC
solo con la toxina LT, solo con ST y con ambas, tanto por la nueva PCR en tiempo
real como la RPA. Para comparar dichos porcentajes entre las pruebas de diagndstico,

se utilizé la prueba de chi cuadrado.

Ademas, se calculd la sensibilidad, la especificidad, el valor predictivo positivo
(PPV) y negativo (NPV), y sus respectivos IC 95%, para la deteccion de ETEC (solo
LT, solo ST-la o LT/ST-la), del gen codificante para la toxina LT (solo LT o LT/ST-
la) y del gen codificante para la toxina ST-la (solo ST-la o LT/ST-la) usando como
estandar de oro la “nueva” PCR en tiempo real. Para contrastar las hipotesis que la

sensibilidad y la especificidad son mayores a 90%, 85% u 82.5%, se utilizo la prueba
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Z de una cola. La significancia estadistica fue determinada por un p < 0.05 para todas
las pruebas estadisticas. Todos estos calculos y pruebas fueron realizados en el

paquete estadistico Stata 12 (StataCorp LP).

Finalmente, se determind el porcentaje de concordancia y el indice kappa entre las
pruebas de diagnostico usando el paquete estadistico Stata 12 (StataCorp LP). Los
escenarios considerados fueron para la deteccién de ETEC (presencia 0 ausencia) y

para la deteccion del genotipo (solo LT, solo ST-la, LT/ST-la 0 ninguno).
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VIl. RESULTADOS

7.1 Analisis de secuencias nucleotidicas

Al realizar la busqueda en GenBank (Junio, 2017), se encontraron 34 accesos para la
toxina LT que correspondieron a las subunidades A y B. Al buscar por subunidad, se
encontraron 34 secuencias completas para la subunidad A y 36 para la subunidad B.
En tanto, hubo 35 accesos correspondientes a secuencias completas para los genes de

las toxinas ST: 21 para ST-la y 14 para ST-Ib.

Al alinear las secuencias completas del operdn de la toxina LT, 4.53% (52/1148)
fueron posiciones no conservadas y el nimero maximo de posiciones no conservadas
seguidas fue 2. Al realizar lo mismo para cada subunidad, se encontrd que el 4.37%
(34/777) y 4.8% (18/375) de las posiciones fueron no conservadas para la subunidad
A'y B, respectivamente. Asimismo, el nimero méximo de posiciones no conservadas

seguidas fue 2 en cada subunidad.

Por el contrario, al alinear las 35 secuencias de la toxina ST, 40.64% (89/219) fueron
posiciones no conservadas y el nimero maximo de posiciones no conservadas
seguidas fue de 6; mientras que el de posiciones conservadas seguidas, 13. Ademas,

se encontro repeticiones de adeninas en varias porciones de las secuencias.

Al realizar el alineamiento con las secuencias para la toxina ST-la y ST-lb por
separado, el porcentaje de posiciones no conservadas fue de 8.22% (18/219) y 5.48%
(12/219), respectivamente. En ambos casos, el nimero maximo de posiciones no

conservadas seguidas fue de 2.
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7.2  Disefio de primers

En total, se generaron 32 primers: 5 primers forward y 6 reverse para LT, 4 primers
forward y 4 reverse para ST-la y ST-Ib, por separado; y 1 primer forward y 4
reverse, todos estos con secuencias de nucleotidos degenerados, para la deteccion de
los genes codificantes de las toxinas ST-la y ST-Ib simultaneamente (Tabla 6). El
rango de la longitud de los primers fue de 29 a 34 nt, mientras que el rango del
porcentaje de GC fue de 30% a 50%. La energia libre de Gibbs (AG) predicha para la
formacion de estructuras secundarias (“hairpins”) fue menor a -3.5 kcal/mol;
mientras que la AG predicha para la formacion de homodimeros fue menor a -9.8

kcal/mol.

Por otro lado, los tamafios esperados del producto de amplificacion para el gen
codificante de la toxina LT estuvieron entre 73 y 936 pares de bases (pb); para el gen
codificante de la toxina ST-la, entre 132 y 187 pb; para el gen codificante de la toxina
ST-Ib, entre 88 y 203pb; y para la deteccidon simultanea de los genes codificantes de

ST-lay ST-Ib, entre 166 y 175 pb.

63



Tabla 6. Primers disefiados para amplificar los genes codificantes para las toxinas LT, STlay STlb.

Nombre Tamario AG - AG - Tamafo

Toxina  Orient. del Secuencia (5" -->3) %GC - producto
orimer (nt) Hairpin  Homo (pb)

LT Forward LT-F1 TTCCACTTACTATATATATGTTATAGCGACAGC 33 33.3 -0.53 -8.78  135-902
LT-F2 AATTCATCAAGAACAATTACAGGTGATACT 30 30 -0.37 -5.36 73-577

LT-F3 TTAATGTTAATGATGTATTAGGCGTATACAGCC 33 33.3 -1.31 -6.21 91-858

LT-F4 CCATATGAACAGGAGGTTTCTGCGTTAGGTGG 32 50 -0.68 -7.82  121-820

LT-F5 CTCACTTAGCAGGACAGTCTATATTATCAGG 31 41.9 0.41 -3.91  169-936

Reverse LT-R1 TATATCTGAGAATATGGTATTCCACCTAACG 31 355 -1.59 -5.95 91-169

LT-R2 GAATTCTGTTATATATGTCAACCTCTGACT 30 33.3 -2.31 -8.51  145-542

LT-R3 GTAGTTGTTATATAGGTTCCTAGCATTAGACAT 33 33.3 -0.25 -5.83  577-936

LT-R4 CTGCTAATCTGTAACCATCCTCTGCCGGAGC 31 54.8 -0.93 -9.75  175-291

LT-R5 TCCTGAGATATATTGTGCTCAGATTCTGG 29 41.4 -3.12 -6.73 73-432

LT-R6 GGTCTCTATATTCCCTGTTACGATGTAATCG 31 41.9 -2.71 -6.66  121-237

ST-la  Forward STla-F1 TTCTTTCTGTATTATCTTTTTCACCTTTCG 29 345 2.42 -3.61  151-183
STla-F2 CTGTATTATCTTTTTCACCTTTCGCTCAGGATG 33 39.4 -0.49 -4.67  145-177

STla-F3 GTATTATCTTTTTCACCTTTCGCTCAGGA 29 37.9 -0.97 -4.67  143-175

STla-F4 TTCACCTTTCGCTCAGGATGCTAAACCAG 29 48.3 -0.97 -4.67  132-164

Reverse STla-R1 TACAAGCAGGATTACAACACAATTCACAGC 30 40 1.19 -5.36  161-180
STla-R2 CGGTACAAGCAGGATTACAACACAATTCAC 30 43.3 0.53 -5.36  164-183

STla-R3 CAGTAATTGCTACTATTCATGCTTTCAGG 29 37.9 -1.54 -5.38  132-151

STla-R4 CAAGCAGGATTACAACACAATTCACAGCAG 30 43.3 0.58 -5.36  159-178

ST-Ib  Forward STIb-F1 TTAACTAATCTCAAATATCCGTGAAACAAC 30 30 0.88 -4.85  148-263

STIb-F2 TGAAACAACATGACGGGAGGTAACATGAAAAAGC 34 41.2 -2.35 -5.83  127-242
STIb-F3 TTGGCAATTTTTATTTCTGTATTATCTTTCC 31 25.8 0.67 -5.36 88-203
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STIb-F4 TATTATCTTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAAC 31 35.5 0.53 -1.94  154-184
Reverse STIb-R1 TAATAACATCCAGCACAGGCAGGATTACAAC 31 41.9 -2.27 -6.12  184-263
STIb-R2 CAAAGTTCACAGCAGTAAAATGTGTTGTTC 30 36.7 -1.61 -5.25  154-233
STIb-R3 CCAGCACAGGCAGGATTACAACAAAGTTCAC 31 48.4 -1.21 -3.29  175-254
STIb-R4  CTAATGTAATTTTCTCTTTTGAAGAGTCAAGTG 33 30.3 -2.33 -6.72 88-148
ST (ST- Forward STdeg- TCTGTATTRTCTTTYYCMYCTTTTRSTCAG 30 36.7 0.94 -4.83  166-175
lay ST- F1
Ib)*
Reverse STF(;fg' YACARGCAGGATTACAACAMARTTCACAGC 30 43.3 1.23 -5.12 175
STF(zigg- CARGCAGGATTACAACAMARTTCACAGCAG 30 45 1.1 -5.12 173
STF(;Beg- GCAGGATTACAACAMARTTCACAGCAGTAA 30 40 -1.12 -5.12 170
Sngg- GATTACAACAMARTTCACAGCAGTAAWWKS 30 35 -1.12 -1.47 166

*Nucleétidos degenerados: R (Go A), Y (ToC),M(A0C),S(GoC),W(AoT).



7.3 Crecimiento de la cepa Escherichia coli enterotoxigénica H10407

La curva de crecimiento de la cepa ETEC H10407 se presenta en la Fig. 3. En tres
cultivos independientes, la desviacion estandar de los OD 600nm obtenidos a cada
hora fue baja (0.001 a 0.028). Por otro lado, la ecuacion de la recta formada al
realizar una gréfica semilogaritmica de las OD 600nm versus el tiempo fue y =

0.4171x — 0.7618; por lo que el tiempo de duplicacion de la bacteria fue 25 min.

A las 2 horas de crecimiento, se encontré una OD 600nm de 1.1 y se eligio estos dos
datos como los caracteristicos en la fase del crecimiento logaritimico de la cepa

estudiada.

OD 600nm

Tiempo (h)

Figura 3. Curva de crecimiento de E. coli enterotoxigénica H10407. Los datos
representan el promedio de 3 ensayos independientes y las barras de error representan

la desviacién estandar.
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7.4  Concentracion de bacterias y extraccion de ADN bacteriano

En promedio, la concentracion en la suspension bacteriana a las 2 horas de
crecimiento fue de 2.63 x 10° UFC/ul. Por otro lado, la concentracién del ADN
bacteriano en ese punto fue 155.04 + 16.85 ng/upl, mientras que el ratio de

absorbancia 260/280 fue de 1.77 £ 0.053 y el ratio 260/230 fue de 1.88 + 0.094.

7.5  Seleccion de primers para RPA

La Fig. 4 muestra los productos de amplificacion del RPA usando los primers
descritos por Guion et al. (2008). Los tres genes mostraron una banda intensa en el
tamario esperado: LT, 322 pb; ST-la, 159 pb; ST-1b, 138 pb. En el caso de los blancos
de reaccion, se observaron numerosas bandas inespecificas y de diferente intensidad.
Para LT, tanto la banda principal como la inespecificas se presentaron como un
barrido (bandas “smear-like”). De interés, es una banda inespecifica que coincide con

el tamafio esperado para ST-Ib (Fig. 4).
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Figura 4. Deteccion individual de los genes de ETEC con RPA. M: marcador de
pares de bases, +: ADN bacteriano, -: blanco de reaccion. Las flechas indican las

posiciones aproximadas de los genes sefialados.

Como siguiente paso, se realizé la amplificacion simultanea de los genes codificantes
para las toxinas de ETEC mediante RPA y cuyo resultado se muestra en la Fig. 5. En
todos los casos, se observaron los productos de amplificacién en los tamafios
esperados, como en la Fig. 4. Asimismo, la banda correspondiente a LT presenté una
banda “smear-like”, que también se notd en la amplificacion simultanea de los genes
para ST-la y ST-1b como un producto inespecifico. Una vez mas, en los casos que se
amplifico el gen para ST-Ib, una banda inespecifica en el mismo tamafio que lo

esperado para el gen de esta toxina se presento en los blancos de reaccion.
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Figura 5. Deteccion simultanea de los genes de ETEC con RPA. M: marcador de
pares de bases, +: ADN bacteriano, -: blanco de reaccion. Las flechas indican las
posiciones aproximadas de los genes sefialados.

Si bien la intensidad de esa banda inespecifica disminuye al variar la concentracién
final de los primers para ST-Ib, esta no desaparece del todo, excepto cuando dicho

primer no estd presente. Ademas, se notd que su intensidad varia al usar diferentes

lotes de reactivos de RPA (datos no mostrados).

Usando el ADN extraido de las muestras de heces infectadas como molde, se realizo
una RPA para la deteccion individual y simultanea de los 3 genes de ETEC, lo cual se
muestra en la Fig. 6. Los genes para las toxinas ST-la y ST-Ib fueron amplificados
sin ningun problema, tanto individual como simultdneamente. Por otro lado, cuando

se usaron los primers para LT, se presentaron bandas inespecificas de diversos
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tamafios, simulando una escalera (bandas “ladder-like”), de manera similar a lo

obtenido en el blanco de reaccion (Fig. 6).

Cabe notar que el perfil obtenido para el blanco de reaccién en la Fig. 6 difiere a lo
obtenido en la Fig. 5. Esta heterogeneidad de resultados para el blanco se observé en
diferentes ensayos a lo largo de este trabajo. La banda inespecifica en el tamafio
correspondiente para ST-Ib estuvo presente (Fig. 6), pero en una menor intensidad a

lo obtenido en la Fig. 5.
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Figura 6. Deteccion individual y simultanea con RPA de los genes de ETEC en
heces infectadas. M: marcador de pares de bases, +: ADN bacteriano, -: blanco de
reaccion, Heces: ADN de heces infectadas. Las flechas indican las posiciones

aproximadas de los genes sefialados.
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Para comprobar que el ADN de heces infectadas contenia el gen para LT, se
realizaron simultaneamente una PCR y una RPA para amplificar dicho gen. Los
resultados de este ensayo se observan en la Fig. 7. Una vez mas, no hubo
amplificacion con RPA del gen LT al usar ADN de heces infectadas, pero si con
ADN bacteriano. Se observaron bandas “smear-like” en el blanco de reaccion. Por
otro lado, se observd un producto amplificado para el gen de LT tanto con ADN
bacteriano y ADN de heces infectadas al usar PCR, lo cual indica que el gen estaba
presente en la muestra. No se observaron bandas inespecificas en el blanco de

reaccion con PCR.
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Figura 7. Amplificacion del gen para LT en heces con RPA y PCR. M: marcador
de pares de bases, +: ADN bacteriano, -: blanco de reaccion, H: ADN de heces

infectadas. Las flechas indican las posiciones aproximadas del gen sefialado.

A pesar de que se probaron distintas concentraciones finales (500 a 800 nM) de los

primers para LT para incrementar la probabilidad de amplificacion por RPA, no se
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presentd el producto de amplificacién correspondiente para LT en ninguna

concentracion (datos no mostrados).

Por estos resultados, se decidio evaluar cuatro de los primers (F4, F5, R2 y R5)
anteriormente disefiados para la deteccion de la toxina LT (Tabla 6). Los tamafios de
productos de amplificacion predichos por el programa “In silico PCR amplification”
(Bikandi et al., 2004) para las combinaciones F4-R2, F4-R5, F5-R2 y F5-R5 fueron
388, 316, 504 y 432 pb, respectivamente. La Fig. 8 muestra los productos de

amplificacion de los ensayos de RPA y PCR usando estos primers.

Al no realizar ningun tratamiento posterior a la amplificacion con RPA, solo en la
combinacion F4-R5 se pudo observar una banda definida. En los demés casos, se
notaron bandas “smear-like” y algunas bandas inespecificas (Fig. 8A). No obstante, al
incubar los productos de amplificacion a 65°C por 10 min antes de la corrida
electroforética, la presencia de bandas “smear-like” disminuye notablemente y es
posible diferenciar bandas definidas en todas las combinaciones (Fig. 8B). Para los
pares F4-R2, F4-R5, F5-R2 y F5-R5, los tamafios observados en las bandas definidas
con mayor intensidad fueron aproximadamente 400, 300, 600 y 500 pb,
respectivamente. Solo las combinaciones con el primer LT-F4 tuvieron un tamafio

cercano a lo predicho in silico.
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Figura 8. Eleccion de los primers para el gen de la toxina LT. Cuatro primers disefiados en este trabajo (LT-F4, LT-F5, LT-
R2 y LT-F5) fueron usados en la deteccion del gen para la toxina LT usando RPA (A), RPA con una incubacién posterior a 65°C
por 10 min (B) o PCR (C). M: marcador de pares de bases, +: ADN bacteriano, -: blanco de reaccion, H: ADN de heces
infectadas.



Asimismo, se pudo notar que hubo bandas “ladder-like” en todos los controles
positivos de los pares de primers. Incluso, los tamafios de esas bandas fueron
aproximadamente un mdaltiplo del tamafio de la banda principal antes descrito.
Ademas, si bien todas las combinaciones presentaron bandas inespecificas en sus

blancos de reaccion, solo el par F4-R5 tuvo bandas de 100 pb a menos.

Por otro lado, al usar PCR, se obtuvo un producto de amplificacion en las 4
combinaciones, sin importar la fuente del ADN molde (Fig. 8C). Los tamafios de los
productos de amplificacion de los pares F4-R2, F4-R5, F5-R2 y F5-R5 fueron
aproximadamente 350, 300, 500 y 400, respectivamente. En este caso, todos los

tamarios fueron cercanos a lo predicho in silico.

Debido a que el par de primers F4-R5 fue el unico que pudo amplificar mediante
PCR y RPA, sin y con la incubacion posterior a 65° C, una banda definida con un
tamafio similar a lo predicho in silico, y a que su blanco de reaccion no presentd
bandas inespecificas de mas de 100 pb; se decidi6 optar por esa combinacién para la
deteccion del gen para LT usando RPA. Por otro lado, si bien la incubacion posterior
a 65°C mejora la calidad del resultado en el gel, esta le quita lo isotérmico a todo el

proceso, por lo que se decidié no emplearlo en el analisis de muestras.

Como siguiente paso, se realizo la amplificacion simultanea de los genes para las
toxinas de ETEC mediante RPA usando los primers antes escogidos para LT y los
primers descritos por Guion et al. (2008) para ST. Los resultados de este ensayo se

muestran en la Fig. 9.
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Figura 9. Deteccion simultdnea de LT y ST (ST-la y/o ST-1b) con RPA. Los
primers usados en cada ensayo se muestran en la parte inferior. M: marcador de pares
de bases, +: ADN bacteriano, -: blanco de reaccion, H: ADN de heces infectadas. Las

flechas indican las posiciones aproximadas de los genes sefialados.

Tanto al usar ADN bacteriano como ADN de heces infectadas, se observaron los tres
productos de amplificacion que corresponden a los tamafios esperados a los genes en

estudio, como se obtuvo anteriormente.

Por otro lado, cuando esta presente el primer para el gen de ST-Ib, el blanco de
reaccion presenta bandas “ladder-like”, similar a lo observado en la Fig. 6. La banda
inespecifica ubicada por el tamafio esperado a ST-lb estuvo presente en baja
intensidad. En cambio, cuando no esta dicho primer, la intensidad de las bandas
inespecificas del blanco de reaccion disminuye y no se observa la banda de tamafo

similara ST-Ib (Fig. 9).
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Debido a dicha banda inespecifica, se decidié no detectar ese gen en el analisis de
muestras y se escogieron los primers ya mencionados para la deteccién de LT y ST-la

en heces usando RPA.

7.6 Optimizacion del ensayo de RPA

El primer parametro a optimizar fue el paso de agitacion luego de los 4 min iniciada

la reaccion de RPA (Fig. 10).

« ST-la
<« ST-b

LT

ST-la S;TI ST-la S'II'J;a
ST-Ib = ST-Ib
Con agitacion Sin agitacion

Figura 10. Efecto del paso de agitacién en la RPA. Se realiz6 RPA con (A) o sin
(B) el paso de agitacion a los 4 min de la reaccion. Los primers usados en cada
ensayo se muestran en la parte inferior. M: marcador de pares de bases, +: ADN
bacteriano, -: blanco de reaccién, H: ADN de heces infectadas. Las flechas indican

las posiciones aproximadas de los genes sefialados.

76



No hubo grandes diferencias en los productos formados al realizar o no la agitacion
durante la reaccion de RPA (Fig. 10). Los tamafios y la intensidad de las bandas de
los 3 productos esperados fueron similares en ambos casos. Incluso, la cantidad de
productos inespecificos en el blanco de reaccion, que tuvieron un perfil de bandas
“ladder-like”, fue menor al eliminar el paso de agitacion, y tuvieron menos

intensidad.

El siguiente parametro evaluado fue el tiempo de reaccion, para lo cual, se detuvo la

reaccion a los 5, 15, 25 y 30 min (Fig. 11).

t (min)

M 5 10152030 M 5 10152030

<lT

« ST-la
<« ST-1b

LT
ST-la
ST-1b

LT
ST-la

Figura 11. Efecto del tiempo de reaccion en la RPA. Se detuvo la reaccién en el
tiempo indicado en la parte superior. Los primers usados en cada ensayo se muestran
en la parte inferior. M: marcador de pares de bases, t: tiempo de reaccién. Las flechas

indican las posiciones aproximadas de los genes sefialados.
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Al usar ADN bacteriano, se pudo detectar las bandas correspondientes a los genes
para LT y ST-la a los 5 min de reaccion, aunque su intensidad fue baja. Para el gen de
ST-Ib, se pudo notar una banda de intensidad baja desde los 15 min. Las intensidades
fueron aumentando conforme se incremento el tiempo de reaccién. No obstante, la
banda correspondiente para ST-Ib recién tuvo una intensidad similar a los otros genes
a los 30 min. No hubo diferencias en los resultados para los genes de LT y ST-la por
la presencia o ausencia de los primers para ST-Ib (Fig. 11). Por otro lado, se
obtuvieron los mismos resultados al usar ADN de heces infectadas (datos no
mostrados). Para evitar disminuir la sensibilidad de la prueba, se decidié dejar el

tiempo de reaccion en 30 min.

Posteriormente, se evalud la temperatura de reaccion (30, 37, 42, 45y 50 °C) y los
resultados se muestran en la Fig. 12. Al usar ADN bacteriano, se not6 la
amplificacion de los genes para LT y ST-la a 30 °C, pero con una baja intensidad de
bandas. En las temperaturas de 37, 42 y 45°C, se pudo observar la amplificacion de
los tres genes, pero la intensidad de sus bandas, en especial para ST-1b, fue mayor a
42°C. A 50°C, solo se pudo amplificar el gen para LT. No hubo diferencias en los
resultados para los genes de LT y ST-la por la presencia o ausencia de los primers
para ST-Ib (Fig. 12). Por otro lado, se obtuvieron los mismos resultados al usar ADN
de heces infectadas (datos no mostrados). Por lo descrito, se decidid mantener la

reaccion de RPA a 42°C.
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M 303742 4550 M 303742 4550
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« ST-la
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LT
ST-la
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ST-1b

Figura 12. Efecto de la temperatura de reaccion en la RPA. Las temperaturas
usadas estan indicadas en la parte superior. Los primers usados en cada ensayo se
muestran en la parte inferior. M: marcador de pares de bases, T: temperatura de

reaccion. Las flechas indican las posiciones aproximadas de los genes sefialados.

7.7  Especificidad analitica

Para verificar la ausencia de reacciones cruzadas con otros enteropatdgenos, se
evalu6 el ensayo de RPA para detectar ETEC (LT o ST-la) en heces con ADN
provenientes de diversos patogenos. Los resultados se muestran en la Fig. 13. Los
productos de amplificacion correspondientes para LT y ST-la pudieron observarse
solo con ADN de ETEC o de heces infectadas con esta bacteria. En todos los deméas
casos, se not6 la presencia de bandas “ladder-like” inespecificas, similar a lo obtenido

en el blanco de reaccion. Este perfil se noté también con el ADN de heces no

79



infectadas y fue considerado para determinar un resultado negativo de ETEC para las

muestras de heces.
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e B SR

METSISIAETSGS

({118

500— W
-
300— we W

100—

HEC

es
H,0

<« ST-la

Figura 13. Especificidad analitica del ensayo de RPA. Los ADN usados en cada

ensayo se muestran en la parte superior. M: marcador de pares de bases, EPEC: E.

coli enteropatogénica, EAEC: E. coli enteroagregativa, EIEC: E. coli enteroinvasiva,
DAEC: E. coli de adherencia difusa y STEC: E. coli productora de Shiga-toxina. Las

flechas indican las posiciones aproximadas de los genes sefialados.

7.8

PCR cuantitativo en tiempo real (qQPCR) para ETEC

En un primer momento, se utilizd los primers elegidos en este trabajo para la

deteccion de LT usando RPA (LT-F4 y LT-R5). Al usar ADN bacteriano, el rango

lineal de la curva estandar fue con las concentraciones de 10° a 10° UFC/rxn, con una
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eficiencia de 102.5% y un coeficiente de determinacion de 0.993 (Fig. 14A). Por otro
lado, se observaron dos picos de melting: uno con una Tm entre 85.2 y 85.4°C, que
corresponde al producto principal, mientras que el segundo pico varié entre 80.0 y
80.4 °C. (Fig. 14B). Este ultimo pico de melting comenzé a aparecer desde el punto
de 10 UFC/rxn y en las concentraciones menores. Asimismo, se noté que la altura
del pico de melting del producto principal disminuyé conforme la concentracion de

ADN fue menor.
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Figura 14. PCR cuantiativo en tiempo real (QPCR) para LT usando los primers
LT-F4 y LT-R5 y ADN bacteriano. (A) Andlisis de cuantificacion (Ct vs.
Logaritmo de la cantidad de UFC). La ecuacion de la recta fue Y = 37.045 — 3.095X.
(B) Curva de melting de los productos de amplificacion por qPCR. Los diferentes

colores representan distintos rangos de concentracion. Verde: 10° — 10* UFC/rxn,
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Azul: 10° UFC/rxn, Rojo: 10> UFC/rxn, Negro: 10" — 10° UFC/rxn y blanco de

reaccion.

Al usar ADN de heces infectadas, se observaron también dos picos de melting a las
temperaturas de 85.0 a 85.8 °C (producto principal) y de 80.2 a 80.6 °C (producto
inespecifico). No se pudo construir ninguna recta con la eficiencia y el coeficiente de
determinacion adecuados para la cuantificacion. Esto también se vio reflejado en las
cinéticas de reaccion, las cuales no podian distinguirse entre concentraciones (datos
no mostrados). Al realizar una electroforesis en gel de agarosa, se pudo detectar el
producto de amplificacion principal (aprox. 300 pb) hasta la concentracién de 10?
UFC/rxn. Asimismo, se notd un producto inespecifico de un tamafio aproximado de
100 pb en todas las concentraciones e incluso en el blanco de reaccion (datos no
mostrados). Este producto inespecifico no pudo ser eliminado al cambiar la
temperatura de alineamiento (63.8, 62.1, 60.2 y 57.7 °C) del gPCR (datos no

mostrados).

Debido a estos resultados, el gPCR se realizd con los primers para LT y ST
reportados por Guion et al. (2008). Como ejemplo, la Fig. 15 muestra la curva
estandar en el rango dinamico lineal y el anélisis de la temperatura de melting para la
amplificacion del gen codificante de la toxina LT usando ADN de heces infectadas.
En tanto, la Tabla 7 muestra los resultados de todos ensayos en 4 fechas distintas y el

promedio de los mismos.
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Figura 15. PCR cuantitativo en tiempo real (qQPCR) para LT usando los primers
LT-F y LT-R y ADN de heces infectadas. (A) Analisis de cuantificacién (Ct vs.
Logaritmo de la cantidad de UFC). La ecuacion de la recta fue Y = 33.535 — 3.328X.
(B) Curva de melting de los productos de amplificacion por qPCR. Los diferentes
colores representan distintos rangos de concentracion. Verde: 10° UFC/rxn, Rojo: 10°
UFC/rxn, Azul: 10* UFC/rxn, Morado: 10° UFC/rxn, Celeste: 102 UFC/rxn, Naranja
10 UFC/rxn, Marrén: 1 UFC/rxn, Negro: blanco de reaccion.

En el ensayo mostrado en la Fig. 15, el rango dindmico lineal abarco las
concentraciones desde 10% a 10° UFC/rxn, por lo que el limite de cuantificacion fue
100 UFC/rxn. La eficiencia de reaccion fue 99.7% y el coeficiente de determiacion
fue 0.991 (Fig. 15A). Asimismo, se observd un pico de melting con una Tm entre

85.0y 85.2°C.
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Tabla 7. Parametros de PCR cuantitativo en tiempo real para ETEC!. Cuatro gPCR fueron realizados para la cuantificacion

de (A) LT y (B) ST (ST-la'y ST-1b) usando los primers de Guion et al. (2008).

(A)
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4 Promedio
Pardmetro  ADN ADN ADN ADN ADN ADN ADN ADN — \pny  ADN
Bacteria Heces Bacteria Heces Bacteria Heces Bacteria Heces Bacteria Heces
Infectadas Infectadas Infectadas Infectadas Infectadas
Tm (°C) 85.24 + 85.14 + 85.22 + 85.09 + 84.85 + 84.70 84.62 + 84.80 + 84.97 + 84.93 +
0.08 0.19 0.06 0.15 0.13 0.11 0.06 0.09 0.28 0.23
Limite de
deteccion 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
(UFC/rxn)
Limite de
cuantificacion 10 102 10 10? 10 102 10 102 10 102
(UFC/rxn)
Eficiencia (%)  97.1 89.2 106.3 99.7 106.2 89.5 105.8 941  1039% 931t
451 4.92
R?2 0.996 0.996 0.995 0.991 0.995 0.996 0.993 0.997 093+ 09952

0.001

0.003




(B)

g8

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4 Promedio
Parametro ADN ADN ADN ADN ADN ADN ADN ADN ADN ADN
Bacteria Heces Bacteria Heces Bacteria Heces Bacteria Heces Bacteria Heces
Infectadas Infectadas Infectadas Infectadas Infectadas
Tm (°C) 80.73 + 80.80 + 80.60 + 80.56 + 80.54 + 80.53 + 80.80 + 80.84 + 80.65 + 80.68 +
0.42 0.47 0.13 0.36 0.40 0.47 0.47 0.52 0.36 0.44
Limite de
deteccion 102 10? 10? 10° 10? 10? 10? 102 102 102
(UFC/rxn)
Limite de
cuantificacion 102 10? 10? 10° 10? 10? 10? 10? 10? 10?
(UFC/rxn)
. 78.1+ 785 +
0
Eficiencia (%) 74.3 74 77.9 71.6 82 84.3 78.3 83.9 315 6.60
5 0.995 + 0.992 +
R 0.997 0.991 0.995 0.993 0.995 0.991 0.994 0.993 0.001 0.001

! Cuando es necesario, los datos son presentados como Media + Desviacion estandar
Tm: Temperatura de melting.

UFC/rxn: Unidad formadora de colonias/reaccion de PCR.

R?: Coeficiente de determinacion.



Para el gen codificante de la toxina LT, la temperatura de melting (Tm) fue 84.97 +
0.28 y 84.93 + 0.23 °C para ADN bacteriano y de heces infectadas, respectivamente.
No hubo diferencia significativa entre ambas Tm (p = 0.506). Ademas, el limite de
deteccion fue 10 UFC/rxn en ambos tipos de ADN molde. El limite de cuantificacion
fue 10 UFC/rxn al usar ADN bacteriano y 100 UFC/rxn para ADN de heces
infectadas. La eficiencia de la curva estandar usando ADN bacteriano (103.9 + 4.51
%) fue mayor (p = 0.01) que al usar ADN de heces infectadas (93.1 + 4.92 %). La

linealidad (R?) fue cercana a 1 en todos los casos.

Por otro lado, para la toxina ST, se obtuvo una Tm para ADN bacteriano y de heces
infectadas de 80.65 + 0.36 y 80.68 + 0.44 °C. No hubo diferencia significativa entre
ambas Tm (p = 0.650). Tanto el limite de deteccion como el de cuantificacion fue 100
UFC/rxn en ambos tipos de ADN molde. La eficiencia de la reaccion fue 78.1 + 3.15
% para el ADN bacteriano y 78.5 + 6.60 % para el ADN de heces infectadas. No
hubo diferencia significativa entre las dos eficiencias (p = 0.932). La linealidad (R?)

fue cercana a 1 en todos los casos.
7.9  Sensibilidad analitica (Limite de deteccion)

Para determinar el limite de deteccion para la deteccion simultanea de los genes LT y
ST-Ia, se utilizaron diluciones de ADN bacteriano y ADN de heces infectadas que
representaron 10° a 10° UFC/rxn como ADN molde en el ensayo de RPA

previamente estandarizado. Cada ensayo se hizo a la par (mismo dia y mismo lote de
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ADN) de los ensayos de gPCR descritos en la Tabla 7. La Fig. 16 muestra el

resultado de la RPA en uno de dichos dias.

A ik B Log
(UFC/rxn) (UFC/rxn)

M 6 5 4 3 2 1 0 - M 6 5 4 3 2 1 0 -

Figura 16. Limite de deteccion del ensayo de RPA. Se realiz6 RPA usando 1 a 10°
UFC/rxn de ADN bacteriano de ETEC H10407 (A) o ADN de heces infectadas (B).
Las concentraciones usadas (en Log(UFC/rxn)) se encuentran en la parte superior. M:
marcador de pares de bases, -: blanco de reaccion. Las flechas indican las posiciones

aproximadas de los genes sefialados.

Para el caso del gen de la toxina LT, el limite de deteccion fue 10 UFC/rxn al usar
cualquier fuente de ADN. La intensidad de las bandas fue alta hasta la concentracion
de 10? UFC/rxn en ambos casos. Por otro lado, para el gen de la toxina ST-la, el
limite de deteccion fue 10> UFC/rxn para ADN bacteriano y de heces infectadas, y se
pudo notar bandas de alta intensidad que representaron dicho gen hasta la
concentracién de 10° UFC/rxn. En cualquier caso, para la concentracion de 1

UFC/rxn y el blanco de reaccion, se obtuvo un perfil de bandas “ladder-like”. La
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cantidad de bandas inespecificas fue mayor al usar ADN de heces infectadas respecto

al ADN bacteriano. Estos resultados no variaron entre cada dia de ensayo.

7.10 Andlisis de muestras

Se extrajo el ADN total a las 316 muestras de heces previamente recolectadas y
seleccionadas: 166 y 150 muestras que resultaron con presencia (“+’’) y ausencia (“-”)

de ETEC, respectivamente, de acuerdo a lo obtenido por Ochoa et al. (2013).

El primer andlisis que se hizo a las muestras fue la amplificacion del gen codificante
de la beta globina humana por PCR como un control de la extraccion. En total, 18
muestras no amplificaron dicho gen: 8 de las muestras “+” y 10 de las muestras “-”

segun Ochoa et al. (2013). A las 298 muestras restantes se le realizd el PCR en

tiempo real para la deteccion simultanea de LT y ST (Fig. 17).

Para los genes codificantes de las toxinas LT y ST, las Tm obtenidas fueron 84.30 +
0.34 °C y 80.11 + 0.46 °C, respectivamente. Ademas de esto, fue comin observar en
los PCR de las muestras otros picos con Tm, como 83, 87 y 90 °C. Al realizar una
electroforesis en gel de agarosa, también se observd la presencia de bandas de
tamarios distintos a los esperados para LT y ST. Asimismo, se pudo notar que algunos
picos con Tm de 83 y 87 °C les correspondian una banda de tamafio aproximado a

300 pb, similar a lo esperado para LT (datos no mostrados).

De las 158 muestras “+” segun Ochoa et al. (2013), 9 (5.7 %) resultaron negativas y
149 (94.3 %) positivas. De estas Ultimas, 88 (59.1 %) amplificaron para LT y ST, 37

(24.8 %) solo ST y 24 (16.1 %) solo LT (Fig. 17). En tanto, para las 140 muestras “-”
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segun Ochoa et al. (2013), 112 (80.0 %) fueron positivas y solo 28 (20.0 %) fueron
negativas. De las primeras, 62 (55.4 %) amplificaron solo ST, 39 (34.8 %) LT/STy
11 (9.8 %) solo LT.

166 “+” —Ochoa et al (2013)
316 muestras <
PCR p globina | 150 — Ochoa etal (2013)

(- 18 muestras)

298 muestras

158 “+” —Ochoa /\ 140“ — Ochoa

etal (2013) etal (2013)
/—’%v “Nueva” PCR en tiempo real (LT y ST) /%v)
88 9 39 28
LT/ST 37 24 - LT/ST 62 11
ST LT ST LT
I
127 929 35 37
LT/ST ST IT -

Figura 17. Analisis de muestras con el estdndar de oro. Las 316 muestras
previamente recolectadas por Ochoa et al. (2013) fueron analizadas con una PCR
para el gen de beta (B) globina humana y luego por una PCR en tiempo real para la

deteccidn simultanea de LT y ST (ST-lay ST-Ib), que sirvié como estandar de oro.

Debido a que se este andlisis fue reciente y se llevé a cabo en condiciones diferentes a
lo realizado por Ochoa et al. (2013), se considerd lo obtenido en la “nueva” PCR en
tiempo real como los resultados finales del estandar de oro. De esta manera, de las
298 muestras analizadas por PCR en tiempo real, 261 (87.6%) tuvieron presencia de
ETEC (127 (42.6%) LT/ST, 99 (33.2%) solo ST, 35 (11.8%) solo LT) y 37 (12.4%)

fueron muestras negativas para ETEC.
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Luego de esto, las muestras fueron evaluadas por el ensayo de RPA previamente
desarrollado. La Fig. 18 muestra el anélisis con RPA de 9 muestras de heces
escogidas al azar. Las intensidades de bandas de los productos para LT y ST-la
variaron entre las muestras positivas. El blanco de reaccion y el control negativo
mostraron el perfil de bandas “ladder-like” antes mencionado. Se consideraron

muestras negativas a aquellas con dicho perfil de bandas (Fig. 18).

M+ 12 3 45 67 89 - C

N
500—
—
300— —-"'- - - <«l7
- . <« ST-la

100—

Figura 18. Analisis de muestras con RPA. Las muestras de heces (1 al 9) fueron
analizadas con el ensayo de RPA segun las condiciones previamente determinadas.
M: marcador de pares de bases, -: blanco de reaccion, C-: control negativo. Las

flechas indican las posiciones aproximadas de los genes sefialados.

Del total de muestras analizadas por RPA, 242 (81.2 %) muestras tuvieron presencia
de ETEC (114 (38.3 %) LT/ST-la, 100 (33.6 %) solo ST-la, 28 (9.4 %) solo LT) y 56

(18.8 %) fueron muestras negativas para ETEC (Tabla 8). Hubo una diferencia
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significativa en la cantidad de muestras que dieron positivo para ETEC por PCR en

tiempo real y RPA (p = 0.042).

Tabla 8. Comparacion de resultados totales para el diagnostico de ETEC en las

muestras de heces por PCR en tiempo real y RPA.

. 1 Valor dep
Resultado T CR &N tiempo real RPA! (n = 298) (PCR vs.
(n = 298) RPA)

ETEC 261 (87.6%, 83.3-91.1) 242 (81.2%, 76.3—855)  0.042
LT/ST-la 127 (42.6 %, 36.9 — 48.4) 114 (38.3%, 32.7-44.0)  0.317
Solo ST-la 99 (33.2 %, 27.9-38.9) 100 (33.6 %, 28.2-39.2)  0.662
SoloLT 35(11.7%,83-16.0)  28(9.4%,6.3—13.3) 0.424

Ninguno 37 (124 %,8.9-16.7) 56 (18.8 %, 14.5—23.7) 0.042

! Cantidad (Porcentaje, Intervalo de confianza al 95%).

La Tabla 9 describe el desempefio diagnostico del ensayo de RPA en las muestras de
heces usando la “nueva” PCR en tiempo real como estandar de oro. Para detectar
ETEC, la sensibilidad (IC 95%) del ensayo de RPA fue 91.95 % (87.96 - 94.95), la
especificidad fue 94.59 % (81.8 — 99.3), el valor predictivo positivo (VPP) fue 99.17
% (96.9 — 99.8) y el valor predictivo negativo (VPN) fue 62.50 % (52.34 — 71.67).
Tanto para la deteccion de LT y ST, los valores de sensibilidad y especificidad

disminuyen o no son significativamente distintos (Tabla 9).
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Tabla 9. Desempefio diagndstico del ensayo de RPA vs. PCR en tiempo real en muestras de heces (n = 298).

PCR en tiempo real

Deteccion  RPA . ) Sensibilidad (%, 1C 95%) Especificidad (%, 1C 95%) VPP (%, I1C 95%) VPN (%, IC 95%)
Positivo  Negativo

ETEC Positivo 239 2 91.57 (87.52 - 94.64) 94.59 (81.81 - 99.34) 99.17 (96.88 - 99.78) 61.40 (51.43 - 70.51)
Negativo 22 35

LT Positivo 136 6 83.95 (77.37 - 89.24) 95.59 (91.18 - 98.03) 95.77 (91.18 - 98.03) 83.33 (77.82 - 87.69)
Negativo 26 130

ST-la Positivo 201 13 88.94 (84.10 - 92.71) 81.94 (71.11 - 90.02) 93.93 (91.18 - 98.03) 70.24 (61.62 - 77.62)
Negativo 25 59

¢6

IC 95%: Intervalo de confianza al 95%
VPP: Valor predictivo positivo
VPN: Valor predictivo negativo.



Para la deteccion de ETEC, ni la sensibilidad (p = 0.146) ni la especificidad (p =
0.176) del ensayo de RPA fueron estadisticamente mayores a 90 %. Esto es, que con
otro conjunto de muestras, no siempre los valores de sensibilidad y especificidad
seran mayor a 90%. No obstante, la sensibilidad si fue estadisiticamente mayor a 85

% (p = 0.0008) y la especificidad fue estadisticamente mayor a 82.5 % (p = 0.0264).

Finalmente, el ensayo de RPA presentd una concordancia con la PCR en tiempo real
de 92.3 y 78.2 % para la deteccion de ETEC vy el genotipo (LT/ST-Ia, solo LT, solo
ST-la o ninguno), respectivamente. El indice kappa tanto para la deteccién de ETEC
(x: 0.71, 1C 95%: 0.60 — 0.82, p < 0.001) y para la del genotipo (k: 0.68, IC 95%:
0.61 — 0.76, p < 0.001) indicd una coincidencia “sustancial” (Viera y Garret, 2005)

entre las pruebas de diagnostico.
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VIII. DISCUSION

Debido a su importancia, una técnica rapida y practica de diagndstico de Escherichia
coli enterotoxigénica (ETEC) y con valores altos de sensibilidad y especificidad es
necesaria (Medina et al., 2005). En este trabajo, se pudo observar, mediante bandas
en el tamafo esperado del producto de amplificacion, que los genes codificantes para
las toxinas LT y ST-la de ETEC pueden ser amplificados usando RPA (Fig. 18). Sin
embargo, no se pudo realizar la secuenciacion a dichos productos para verificar que la
amplificacion sea correcta. A nuestro conocimiento, este es el primer reporte de un
método de deteccion de ETEC en heces usando RPA. Esto prueba una vez maés la
versatilidad de la RPA para poder amplificar genes provenientes de diversos

organismos (James y Macdonald, 2015; Daher et al., 2016).

Si bien hay multiples reportes sobre ensayos de RPA para la deteccién de patdgenos,
solo algunos han logrado la deteccién de mas de un gen a la vez. Crannell et al.
(2016) lograron un RPA en tiras de flujo lateral para la deteccion simultinea de G.
lamblia, C. parvum y E. histolytica en muestras de heces. En otro caso, Daher et al.
(2014) reportaron un RPA en tiempo real para la deteccidn de Streptococcus grupo B
en muestras vaginales, amplificando simultaneamente un gen de Bacillus atrophaeus
como control interno. Ademas, Kersting et al. (2014) reportan un cuadruplex de RPA
en fase solida y en gel de agarosa para Neisseria gonorrhoeae, S. enterica,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y su control interno. En
nuestro caso, el ensayo de RPA solo se detecta ETEC, usando como estrategia la

amplificacion simultanea de los genes codificantes de las toxinas LT y ST-la.
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8.1  Desemperio diagnostico del ensayo de RPA

La sensibilidad (91.95%) y especificidad (94.59%) del ensayo de RPA para la
deteccion de ETEC (Tabla 9) estan dentro de los rangos reportados en la literatura
para otras pruebas con RPA: 65 a 100 % para sensibilidad y 60 a 100 % para
especificidad (Tabla 4), y similares a lo obtenido por Murinda et al. (2014) en su
RPA en tiempo real para STEC (Se: 93%, 80.9 - 98.5; Sp: 97.8%, 92.4 - 99.7). Si
bien la mayoria de ensayos (52.6%, 20/38) tiene una sensibilidad y especificidad
mayor a 90%, como lo obtenido en este trabajo, muchas de ellas analizan menos de
100 muestras, por lo que el intervalo de confianza obtenido hace que no sean
significativamente mayores a 90% (Tabla 4). Debido a los resultados obtenidos con el
estandar de oro (la “nueva” PCR en tiempo real), no se consiguieron las 150 muestras
negativas para ETEC que se esperaban, lo cual puede explicar por qué ambos valores
no fueron estadisticamente mayores a 90%. Otro factor que puede influenciar en la
sensibilidad y especificidad es el estandar de oro (Crannell et al., 2014; Yang et al.,
2016). En este trabajo, se utilizé una PCR en tiempo real cualitativa para la deteccion
simultanea de LT y ST, en la cual de los productos esperados para los genes
codificantes de ambas toxinas, se notd la presencia de productos inespecificos. Un
mejor estandar de oro hubiera sido un sistema de PCR cuantitativo en tiempo real
para los genes de las toxinas LT, ST-la y ST-Ib por separado; sin embargo, no fue

posible analizar todas las muestras bajo estos tres sistemas.

Al analizar por gen, la sensibilidad y especificidad del ensayo disminuyeron o no

variaron significativamente (Tabla 9). Esto también fue visto para STEC: los valores
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de sensibilidad cuando se considero la deteccion de los genes codificantes de las
toxinas Stxl y Stx2 fueron 93.5 y 90%, respectivamente; mientras que la

especificidad fue 99.1 y 100%, respectivamente (Murinda et al., 2014).

Los resultados diferentes en una muestra al ser analizada por la RPA y la PCR en
tiempo real pueden tener varias explicaciones. En primer lugar, un falso positivo
(resultado positivo para RPA y negativo para PCR en tiempo real) puede deberse a
que la segunda fue inhibida por los componentes de la muestra de heces (Cabada et
al., 2016). Se sabe que la RPA es mas tolerante a inhibidores que la PCR (Kersting et
al., 2014) y los ADN de las muestras de heces analizados presentaban una gran
cantidad de contaminantes. Otra posible causa podria ser las variantes de LT y ST. Se
ha reportado variaciones en las temperaturas de melting (Tm) respecto a lo esperado
por cambios de 1 a 3 nucleédtidos en la secuencia amplificada. Para LT, en 7 muestras,
la Tm cambié de 62 a 60°C; mientras que en una muestra con ST-la, la Tm
disminuyé de 57 a 49°C y para ST-Ib, la Tm disminuy6 de 64 a59y 62°Cen6y 1
muestra, respectivamente. Ademas, se encontr una correlacion entre la cantidad de
cambios de nucleétidos y la disminucion de la Tm (Reischl et al., 2004). En nuestro
caso, se considerd negativas a las muestras que no presentaron Tm segun lo esperado,
por lo que pudo clasificar como negativas a muestras que tuvieron algin cambio en el
Tm esperado debido a las mutaciones en la secuencia de los genes. Asimismo, estos
cambios podrian explicar la presencia de algunos productos con Tm diferente, pero
con tamafio de producto similar a lo esperado para LT. En la RPA, no existiria

problema con esto, ya que puede tolerar hasta 11% de cambios de nucledtidos en la

96



secuencia amplificada (Daher et al., 2015) y por tanto, puede amplificar muestras con
polimorfismos en la secuencia de los genes. Una ultima causa de la presencia de
falsos positivos es la contaminacion cruzada por aerosoles durante la preparacion de
las reacciones de RPA (Crannell et al., 2014; Chao et al., 2015). Esto a pesar que se
tomaron las precauciones debidas, como la apertura y cierre cuidadosos de los tubos,
separar los lugares de “pre-” y “post-” RPA, cambios continuos de tips y guantes,
esterilizacion por UV, entre otros (Wu et al., 2016; Yang et al., 2017). Los aerosoles
son producidos por constantes pasos de pipeteo, por lo que se busca utilizar sistemas
cerrados (Crannell et al., 2014; Abd EI Wahed et al., 2015a). Otra forma de prevenir
la contaminacidn cruzada es el reemplazo de dTTP por dUTP, como fue demostrado

en PCRy LAMP (Yang et al., 2017).

Por otro lado, los falsos negativos (resultado negativo para RPA y positivo para PCR
en tiempo real) también tienen varias causas. En primer lugar, debido a que no se
amplificé el gen para ST-Ib en la RPA, algunas muestras positivas a ST por PCR y
negativo RPA podrian existir porque estas tienen solo ST-1b. En colecciones a nivel
mundial, la cantidad de cepas con ST-Ib es mayor que con ST-la (Pattabiraman et al.,
2016). Ademas, que al incluir ST-la en el andlisis de diagndstico, la cantidad
estimada de ST-ETEC solo aumenta en 15% (Liu, Platts-Millis et al., 2016). En
nuestro estudio, la cantidad de falsos negativos por RPA para ST fue baja (29.8%,
29/84), a pesar que solo se analiza el gen que codifica la toxina ST-la con esta
técnica. De esto se puede deducir que en las cepas de Perd, una gran cantidad de

cepas comparten ST-la 'y ST-1b, por lo que al no considerar al segundo, la deteccion
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de ST-ETEC no cambia significativamente. Si bien en algunos paises, las cepas con
ST-la son mas abundantes (Konishi et al., 2011), no existen reportes previos de estas
frecuencias en PerQ. Otra explicacion puede ser un bajo nimero de copias del gen en
la muestra. Se ha demostrado que la RPA tiene una menor sensibilidad cuando se
analizan muestras con un bajo nimero de copias de genes (alto Cq) (Daher et al.,
2014; Faye et al., 2015). Otra explicacion puede ser la presencia de una alta
concentracion de ADN “background” (diferente al del patdogeno), la cual puede
inhibir la RPA, sobre todo cuando la concentracion del ADN blanco es baja
(Rohrman y Richards-Kortum, 2015). Aunque esto también puede inhibir la PCR en
tiempo real, algunos estudios han reportado falsos positivos debido a esta causa (Raja
et al., 2017). Considerando que todos los primers usados en la RPA pueden unirse al
genoma humano y que la reaccidon enzimatica de la recombinacion estabiliza mas la
unién por complementariedad que la PCR (Daher et al., 2016), es probable que en
una alta proporcion de ADN humano/ADN de ETEC, los primers prefieran unirse al
primero y no amplificar el producto del segundo. Finalmente, se sabe que diferencias
en las secuencias amplificadas pueden explicar las discrepancias en resultados (Abd
El Wahed et al., 2013). En este caso, las secuencias amplificadas para LT en la RPA
y la PCR en tiempo real son diferentes: la primera considera la subunidad A de la

toxina; mientras que la segunda, la subunidad B.

La sensibilidad y especificidad obtenidas en este ensayo de RPA es comparable a lo
conseguido en otras técnicas de diagndstico de ETEC. Pattabiraman et al. (2016)

compararon su sistema de PCR en tiempo real basado en sondas con una PCR
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convencional. Al usar cepas bacterianas, obtuvieron una sensibilidad de 100, 100 y
98%, respectivamente para LT, ST-la y ST-Ib, y una especificidad de 95, 98 y 99%.
Mientras que al usar muestras de heces, la sensibilidad y especificidad para LT fue 97
y 99%, para ST-la fue 100 y 94% y para ST-1b fue de 97% en ambas medidas. Por su
parte, al usar los sistemas de PCR cuantitativo en tiempo real reportados por
Youmans et al. (2014), la sensibilidad fue 89% (IC 95%: 76 — 100%) y la
especificidad fue 100% (IC 95%: 95 — 100%). Asimismo, Sjoling et al. (2007)
compararon un método genotipico (PCR convencional) con un método fenotipico
(ELISA). Para ST, la sensibilidad fue 98% (IC 95%: 86 — 100) y la especificidad fue
99% (IC 95%: 92 — 100%); mientras que para LT, la sensibilidad y especificidad fue

100% (IC 95%: 84 — 100%) y 98% (IC 95%: 92 — 100%), respectivamente.

Por otro lado, si bien los indices kappa obtenidos al detectar ETEC (0.71) o el
genotipo (0.68) indican una concordancia “sustancial” con el estdndar de oro, en la
mayoria de reportes de RPA donde calculan dicho indice, se obtiene una
concordancia “casi perfecta” (k: 0.81 — 0.947) o perfecta (k: 1, Castellanos-Gonzales
et al., 2015). Solo Teoh et al. (2015), que obtuvo un indice ¥ de 0.79 obtuvo una
concordancia “sustancial” entre su ensayo de RPA para el virus del dengue y el PCR

en tiempo real que us6 como estandar de oro, de manera similar a lo aqui reportado.

8.2 Andlisis de las muestras de heces

Al analizar las muestras de heces, se not6 que el 5.7% de estas no pudieron amplificar

el gen de la beta globina. De la misma manera, el mismo porcentaje de las muestras
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“+” segun Ochoa et al. (2013) resultaron negativas con la “nueva” PCR en tiempo
real. Esto puede ser explicado por el tiempo de almacenamiento de 7 a 9 afos
(Marston et al., 2005). Asimismo, un resultado destacable fue que el 80% de las

(13

muestras segun Ochoa et al. (2013) resultaron positivas con la “nueva” PCR en
tiempo real. Esto puede explicarse por las diferencias en las metodologias de
diagnostico. En el trabajo de Ochoa et al. (2013), se tomaron 5 colonias presuntivas
de ser E. coli a partir de un coprocultivo en agar MacConkey, se extrajo ADN por
choque térmico y se realizo la PCR en tiempo real descrita por Guion et al. (2008).
En nuestro trabajo, se extrajo con kit todo el ADN de la muestra de heces y se realizd
la PCR en tiempo real para la deteccién simultanea de LT y ST. Existe una mayor

probabilidad de que al analizar mas ADN de la muestra, se detecte la ETEC (y otras

bacterias) que si solo se analiza una subpoblacién de colonias.

Esto se ve reflejado en la literatura. En primer lugar, el porcentaje de muestras
positivas a ETEC se incrementd de 19 a 31.9% al aumentar el nimero de colonias
analizadas de 5 a 10, por lo que se recomienda usar al menos esta Gltima cantidad de
colonias (Galbadage et al., 2011). Asimismo, al comparar el cultivo con una PCR
posterior con un sistema de PCR cuantitativo en tiempo real, la sensibilidad de este
ultimo para las E. coli diarrogénicas fue 42.9%; es decir, se obtuvo mas resultados
positivos con el sistema de qPCR (Liu et al., 2014). Por otro lado, en el reporte
original del estudio GEMS (“Global Enteric Multicenter Study”) se utilizd como
método de diagndstico el andlisis de 3 colonias y una PCR convencional

(Panchalingam et al., 2012; Kotloff et al., 2013). No obstante, al reanalizar con ADN
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extraido de toda la muestra y un sistema de gPCR para cada bacteria, la incidencia de
diarrea atribuible a varios patdgenos aumento respecto al reporte original. De esta
manera, la incidencia aumento 1.5 veces para ST-ETEC (Liu et al., 2016). En nuestro
trabajo, la presencia de ST, solo o con LT, fue mayor entre las muestras
originalmente “negativas” (Fig. 17). Por estos motivos, es recomendable realizar el
diagnostico al ADN de toda la muestra con un sistema de PCR cuantitativo en tiempo
real, el cual también nos permitird discriminar patdgenos en los que existe asociacion
entre su cantidad (carga bacteriana) y la presencia de diarrea (Liu et al, 2016), sobre
todo en paises en vias de desarrollo, donde las condiciones de sanidad hacen que la
presencia de enteropatdgenos sea frecuente, incluso sin causar enfermedad (Robins-

Browne y Levine, 2012).

8.3  Optimizacion y especificidad analitica del ensayo de RPA

Para optimizar el ensayo de RPA, se evaluaron diversos parametros que pueden
afectar a la técnica. Entre estos, el paso de agitacion es uno con mas cambios en los
trabajos reportados de RPA. En el estudio original, se daba este paso luego de los 4
min de iniciada la incubacion (Piepenburg et al., 2006). Estudios recientes evaluaron
la agitacion durante todo el tiempo de la reaccion (Kersting et al., 2014b; Rosser et
al., 2015), o incluso eliminaron este paso (Crannell et al., 2016; Saldarriaga et al.,
2016). La RPA se ayuda del agente “crowding” para una interaccion homogenea y
adecuada de los componentes de la amplificacion. Debido a las bajas temperaturas de
la RPA, respecto a otras técnicas de amplificacion, el efecto de homogenizacion

puede verse disminuido por la viscosidad del polimero; por lo que la agitacion es
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recomendada para seguir con la reaccion, en especial si la carga bacteriana inicial en
la muestra es baja. No obstante, se ha demostrado que con bajos volumenes de
reaccion (5 ul) se puede evitar este paso, presuntamente por la mayor facilidad de

interaccion entre los componentes a ese volumen (Lillis et al., 2016).

En este trabajo, se mostrd que eliminar el paso de agitacion no cambi¢ la eficiencia
del ensayo de RPA (Fig. 10). Si bien nuestro volumen de reaccion (25 pl) es mayor a
los 5 pl donde se puede eliminar la agitacion, ese volumen es menor a lo que
comunmente se utiliza (50 pul) y en donde el paso de agitacion si es critico (Lillis et
al., 2016); por lo que lo obtenido puede deberse también a la mayor interaccion de los
componentes. Vinelli (2011) también reporté que no hubo diferencias entre eliminar
el paso de agitacion y mantener este paso a los 4 min del inicio de la reaccién en la
deteccion de 100 UFC de Neisseria gonorrhoeae usando RPA en tiempo real, a pesar
de que su volumen de reaccion fue 50 ul. La eliminacion del paso de agitacion es
favorable para la aplicacion en campo, puesto que se evita la variabilidad entre

operadores y simplifica el ensayo (Vinelli, 2011; Lillis et al., 2016).

Respecto al tiempo de reaccidn, se ha reportado que se puede detectar el producto de
amplificacion desde los 5 min (Tabla 3), aunque este tiempo depende del método de
deteccién y el tamafio del producto, siendo menos de 10 minutos al usar RPA con
medicion de fluorescencia a tiempo real (Daher et al., 2016). Aunque se pueda
detectar en determinado tiempo, no siempre es el tiempo 6ptimo debido a la sefal
débil de la forma de deteccion (intensidad de banda en gel de agarosa o tira de flujo

lateral, medicion de fluorescencia), por lo que muchas veces se indican el tiempo
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minimo y éptimo de reaccién (Tabla 3). En nuestro caso, el tiempo minimo 5 min,
respectivamente, para LT y ST-la (Fig. 11); similar a lo obtenido anteriormente
(Tabla 3). No hay forma de predecir este tiempo minimo; sin embargo, debe estar
relacionado a la procesividad de la polimerasa (numero de nucleotidos incorporados
en un ciclo de amplificacién) (Bloom y Goodman, 2001), asi como a la velocidad de

la actividad de intercambio de hebra de la recombinasa (Daher et al., 2015).

Por otro lado, se ha reportado que la temperatura Optima de la RPA esté entre 37 y
42°C, aunque esta puede funcionar entre 25 y 45 °C (Piepenburg et al., 2006). En
diversos estudios, el rango de temperatura en el que la RPA funciona es de 30 — 45
°C, aunque esto varia entre patdgenos y primers usados (Tabla 2). Asimismo, un
reporte describe la amplificacion a 25°C al usar una hora de tiempo de incubacién
(TwistDx, 2016). Este rango puede deberse a la actividad de la polimerasa Bsu: se
sabe que la actividad de esta enzima se reduce a la mitad a los 25°C (BioLab, 2014).
Asimismo, la recombinasa RecA de Escherichia coli presenta actividad enzimatica de
30 a 50°C, siendo 40°C la temperatura optima (Wetmur et al., 1994). En este trabajo
pudo mostrar que la RPA trabaja entre 30 y 50°C, aunque la eficacia depende del gen
amplificado (Fig. 12). A nuestro conocimiento, es la primera vez que se reporta la

amplificacion con RPA a 50°C.

Se ha demostrado que la RPA es versatil en cuanto a la fuente de temperatura. En
primer lugar, se puede realizar reacciones quimicas exotérmicas para elevar la
temperatura ambiente y hacer la incubacién. Esto se ha logrado con acetato de sodio

trihidratado (SAT), que ha permitido amplificar ADN de VIH con RPA desde
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temperaturas ambientales de 10°C (Lillis et al., 2014). Por otro lado, se ha logrado
utilizar RPA para amplificar desde 100 copias de VIH usando el calor corporal de la
axila (aprox. 35 °C) durante la reaccion. Sin embargo, esta forma de llevar a cabo la
reaccion tuvo una menor sensibilidad en comparacion con una incubacion en un
bloque térmico (Crannell et al., 2014b). Asimismo, la incubacién de un ensayo de
RPA para detectar la soya transgénica “GTS 40-3-2” se realizo en el puiio (aprox.
35°C) bajo varias temperaturas ambiente (12 — 23 °C), e incluso se pudo detectar
visualmente bajo UV al afadirle SYBR Green (Wang et al., 2017). Todas estas
modificaciones pueden tenerse en cuenta a futuro en el ensayo de RPA para ETEC

con el objetivo de simplificar el proceso.

Como era de esperarse, no hubo reaccion cruzada con ninguno de los enteropatdgenos
probados, que incluyen los otros patotipos de DEC y de Vibrio cholerae (Fig. 14). La
especificidad analitica reportada de los ensayos de RPA siempre ha sido la adecuada
(no hubo reaccién cruzada con los patégenos evaluados) y esta en funcién al disefio
de primers que cada estudio realizé (Daher et al., 2016). Se pudo observar bandas
“ladder-like” inespecificas en todos los controles negativos usados, similar a lo
observado y explicado para el blanco de reaccion, similar a lo observado por Cabada
et al., 2017 y Ahmed et al., 2015. El ensayo con Vibrio cholerae es de interes, puesto
que la toxina colérica es homologa a la toxina LT de ETEC vy tienen un 80% de
identidad de aminoéacidos (Joffré et al., 2015). La toxina colérica estd codificada en el
genoma integrado del profago CTX® (Das et al., 2011), mientras que la toxina LT se

encuentra en diversos plasmidos (Jobling, 2016). Este hecho, sumado a que haya
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homologia en la estructura proteica de ambas y no en las secuencias de nucleotidos,
hace suponer que han surgido mediante evolucion convergente, lo cual puede deberse
a las caracteristicas del plegamiento de las toxinas tipo AB5, sobre todo de la

subunidad B (Sixma et al., 1993).

8.4  Los sistemas de PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR) y el limite de

deteccion para el ensayo de RPA para ETEC

En este trabajo, se desarrollaron dos sistemas de PCR cuantitativo en tiempo real
(gPCR) para las toxinas LT y ST de ETEC con la finalidad de comparar los limites de
deteccion con el ensayo de RPA. Aunque se intento realizar la gPCR con los primers
para LT usados en la RPA, no fue posible estandarizarlo; por lo que se decidi6 usar
los primers para LT reportados por Guion et al. (2008). De manera similar a otros

trabajos, aqui se compar6 la RPA con un sistema de PCR que uso primers distintos.

Para el gen de la toxina LT, la qPCR tuvo una eficiencia de amplificacién esta dentro
del rango aceptado (90 — 110 %) (Pattabiraman et al., 2016) y es comparable a lo
obtenido en los sistemas de qPCR previamente reportados para este gen (Tabla 1), a
pesar que para productos mayores a 150 pb, se espera una menor eficiencia (Applied
Biosystems, 2010). De especial interés es el sistema reportado por Youmans et al.
(2014), porque al igual que en este trabajo, utiliza SYBR Green como forma de
deteccidén y compara ADN bacteriano y ADN de heces infectadas. En aquel estudio,
el limite de deteccidn y cuantificacién para LT fue 10 y 100 copias del gen/rxn,

respectivamente, sin importar la fuente de ADN. Considerando que en promedio hay
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2 copias del gen para la toxina LT en una cepa de ETEC (Lothigius et al., 2008), los
limites de deteccion y cuantificacion obtenidos por Youmans et al., 2014 son
similares a lo que se consiguid en este trabajo (10 y 100 UFC/rxn, respectivamente,

Tabla 7).

De otro lado, el sistema de gPCR para la toxina ST no fue optimo, puesto que las
eficiencias de amplificacion alcanzadas no estan dentro del rango aceptable y son
menores a lo reportado en la literatura (Tabla 1). Diversas causas pueden explicar este
resultado. Realizar una cuantificacion multiple con SYBR Green, como en los gPCR
desarrollados en este trabajo, no es adecuado dada la alta afinidad de este colorante
por cualquier ADN de doble hebra; por lo que lo recomendado es usar sondas para
diferenciar cada gen (Qiagen, 2010). En este trabajo, el sistema de qPCR puede
amplificar ST-la y ST-Ib simultdneamente y para la cuantificacion no hubo
separacion de productos, puesto que los Tm no son diferenciables (Guion et al.,
2008). Esta deteccion unica de una amplificacion doble puede haber afectado la
cinética de reaccion y por tanto, la eficiencia (Applied Biosystems, 2010). Otro
motivo puede ser que la extraccion de ADN de heces infectadas no haya sido 100%
eficiente y por tanto, las diluciones no estén representando las UFC calculadas. En
este trabajo, no se pudo determinar la eficiencia de extraccion, lo cual se puede lograr
haciendo una cuantificacion relativa, por ejemplo, con el ARN ribosomal 16S
(Youmans et al., 2014). Por otro lado, se sabe que la presencia de dimeros de primers
puede afectar la eficiencia de reaccion, en especial cuando se usa SYBR Green

(Qiagen 2010, Sigma 2010). Existen heterodimeros formados entre los primers STla-
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F, STIb-F y ST-R con AG menores a -5 kcal/mol y que involucran el extremo 3°, los
cuales podrian haber afectado la eficiencia de reaccion. Finalmente, entre otros
factores que pueden afectar la eficiencia se encuentran errores en el pipeteo (Curry et
al., 2002), los reactivos del master mix (Applied Biosystems, 2010), el termociclador,
el laboratorio, los materiales, el operador, pequefios cambios en el protocolo, entre

otros (Svec et al., 2015).

Comparado con el trabajo de Youmans et al. (2014), que obtuvo 10 y 100 copias de
gen/rxn para ADN bacteriano y ADN de heces infectadas, respectivamente, como
limite de deteccion para ST-la y ST-Ib, y 100 copias de gen/rxn como limite de
cuantificacion en todos los casos, lo conseguido en este trabajo es menos sensible

(Tabla 7).

Una vez desarrollados los sistemas de gPCR, se compar6 con el ensayo de RPA, y los
limites de deteccion para LT (10 UFC/rxn) y ST-la (100 UFC/rxn) no variaron y son
comparables entre las técnicas (Fig. 16). Los limites de deteccidn obtenidos en este
trabajo estan dentro del rango de lo reportado en la literatura para otros ensayos de
RPA. Por ejemplo, este resultado es comparable a lo encontrado para STEC (5 a 7
UFC/ml para el gen de la toxina Stx1) (Murinda et al., 2014). Aunque se indica que
la RPA puede amplificar desde 1 copia de un gen (Piepenburg et al., 2006), céalculos
estadisticos indican que el limite de deteccién no puede ser menor a 3 copias de un

gen (Bustin et al., 2009).
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Finalmente, los distintos limites de deteccidn entre varios genes bajo un sistema de
amplificacion simultanea de RPA también han sido reportados. Por ejemplo, se logré
desarrollar una RPA en tiras de flujo lateral para la deteccion simultanea de G.
lamblia, C. parvum y E. histolytica en muestras de heces. Al usar ADN gendémico
para una deteccion individual de cada parasito, empleando la tira de deteccion
maultiple, los limites de deteccidn fueron 39, 2 y 0.5 parasitos/rxn para G. lamblia, C.
parvum y E. histolytica, respectivamente. Al realizar la deteccién simultanea con
ADN gendmico, los limites de deteccion cambiaron a 400 parasitos/rxn para G.
lamblia y 2 paréasitos/rxn para los otros parasitos. Finalmente, al detectar
simultaneamente los parasitos a partir de ADN de heces infectadas, los limites fueron
444, 9 y 6 parésitos/rxn para G. lamblia, C. parvum y E. histolytica, respectivamente

(Crannell et al., 2016).

Entre los factores que explican la variabilidad de los limites de deteccion estan el tipo
de organismo, los primers y/o sondas usados, el tipo de muestra a analizar, el método
de deteccidn del producto de amplificacion, entre otros (James y Macdonalds, 2015;
Daher et al., 2016). Estos cambios de la sensibilidad analitica entre la deteccion
individual y simultanea puede deberse a la interaccion no deseada entre primers y
sondas de distintos genes, lo que disminuiria la eficiencia de amplificacion (Crannell
et al., 2016). En este trabajo, la amplificacion de los genes de ST-la y ST-1b podria
ser interferida por los primers del gen LT. Un andlisis de prediccion de heterodimeros
revelo que la AG predicha para la formacion de dichas estructuras varié entre -8.67 y

-6.3 kcal/mol; con lo cual, la interaccion entre primers de distintos genes es posible.
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Las combinaciones con menor AG fueron con los primers LT-R5 y ST-R (-8.67
kcal/mol) y LT-F4 y STIb-F (-8.3 kcal/mol). Estas interacciones podrian evitarse si se
prueba distintas concentraciones de cada par de primers para lograr una sensibilidad

adecuada para cada gen (Crannell et al., 2016).

Por otro lado, la cantidad de posiciones no conservadas en el producto de
amplificacion puede afectar la velocidad del intercambio de hebras catalizada por la
recombinasa, y por tanto, la eficiencia del RPA (Babu et al., 2017). Las posiciones no
conservadas en los extremos 3’ y un bajo o muy alto porcentaje de GC afectan mas
dicha eficiencia (Daher et al., 2015). Esto sucede para los productos de ST-la 'y ST-
Ib, e incluso los porcentajes de GC son bajos (31.4 y 31.9%, respectivamente), lo cual
podria explicar por qué el limite de deteccidén de estos genes es mayor que con el

producto de LT (Fig. 17).

8.5  Dificultades en el disefio y seleccion de primers adecuados para RPA

El disefio de primers era un problema constante en los ensayos para RPA, debido a
que es dificil de lograr los requerimientos que TwistDx indicaba para este fin. No
obstante, TwistDx indico que la amplificacion puede llevarse a cabo usando primers
de PCR (TwistDx). Incluso, ya se habia reportado ensayos de RPA usando primers de
menor tamafio a lo recomendado (aproximadamente, en 9% de los casos), 0 con
diferencias a lo inicialmente recomendado (Daher et al., 2016). Por este motivo, se
optd por probar inicialmente los primers reportados por Guion et al. (2008) para los

genes de las toxinas LT, ST-lay ST-Ib.
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Fue importante realizar el analisis de secuencias nucleotidicas de los genes
codificantes de las toxinas para verificar la conservacion de las posiciones de
nucléotidos. Como ya se habia reportado, los genes de las toxinas ST-la y ST-Ib no
presentaron una alta conservacion, a diferencia del gen de la toxina LT (Reischl et al.,
2004; Youmans et al., 2014). Este problema ha ocasionado que en la mayoria de
ensayos de amplificacion molecular para los genes de estas toxinas, se utilice un par
de primers para cada toxina. Esto también pasa para las Shigas-toxinas de STEC,
donde por la baja identidad de secuencias (55 — 60 %) entre la Stx1 y Stx2, se tuvo
que disefiar primers de RPA para cada toxina por separado (Murinda et al., 2014).
Por esto, es clave la estrategia usada por Guion et al. (2008) para los genes de las
toxinas ST. Ellos usan un primer reverse capaz de detectar a todos las secuencias para
ST, mientras que diferencian las toxinas ST-la y ST-Ib con un primer forward para
cada uno. EI primer reverse se une completamente a todas las secuencias del ST-la, y
tiene 4 posiciones no conservadas para las de ST-Ib, pero como estas no se
encuentran en el extremo 3’°, no afecta el rendimiento de la PCR (Guion et al., 2008).
Excepto por la banda inespecifica en el blanco de reaccion, no hubo problemas con
los primers de PCR para ST-la y ST-1b durante los ensayos de RPA. Boyle et al.
(2013) han reportado que la RPA puede tolerar hasta 9 (8%) posiciones no
conservadas en el producto amplificado. Otros autores también indican que pudieron
amplificar RPA a pesar de tener posiciones no conservadas (Patel et al., 2016; Moore
et al., 2017). Mientras tanto, Daher et al. (2015) encontraron falsos positivos cuando
amplifican productos con 7 (11%) posiciones no conservadas. Estos ultimos

concluyen que la presencia de esta clase de posiciones en el extremo 3’ o de mas de 3
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que abarcan todo el primer afecta la eficiencia de la reaccion de RPA. Si bien eso
pasa con el primer STla-F (Tabla 7), no hubo problema en la amplificacion; por lo

que se puede deducir que la eficiencia de la RPA es multifactorial (Daher et al. 2015).

No obstante, este no fue el caso del primer para LT reportado por Guion et al. (2008),
debido a que fue capaz de amplificar el gen con ADN bacteriano, pero no con ADN
de heces infectadas (Fig. 7 y 8). Los primers LT-F y LT-R son complementarios con
el gen humano de la familia del citocromo P450 con un porcentaje de cobertura de
75% y con una secuencia en la posicién 6g16.1-21 con un porcentaje de cobertura de
100%, respectivamente. Una posible explicacion a la falta de amplificacién en ADN
de heces es que esos primers, luego de formar el complejo nucleoproteico con las
recombinasas, se hayan unido con preferencia al ADN humano en lugar del ADN de
ETEC, debido a la mayor cantidad del primero. La reaccion enzimatica de la
recombinacion hace que la unidn de los primers con su respectivo gen humano sea
mas estable que la union por complementariedad que hay en la PCR (Daher et al.,
2016), lo cual podria ser la causa de la formacion del producto de interés

(amplificacion del gen para LT) al usar PCR.

Por otro lado, se noto la presencia de bandas inespecificas (Fig. 4-9). La aparicion de
este tipo de bandas fue reportada en estudios anteriores, tanto en controles positivos,
controles negativos y blancos de reaccion. Los tamafios de estos productos
inespecificos varian entre trabajos, pero generalmente son menores a 200pb. Tanto el
perfil de bandas “ladder-like” y “smear-like”, asi como productos de tamafio multiplo

al producto principal (Fig. 9), estan previamente reportadas (Jaroenram et al 2014;
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Castellanos-Gonzales et al 2015; Ahmed et al 2015; entre muchos otros). La
presencia de estos resultados varia en cada ensayo, incluso en cada lote de reactivos
(Saldarriaga et al., 2016), como pasé en este trabajo. Aunque la presencia de esta
clase de bandas es esperada, debido a que la baja temperatura usada (hasta 45°C)
favorece la formacion de dimeros de primers e incluso la polimerizacion del producto
de amplificacion principal (Piepenburg et al 2006), no se ha discutido en detalle el
porqué de este fendmeno. En el presente estudio, la banda inespecifica de tamafio
similar a lo esperado para el gen de ST-Ib estd supeditada a la presencia del primer
STIb-F. Una posible explicacion puede ser la formacion de un artefacto entre los
primer STIb-F y ST-R. Un andlisis de prediccion de heterodimeros revelé que para
las combinaciones de estos dos primers, la AG predicha para la formacion de las
estructuras mas probables fue -6.69 kcal/mol. En tanto, para STla-F y STIb-F, la AG
predicha de las estructuras mas probable fue -6.45 kcal/mol. En ambos casos, una
estructura involucraba el extremo 3°. Debido a esto, es probable que un heterodimero
haya podido ser molde para la amplificacion con RPA y formar un producto de
tamafio similar al producto de ST-lIb (138 pb), el cual estd dentro del rango de
tamafios de los productos inespecificos. Para corroborar esto y descartar la
contaminacion del blanco de reaccion por amplicones, se debe realizar la

secuenciacion a dicho producto inespecifico.

8.6  Ventajasen el uso de RPA

A pesar que el ensayo de RPA para ETEC aqui descrito no puede ser aplicado en

campo como tal, debido a la infraestructura necesaria para la electroforesis en gel de
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agarosa, es posible que modificando la forma de deteccion del producto amplificado,
esta técnica pueda ser llevada a zonas alejadas. Numerosos estudios describen las
ventajas que tiene la RPA sobre la PCR, e incluso sobre otras técnicas de
amplificacion isotérmica como la LAMP. Entre estas se encuentran que ya no se
necesita del termociclador, que el tiempo de reaccion es corto (10 min del RPA vs. 30
— 60 minutos del LAMP), que necesita menos cantidad de primers y su disefio es mas
facil respecto a la LAMP, que la estandarizacion de sistemas de deteccién multiple es
mas simple respecto a la LAMP, que no hace falta sequir la cadena de frio debido a
que los reactivos estan liofilizados, que existen aparatos de facil aplicacion en el
punto de atencion al paciente, que se gasta menos energia (porque funciona a menor
temperatura que la PCR y la LAMP), la presencia de proteinas de union a cadena
simple (SSB) que ayuda en la amplificacion de ARN con estructura secundaria
compleja, que no es necesaria una purificacion total del ADN de la muestra y otras
ventajas (Abs El Wahed et al., 2015; Moore et al., 2017; Kapoor et al., 2017).
Actualmente, el costo de los reactivos de la RPA ($4.3 por reaccién) es mayor al de la
PCR en tiempo real ($3.0 por reaccién) (Santiago-Felipe et al., 2015; Daher et al.,
2016). No obstante, el costo del termociclador ($ 5700) supera considerablemente los
equipos que podrian ser usados en la RPA, como el “Twirla™ Portable Mixing
Incubator” ($ 339) o el “ESEQuant Tube Scanner” ($ 2000) (Escadafal et al., 2014;
Santiago-Felipe et al., 2015). Sin embargo, disminuir el volumen de reaccién total,

como se hizo en este trabajo, contribuye a reducir los costos (Yang et al., 2017).
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8.7 Limitaciones del estudio

Este trabajo tiene varias limitaciones. En primer lugar, no se secuenciaron los
productos amplificados por RPA para LT, ST-la'y ST-Ib, ni el producto inespecifico
en el blanco de reaccion de tamafio similar a lo esperado para ST-Ib (Fig. 4). Esto es
necesario para comprobar la correcta amplificacion de los genes y para descartar
contaminacion del blanco. En segundo lugar, no se probaron todos los primers
disefiados para RPA en este trabajo (Tabla 6) y los primers elegidos tienen algunas
deficiencias, como la posibilidad de complementarse al genoma humano. La eleccion
de los primers adecuados para la RPA requiere siempre de una comprobacion
experimental porque no es posible predecir la eficiencia de la amplificacion a partir
de la secuencia de nucle6tidos (Abd EI Wahed et al., 2015). Incluso dentro de esta
comprobacion, el “ensayo y error” es lo recomendable, principalmente en
amplificaciones maltiples, lo cual puede dificultar y dilatar la estandarizacion, como
sucedio en este trabajo. En tercer lugar, los productos inespecificos fueron frecuentes
en todo el trabajo, ya sea con los blancos de reaccién y los controles positivos y
negativos (Fig. 4-9). Esto obligd a que no se considerara al gen de la toxina ST-Ib en
el andlisis de muestras. Una forma de evitar esto es cambiar el método de deteccion,
ya sea por oligocromatografia con las tiras de flujo lateral o con la medicion de
fluorescencia a tiempo real (James y Macdonald, 2015; Daher et al., 2016). No

obstante, el cambio del método de deteccidon esta fuera del objetivo de este trabajo.

Ademas, existe un sesgo relacionado a la subjetividad en la observacion de la banda,

sobre todo cuando esta es tenue. Una forma de solucionar esto es aumentar el
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volumen afiadido de ADN de la muestra con el fin de aumentar la sensibilidad (Nair
et al., 2015). También se podria cambiar el método de deteccion, ya que por
oligocromatografia o por la medicién de fluorescencia existen métodos para
determinar objetivamente si una muestra es positiva o negativa (Rohrman y Richards-
Kortum, 2012; Daher et al., 2016). Asimismo, no hubo un control interno en la RPA
ni en la PCR en tiempo real, lo cual es recomendable (Clarke et al., 2016). Para evitar
errores por este motivo, se puede agregar controles externos y negativos (Castellanos-
Gonzales et al., 2015), como paso en este trabajo con la PCR del gen de la beta

globina y los controles negativos sin ADN y con ADN de heces sin infectar.

Otra limitacion es inherente al estandar de oro escogido en este trabajo. Este puede
modificarse para mejorar los resultados de sensibilidad y especificidad. El uso de
sistemas de PCR cuantitativo en tiempo real en paralelo para cada gen analizado es lo
mas recomendable en estos casos. Ademas, estos sistemas podrian ayudar a clasificar
con mas facilidad a las muestras positivas y negativas, mediante el uso de ciclo

umbrales “cut-off” (Elfving et al., 2014; Liu et al, 2016).

Por otro lado, los métodos de extraccion de ADN usados no son los adecuados para
una posterior implementacion del ensayo en campo. Es recomendable probar el uso
de métodos mas simples y de menor costo, tales como el empleo de surfactantes
anionicos para oocistos de Cryptosporidium sp. (Wu et al., 2016), el uso de beads
magnéticos para evitar el uso de centrifugas y la generacion de aerosoles (Abd El
Wabhed et al., 2015b; Sun et al., 2016), la extraccion simple con NaOH a partir de

semillas machacadas (Wang et al., 2017), el uso de papel filtro impregnado con
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sangre con lavados, calentamiento a 95°C y elucién (Saldarriaga et al., 2016).
Incluso, se demostrd que se puede usar muestras directas o casi crudas, como orina
total o una suspension de heces al 20% con PBS (Krdlov et al., 2014; Moore et al.,
2017). Sin embargo, optimizar la extraccion de ADN no fue prioridad de este trabajo,

aunque se puede realizar posteriormente.

Finalmente, este ensayo no es cuantitativo. Una forma de realizar una prueba
cuantitativa con RPA es usando la deteccion en tiempo real. Se ha demostrado que la
relacion entre el tiempo de umbral y la cantidad de copias del gen se ajusta mejor a un
modelo exponencial, respecto al modelo lineal o polinomial de segundo grado
(Crannell et al., 2014c). Para llevarlo a cabo, se necesitaria equipos de medicion de
fluorescencia portables. Asimismo, al igual que con los sistemas de gPCR, se
requiere mas cuidado y precision en el uso de los lotes de los reactivos, en los
procedimientos y el almacenamiento para lograr consistencia entre los resultados
(Crannell et al., 2015). Ademas, se necesitaria contar con estandares de nimero de
copias de cada gen para poder estimar el nimero de copias en las muestras. Los genes
codificantes de LT y ST estan en plasmidos y el nimero de copias varia entre cada
uno (Lothigius et al., 2008). Esta variabilidad en el nimero de copias en

cepas/muestras clinicas debe ser un parametro importante a tomar en cuenta.

A pesar de las limitaciones explicadas, algunas de estas pudieron ser superadas y se
pudo desarrollar por primera vez un método de diagnostico molecular para ETEC
utilizando RPA, la cual es una técnica practica y con potencial en el uso al punto de

atencion del paciente.
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IX. CONCLUSIONES

En este trabajo, se pudo observar que los genes codificantes para las toxinas LT y ST-
la de ETEC pueden ser amplificados mediante RPA. Sin embargo, la secuenciacion
de los productos es necesaria para validarlos. Ademas, se logré desarrollar un método
de diagndstico molecular de ETEC en muestras de heces amplificando
simultaneamente los genes codificantes de LT y ST-la mediante RPA. La sensibilidad
(91.95%, IC 95%: 87.96 — 94.95%) y la especificidad (94.59%, IC 95%: 81.81 —
99.34%) de este ensayo de RPA para la deteccion de ETEC fueron dptimas a nivel de
laboratorio. Finalmente, las condiciones obtenidas en la optimizacion y los limites de

deteccidn estan dentro de lo esperado para la técnica.
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X.  RECOMENDACIONES

En primer lugar, se debe secuenciar los productos amplificados por RPA para LT,
ST-lay ST-Ib y el producto inespecifico en el blanco de reaccién de tamarfio similar a
lo esperado para ST-Ib. Esto es necesario para comprobar la correcta amplificacion de
los genes y para descartar contaminacion del blanco. En segundo lugar, se debe
probar con mas primers y procurar que estos no generen productos inespecificos en la
RPA y que puedan ser usados en una PCR en tiempo real. Ademas, se pueden
mejorar los sistemas de PCR cuantitativos en tiempo real para usarlos como estandar
de oro. Asimismo, es recomendable incluir un control interno en la RPA y el estandar
de oro, para comprobar que una posible ausencia de amplificacion del gen sea por la
falta del mismo y no por la inhibicion de la reaccion de amplificacion. Por otro lado,
se puede analizar mayor cantidad de muestras negativas a ETEC para asi obtener un
rango mas corto del intervalo de confianza a 95% de la especificidad. Finalmente, a
futuro se puede optar por cambiar el método de deteccion (oligocromatografia o en
tiempo real), analizar métodos de extraccion de ADN menos costosos, lograr la
deteccion simultanea de las E. coli diarrogénicas mas comunes (EAEC, EPEC y

ETEC) mediante RPA e implementar la prueba en zonas alejadas.
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