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RESUMEN

La enfermedad diarreica es una de las causas principales de muerte en nifios
menores de cinco afos. Uno de los patdgenos involucrados en esta enfermedad
especialmente en paises de mediano y bajo ingreso es la Escherichia coli
Enterotoxigénica (ETEC). En los estudios realizados que implican el uso de
muestras fecales para el diagnostico, existen dificultades en la colecta, transporte
y almacenamiento; una alternativa planteada para superar estos problemas es el
uso del papel filtro, que permite el almacenamiento de muestras a temperatura
ambiente y ocupa menor espacio. Asimismo, existe un amplio nimero de
métodos de extraccion de ADN muchos de los cuales estan basados en kits que
no se ajustan econdmicamente a las necesidades de los lugares donde la
enfermedad diarreica es prevalente. De esta forma, este estudio busca evaluar
conjuntamente el uso de muestras de heces en papel filtro y la extraccion de su
ADN utilizando Chelex — 100 para detectar Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC) mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional
multiple. El limite de deteccion del método propuesto fue 5.8x10* UFC/g. El
ensayo de interferencia para determinar especificidad analitica para detectar
ETEC y el analisis de los cebadores utilizados mostraron que el método es
especifico. En el ensayo de precision se obtuvo un 100% para 3 de los 4 puntos de
las diluciones escogidas y se obtuvo un 80% para uno de los puntos mostrado una
buena precision del método. EI método propuesto obtuvo en 100% de exactitud
al compararlo con la extraccion con kit Qiagen a partir de muestras frescas. La
deteccion de ETEC utilizando Chelex-100 y muestras de heces en papel filtro
mostrd una concordancia de moderada a fuerte (k=0.794) con la deteccién de

ETEC utilizando un kit comercial y muestras de heces frescas.

Palabras claves: Escherichia coli, diarrea, papel filtro, Chelex-100



ABSTRACT

Diarrheal disease is one of the leading causes of death in children under five years of
age. One of the pathogens involved in this disease especially in middle and low
income countries is Enterotoxigenic Escherichia coli. In studies involving the use
of fecal samples for diagnosis, there are difficulties in coleccion, transport and
storage; an alternative proposed to overcome these problems is the use of filter
paper, which allows the storage of samples at room temperature and takes up less
space. Likewise, there are a large number of DNA extraction methods, many of
which are based on kits that are not economically adjusted to the needs of places
where diarrheal disease is prevalent. Thus, this study seeks to jointly evaluate the
use of stool samples on filter paper and their DNA extraction using Chelex - 100
to detect Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) by conventional multiplex
Polymerase Chain Reaction (PCR). The detection limit of the proposed method
was 5.8x104 CFU/g. The interference assay to determine analytical specificity to
detect ETEC and the analysis of the primers used showed that the method is
specific. In the precision test, 100% was obtained for 3 of the 4 points of the
chosen dilutions and 80% was obtained for one of the points showing a good
precision of the method. The proposed method obtained 100% accuracy when
compared to the extraction with Qiagen kit from fresh samples. Detection of
ETEC using Chelex-100 and stool samples on filter paper showed moderate to
strong agreement (k=0.794) with detection of ETEC using a commercial kit and

fresh stool samples.

Keywords: Escherichia coli, diarrhea, filter paper, Chelex-100.



I INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la enfermedad
diarreica se encuentra dentro de las 10 causas principales de muerte a nivel global
en paises de mediano y bajo ingreso. El nimero absoluto de muertes debido a esta
enfermedad disminuy6 de 1.9 millones a 1.1 millones entre los afios 2000 y 2019
(1). En la actualidad, se producen 1.7 millones de casos de enfermedad diarreica
infantil anualmente y esta enfermedad ocasiona la muerte de 50 851 nifios de 5 a
9 afios y de 443 832 nifios menores de 5 afios (2). En este ultimo grupo, la
enfermedad diarreica tiene mayor relevancia, especificamente en la nifiez (1-59
meses) encontrandose como segunda causa principal de mortalidad solo por

debajo de las infecciones respiratorias agudas (3).

Las Escherichia coli asociadas a episodios de diarrea aguda en nifios son los
agentes etioldgicos mas importantes en la enfermedad diarreica, especificamente
el grupo de E. coli diarrogénicas (DEC) (4). Las DEC se refieren al grupo
conformado por diferentes patotipos de E. coli que se diferencian por su lugar de
colonizacién, mecanismos de virulencia y cuadro clinico (5). Estos patotipos
identificados hasta la actualidad son E. coli enteropatdgena, enterotoxigénica,
enteroagregativa, enteroinvasiva, de adherencia difusa, enterohemorréagica y
adherente e invasiva (6). Estudios realizados en paises en vias de desarrollo de
Asia, Africa y Latinoamérica han puesto en evidencia que la E. coli
enterotoxigénica (ETEC) es uno de los patbgenos que se presenta mas
frecuentemente en la enfermedad diarreica aguda en nifios menores de cinco afos
(7-11). En el Peru, la prevalencia promedio de ETEC en muestras de diarrea en
nifos se ha reportado en 5.3% y en 6.9% (12) (13) y ha sido una de las bacterias
junto con Shigella spp., de un total de 19, encontrada positivamente asociada con

gastroenteritis en un estudio realizado en Lima (14).

La ETEC se diferencia de las otras E. coli diarrogénicas porque presenta factores

de virulencia especificos que permiten al organismo colonizar el intestino



delgado y causar diarrea. Uno de estos factores son las enterotoxinas; existen dos
de ellas y ETEC puede producir una o ambas. Una de las enterotoxinas se conoce
como termolabil (LT) y la otra como termoestable (ST), la cual presenta a su vez
dos variantes (STp y STh). Y los otros factores de virulencia que presenta ETEC
son los factores de colonizacion de los cuales se conocen mas de 22 (15). En
ETEC los factores de colonizacion son Illamados antigenos de superficie coli,
antigenos de los factores de colonizacion y factores de colonizacion putativos.
ETEC presenta dos principales mecanismos de patogenicidad; la adherencia
mediada por los factores de colonizacion y la secrecién de toxinas mediada por
las enterotoxinas (S1) (6).

El Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades
(CDC Minsa) informé en su Boletin Epidemioldgico del Perd que los episodios
semanales de la enfermedad diarreica aguda muestran una tendencia creciente
desde la semana 31 a la semana 35 del 2023. Ademas, hasta la semana 35 del
2023 se notificaron 34 defunciones por enfermedad diarreica aguda en el grupo
de menores de 5 afios (16). En el 2024, hasta la semana 19 se observé un
incremento de 1.2% en el promedio de episodios de enfermedad diarreica aguda
respecto al afio anterior pero también se observé una tendencia al descenso de los
episodios de enfermedad diarreica aguda desde la semana 13 en el presente afio
(Figura 1) (17). Sin embargo, en muchas areas rurales no se diagnostica el agente
causante de la enfermedad diarreica debido a la falta de herramientas necesarias
en los puestos de salud. En un estudio realizado en la ciudad de Cajamarca, las
muestras de heces frescas tomadas en el hospital regional tuvieron que estar

guardadas a -20°C y posteriormente trasladadas a Lima para procesarse (18).
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Figura 1. Episodios de las enfermedades diarreicas agudas por semana
epidemiolégica Peru, 2023-2024 (SE19). Fuente: Centro Nacional de
Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades (CDC) — Minsa. Figura
tomada del Boletin Epidemioldgico del Pert VVolumen 33 SE 19 (17).

El diagnostico de enfermedades a partir de muestras frescas (sangre, plasma,
saliva, heces, etc.), como lo es el diagnostico de la enfermedad diarreica, presenta
dificultades en la colecta y transporte, especialmente si se realiza en lugares que
no tienen equipos para mantener muestras a una temperatura determinada. EI uso
de muestras secas en papel filtro ha brindado una alternativa para poder superar
estas dificultades, especialmente en muestras de sangre; y, a través de ensayos de
validacién, ha demostrado tener sensibilidad y especificidad similar al uso de
muestras frescas en estudios de serologia y amplificacion de acidos nucleicos
(como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)) para la deteccion de
distintos patogenos (19-21).

Debido a que las E. coli diarrogénicas no se detectan rutinariamente en muestras
de heces en los laboratorios clinicos, se han buscado métodos de deteccion que
no consuman tanto tiempo y dinero como el PCR convencional mdltiple, una
variacion del PCR convencional que permite detectar simultaneamente varios
genes de virulencia (22) (13). Sin embargo, en estos estudios se opto por realizar

sembrado y aislamiento de cepas en agar (proceso que se incuba una noche) para



luego extraer ADN de colonias individuales o de un grupo de colonias. Otros
estudios realizados han utilizado muestras de heces en papel filtro y como método
de extraccion han optado por kits comerciales, método de fenol-cloroformo y
reactivos purificadores FTA (Flinders Technology Associates) especificos para
papeles filtro FTA (tipo especial de papel filtro impregnado con reactivos que
promueven la lisis celular) (23- 25).

El Chelex-100 es una resina con propiedades quelantes y alta afinidad hacia iones
metélicos, de esta forma cuando se colocan muestras en una solucion con Chelex
y se aumenta la temperatura para liberar el ADN de las células, el Chelex se une a
iones como el magnesio evitando la degradacion del ADN (26). El Chelex-100
ha sido utilizado para extraer ADN de muestras de sangre en papel filtro y se ha
mostrado como un método mas rapido y econémico comparado con el metanol,
fenol- cloroformoy buffer TE (27). Tambien, el uso de Chelexy PCR convencional
maultiple se ha encontrado como un método altamente sensible y especifico en un

estudio para diagnosticar malaria (28).

En el caso de muestras de heces, la cantidad y calidad del ADN extraido a partir
de heces frescas de animales utilizando Chelex-100 ha sido comparada con el
obtenido de un kit comercial, utilizado como gold estandar, dando como resultado
alta y similar cantidad y calidad de ADN (29). Existen pocos estudios que han
utilizado Chelex- 100 con tarjetas rescatadoras de proteina (Protein Saver Cards)
Whatman 903, un tipo de papel filtro especifico para recolectar muestras (30)
(31). Uno de estos estudios compard los métodos de extraccion usando Chelex y
un kit Qiagen para detectar parésitos enteropatégenos en heces frescas y
suspension de heces, encontrando que la sensibilidad de la extraccion con Qiagen
fue mejor en heces frescas pero la extraccion con Chelex en suspension de heces

mostrd una sensibilidad muy comparable a la del Kit.

Si bien no hay muchos estudios con muestras de heces en papel filtro que hayan

comprobado la eficiencia de la extraccion con Chelex, con los reportes obtenidos



se puede observar que es un buen competidor contra los métodos ya establecidos
y utilizados comunmente como son los kits comerciales. Ademas, debido al bajo
costo y el poco tiempo que consume es una gran opcion para poder usar en zonas
que no cuentan con recursos suficientes y donde el almacenamiento de muestras
sea un problema (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de tiempo y precio (0 costo) por muestra entre métodos

de extraccion utilizando Chelex-100 o un Kit comercial.

Extraccidn Chelex-100 (1) Kit Comercial (2)
Precio por muestra $0.33 (3) $7.18 (4)
Tiempo 50 minutos (5) 90-120minutos (6)

(1) Para la extraccion con Chelex-100, por muestra se considerd el uso de 50ul
de Chelex-100 al 20%, 150ul de agua libre de nucleasas y 2mL de PBS (32).

(2) Los estudios citados utilizan diferentes Kits comerciales, en este caso se tomo
como ejemplo el QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit.

(3) Precio en ddlares para cada reactivo obtenido de las paginas
web https://www.sigmaaldrich.com/PE/es/product/sigma/c7901,
https://www.giagen.com/us/products/discovery-and-translational
research/lab-essentials/buffers-reagents/nuclease-free-water?catno=129115
y https://www.fishersci.com/shop/products/phosphate-buffered-saline-pbs-
1x- sterile-filtered/ AAJ61196 AP

(4) Precio en ddlares obtenido de la pagina web
https://www.giagen.com/us/products/discovery-and-translational
research/dna-rna-purification/dna-purification/genomic-dna/giaamp-fast-
dna-stool-mini- kit?catno=51604

(5) Tiempo basado en el procedimiento de Clinical Group WWARN, 2015 para
12 muestras.

(6) Tiempo basado en el inserto del kit QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit para

12 muestras.


https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/genomic-dna/qiaamp-fast-dna-stool-mini-kit?catno=51604
https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/genomic-dna/qiaamp-fast-dna-stool-mini-kit?catno=51604

El presente estudio buscé evaluar y aprovechar las ventajas de la coleccién de
muestra de heces en papel filtro, en conjunto, con una técnica de extraccion de
ADN simple (Chelex-100) y posterior PCR convencional multiple como métodos
efectivos para detectar ETEC; el cual es un patdgeno muy importante causante de

la enfermedad diarreica en el Pert y en el mundo.

Il OBJETIVOS

1.1 General
Evaluar un método de deteccion de Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) a
través de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional mdltiple
utilizando Chelex — 100 para la extraccion de acidos nucleicos en muestras de

heces colectadas en papel filtro.

1.2 Especificos

e Validar la extraccion de ADN utilizando Chelex-100 a partir de muestras
de heces negativas contaminadas con la cepa Escherichia coli H10407
ATCC 35401 en papel filtro evaluando el limite de deteccion,

especificidad analitica, precision y exactitud.

e Realizar la extraccion de acidos nucleicos usando Chelex - 100 de
muestras de heces colectadas en papel filtro de nifios menores de 2 afios
de una comunidad de Villa el Salvador.

e Realizar la extraccion de acidos nucleicos usando el kit comercial
QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit de muestras de heces colectadas en

viales de nifios menores de 2 afos de una comunidad de Villa el Salvador.

e Realizar la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional
multiple para detectar Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) en



material extraido con Chelex-100 y con el kit comercial QlAamp Fast DNA
Stool Mini Kit.

e Comparar los resultados del método de extraccion conChelex-100 a partir
de muestras en papel filtro con los resultados de la extraccion con kit
comercial QlIAamp Fast DNA Stool Mini Kit a partir de muestras frescas,

considerando a este Ultimo método como referencia.

11l METODOLOGIA

I11.1 Disefio de estudio
Estudio transversal y experimental. El estudio se divide en dos etapas: en la
primera etapa del estudio se validé la técnica de extraccion de ADN con Chelex-
100, estableciendo los parametros de limite de deteccion, especificidad analitica,
precision y exactitud (Figura 2) y en la segunda etapa se comparé el desempefio
de esta técnica con el método de extraccion de ADN utilizando el kit comercial
QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit a partir de muestras colectadas en viales,
comparando los resultados positivos y negativos (Figura 3). Finalmente, para
evaluar la cantidad y calidad de acidos nucleicos extraidos con Chelex-100 a
partir de muestras de papel filtro y con el kit QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit

a partir de muestras en viales se utilizaron 5 muestras extraidas por duplicado.
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Figura 2. Flujograma 1: Procedimiento para la validacion de la extraccion de

ADN utilizando Chelex-100. En la primera etapa del estudio se cont6 con heces

contaminadas en el laboratorio con cantidades conocidas de una cepa de
Escherichia coli H10407 ATCC 35401 productora de las enterotoxinas LT, STp

y STh (33). Las heces contaminadas fueron afiadidas a un papel filtro Whatman

40 a partir del cual se realizaron 4 ensayos para el proceso de validacion del

método de extraccion con Chelex — 100 evaluando parametros que apliquen a

pruebas cualitativas y se realizd6 PCR convencional mdltiple.
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Figura 3. Flujograma 2: Procedimientos para la comparacion del método
validado con el método de referencia. En la segunda etapa del estudio se
utilizaron muestras de heces de nifios menores de 2 afios que fueron colectadas en
papel filtro y en viales. Las muestras colectadas en papel filtro fueron extraidas
utilizando Chelex-100 y las muestras colectadas en viales fueron extraidas con el
kit QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit de Qiagen. Ambas extracciones fueron
sometidas a PCR convencional multiple y se compararon los resultados

obtenidos.

I11.2 Poblacion y tamafio muestral
Todas las muestras que se utilizaron para el presente estudio provienen del
proyecto “La infeccion natural de norovirus y sapovirus en una cohorte de
nacimiento en una comunidad periurbana del Peru” (SIDISI: 65178). Para el

proceso de validacién se utilizaron muestras de heces negativas a ETEC que se

11



contaminaron en el laboratorio y para el proceso de comparacién de métodos y
evaluacion de la calidad y cantidad de acidos nucleicos se utilizaron muestras
colectadas entre octubre y diciembre del 2019. Para la comparacién de métodos,
el muestreo se realizo directamente del pafial del nifio y en forma simultanea
fueron colocados las muestras de heces en el papel filtro y las heces frescas en un
vial de 2mL.

Para calcular el tamafio de muestra, diversos estudios (34-36) que buscan
determinar una concordancia entre dos métodos establecen previamente un
coeficiente de Kappa esperado. EI nimero de muestras fue determinado basado
en el estudio de Bujang y Baharum (2022) (37) donde demuestran que para
determinar un coeficiente de Kappa razonable o moderado entre dos métodos con
respuesta binaria (positivo — negativo), es suficiente utilizar entre 29 y 85
unidades (38) con un poder estadistico de 80% y un alfa de 0.05. Es importante
recalcar que en los estudios mencionados previamente opinan que es bueno
duplicar la cantidad de muestras para obtener mejores resultados. En este caso se
decidio utilizar todas las muestras colectadas entre octubre y diciembre del 2019
que fueron 171 en total.

111.3 Procedimiento

I11.3.1 Procedimientos para realizar el PCR convencional
multiple y electroforesis
La secuencia de los cebadores que se utilizaron para las tres enterotoxinas y el
tamafo del producto de amplificacion se muestran en la Tabla 2. Todos los
ensayos de PCR convencional multiple se realizaron siguiendo lo establecido
previamente por Rodas et al. (2009) (39) con modificaciones. La reaccion se
realizd en un volumen de Master Mix de 20uL que contenian 2.5uL de 10x
DreamTaq Green Buffer, 1.0uL de primer LT forward y reverse (5uM), 1.0uL de
primer STp forward y reverse (7.5uM), 1.5uL de primer STh forward y reverse
(15uM), 3.0uL de dNTPs, 10.875uL de dH20 y 0.125uL de DreamTaq Green

ADN Polimerasa. EI volumen final de reaccion fue de 25uL incluyendo 5uL de
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ADN.

Tabla 2. Secuencia de nucleétidos de los cebadores de las tres enterotoxinas y

tamano del producto de amplificacion (39).

Producto de
Enterotoxina Secuencia de los cebadores e,
amplificacion
LT F 5°>-ACGGCGTTACTATCCTCTC-3’ 273pb
R 5’- TGGTCTCGGTCAGATATGTG-3’
STp F5’-TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG-3’ 166pb
R 5°-ACAGGCAGGATTACAACAAAG-3’
STh F 5-TTCACCTTTCCCTCAGGATG-3’ 120pb
R 5'-CTATTCATGCTTTCAGGACCA-3’

Las reacciones de PCR convencional multiple fueron amplificadas por una
denaturacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos de amplificacion
(95°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos) y
finalmente 10 minutos a 72°C. Todos los procesos de electroforesis fueron
realizados en gel de agarosa al 2.5% durante 50 minutos a 140V. En la Figura 4
se observa el esquema de las tres enterotoxinas presentes en el control positivo

Yy Sus respectivos tamafios en un gel de agarosa.

I 25304

LT o

STp —»
STh —»
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Figura 4. Esquema del gel de electroforesis mostrando las enterotoxinas LT,
STpy SThdel control positivo Escherichia coli H10407 ATCC 35401. El carril
1 contiene la colonia control; la banda de 273pb pertenece a la toxina LT (flecha
verde), la siguiente banda de 166pb pertenece a la toxina ST (flecha morada) y la
ultima banda de 120pb pertenece a la toxina STh (flecha roja). El carril 2 contiene
el control negativo (PBS mas el mix de PCR) y el carril 3 contiene un blanco (solo
mix de PCR). El carril 4 contiene al marcador de peso molecular 100bp DNA
Ladder NEB. Gel de agarosa al 2.5%, 50 minutos a 140V.

111.3.2 Validacion
Para realizar los ensayos de validacion se utilizé Escherichia coli cepa H10407
ATCC 35401 adquirida por el Laboratorio de Microbiologia Molecular como
control positivo ya que produce las enterotoxinas termoléabiles (LT) y
termoestables (STp y STh) (33).

111.3.2.1 Preparacion y cuantificacion del contaminante
Una colonia control de Escherichia coli H10407 ATCC 35401 fue colocada en
Caldo Triplicase de Soya (TSB) y se incubd a 37°C en movimiento por
aproximadamente 8 horas. Cada hora se fue midiendo el OD (densidad 6ptica)
con un espectrofotdmetro hasta que se obtuvo un OD cercano a 1 que corresponde
aproximadamente a 1x10°UFC/mL. A partir del contaminante obtenido, se
hicieron diluciones seriadas desde 10! hasta 10~® en un total de 1mL, que

sirvieron para los ensayos de validacion.

Para determinar la cantidad exacta de UFC/mL se realiz6 un conteo de colonias
esparciendo 100uL de cada dilucién en placas de agar Mac Conkey por triplicado
las cuales se colocaron a 37°C por 24 horas. Aquellas placas que presentaron una
alta carga bacteriana fueron catalogadas como incontables y se promedié el

recuento de colonias obtenidas en cada dilucion.

111.3.2.2 Contaminacién de heces

Inicialmente se obtuvieron muestras de heces frescas que fueron sometidas a una
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extraccion de ADN utilizando el kit QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit de Qiagen
siguiendo los mismos pasos del inserto y se les realiz6 PCR convencional
multiple para comprobar que la ETEC no estaba presente en la muestra.
Posteriormente se colocO aproximadamente 8g de estas heces negativas para
ETEC enuntubo de 15mL y se le afiadié 3mL de PBS para darle una consistencia
semiliquida. Se repartié esta mezcla equitativamente (aproximadamente 1g) en 8
tubos de 2mL, para cada una de las diluciones (107! - 107%) trabajadas.
Seguidamente, se afiadié 350uL de cada dilucion del contaminante en cada uno
de los tubos y se mezclé hasta tener una muestra homogénea. Finalmente,
utilizando una pipeta se dispens6 una alicuota de 200uL de cada mezcla en papel

filtro Whatman grado cuantitativo N°40 y se dejo secar por 30 minutos.

111.3.2.3 Extraccion de ADN desde heces en papel filtro usando Chelex
Para la extraccion de ADN se utilizo el procedimiento de Clinical Group
WWARN (32) donde inicialmente se recortd una pieza de 9x3mm (semejante a
un rectangulo) de papel filtro que contenia la muestra, utilizando unas tijeras y se
colocé en un tubo de 1.5mL. Entre cada recorte de cada muestra las tijeras se
esterilizaron utilizando alcohol al 70% y un mechero. Después se afiadio 1mL de
PBS en el tubo de 1.5mL y se incub6 a temperatura ambiente por 10 minutos.
Pasado este tiempo, se centrifugdé a 14000 rpm por 2 minutos y se descarté el
sobrenadante. Luego se afiadié nuevamente 1mL de PBS, se volvi6 a centrifugar
a 14000rpm por 2 minutos y se descartd el sobrenadante. Posteriormente, se
afiadié 150uL de agua libre de nucleasas y 50uL de Chelex al 20%. Finalmente
se incub6 a 99°C por 10 minutos y se guardd el sobrenadante en otro tubo de
1.5mL. Cada grupo de extraccion fue de 12 muestras y se incluy6 un control
negativo cuya muestra consistio en una pieza recortada de una zona de papel filtro

donde no estuviera la muestra.

111.3.2.4 Ensayos de validacion
Se tomaron en cuenta cuatro parametros de validacion para los cuales sus
respectivos ensayos se describen a continuacion, basados en el articulo de Burd
(2010) (40).
15



- Limite de deteccion. Se realiz6 el ensayo de limite de deteccion utilizando las
muestras de heces en papel filtro contaminadas con las diluciones seriadas desde
107! hasta 1078, Cada muestra se extrajo por triplicado y se realizd6 PCR

convencional multiple y electroforesis descrito en la seccion 111.3.1.

- Especificidad analitica. Se realiz6 un ensayo de interferencia contaminando
heces negativas para ETEC con cuatro bacterias proporcionadas generosamente
por el Dr. Pablo Tsukayama caracterizados por bioguimica y secuenciados en su
laboratorio. Las cuatro bacterias utilizadas fueron Escherichia coli, Enterobacter
sp., Citrobacter sp. y Klebsiella sp., cada uno fue utilizado individualmente en las
heces negativas. Se inocularon las heces contaminadas en el papel filtro y
posteriormente se realizd la extraccion, PCR convencional mdltiple y
electroforesis descrito en la seccion 111.3.1. Ademas, se utilizo la herramienta
Primer — BLAST para determinar la especificidad de los 3 pares de cebadores. En
la pagina https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer- blast/ seccion Primer
Parameters se introdujo la secuencia de cebadores para cada enterotoxina y para
tener la mayor cobertura, en la seccién Primer Pair Specificity Checking
Parameters se cambid el Database a “nr” y no se especificé un organismo. Una
vez que se inicid el programa, se obtuvieron los targets de secuencias para las que

los cebadores eran especificos.

- Precision. Se escogieron cuatro puntos de las diluciones seriadas que se
encontraron cercanas al limite de deteccion obtenido. Las heces contaminadas con
esas diluciones se inocularon en papel filtro y se realizaron extracciones en cinco
dias diferentes en conjunto con el PCR convencional multiple y electroforesis
descritos en la seccion 111.3.1 para observar los resultados.

- Exactitud/Veracidad. Se realizé un ensayo de comparacion de métodos de
extraccion en el cual se utilizé como referencia la extraccién de ADN a partir de
heces frescas con un kit comercial QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit de Qiagen
siguiendo los mismos pasos del inserto. Las muestras que se utilizaron para este

ensayo fueron muestras de nifios previamente analizadas en el laboratorio con el
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método de referencia. Se recibieron 8 muestras entre positivas y negativas
debidamente codificadas para ser analizadas en ciego.

111.3.3 Comparacion entre los dos métodos de deteccion
Se utilizaron 171 muestras de heces provenientes de nifios menores de 2 afios del
estudio segun se explicd en la seccion 1.2 a las cuales se les realiz6 dos
procedimientos de extraccion: el procedimiento validado utilizando Chelex-100
a partir de las muestras colectadas en papel filtro y el procedimiento de extraccion
utilizando un kit comercial de Qiagen a partir de las mismas muestras, pero
frescas. Ambos procedimientos de extraccion posteriormente fueron sometidos al

PCR convencional multiple y electroforesis descrito en la seccion 111.3.1.

111.3.4 Evaluacion de la calidad y cantidad de acidos nucleicos extraidos
Se utilizaron 5 muestras de heces provenientes de nifios menores de 2 afios del
estudio segln se explico en la seccidn 111.2 que habian sido colectadas en viales.
A partir de los viales principales se alicuoté una porcion de aproximadamente
100mg en papel filtro y otra porcién de aproximadamente 200mg en un vial. Las
muestras en papel filtro se extrajeron utilizando Chelex-100 y las muestras en
viales se extrajeron usando el kit QlAamp Fast DNA Stool Mini Kitde Qiagen. Las
muestras se extrajeron por duplicado, haciendo un total de 10 reacciones por cada
método de extraccion. Posteriormente se utilizé el espectrofotdmetro Nanodrop
2000c de Thermo Scientific y el kit 1X dsDNA HS con el Fluorémetro Qubit 4 de
Invitrogen Thermo Fisher Scientific para evaluar la calidad y cantidad de acidos

nucleicos extraidos con ambos métodos.

111.4 Analisis de datos

Para determinar el limite de deteccion primero se utilizé la siguiente formula para

hallar las UCF/ml en el contaminante:

Promedio de colonias X Factor de diluciéon

mlL de muestra sembrada (0.1mL)

Seguidamente, para hallar las UFC afiadidas a las muestras de heces se utiliz6 la
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siguiente formula:

Promedio de UFC/mL en el contaminante X mL de muestra ahadida
(0.35mL)

Factor de dilucion

Los resultados obtenidos de los parametros de precision y exactitud se
presentaron en tablas y ademas se utilizd la herramienta Primer BLAST para la
especificidad analitica. Finalmente, se utilizd el software STATA 17 para
determinar la concordancia entre los resultados obtenidos de la comparacién del
método propuesto y el método de referencia a través de la prueba Kappa y para
evaluar los resultados obtenidos de la cantidad y calidad de acidos nucleicos

obtenidos se utilizo6 la prueba de signos y rangos de Wilcoxon.

I11.5 Consideraciones éticas

El presente proyecto de investigacion con codigo de inscripcion 202307 fue
aprobado por el Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia bajo la categoria de revision exento en la Constancia
362-20-20. El estudio principal del cual se obtuvieron las muestras “La infeccion
natural de norovirus y sapovirus en una cohorte de nacimiento en una comunidad
periurbana del Pera” (SIDISI: 65178) también cuenta con aprobacion ética del
Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia sefialado en la Constancia R-217-23-19. No se conto con datos
de identificacion de las muestras de nifios que se usaron durante el proyecto, solo
se obtuvieron cddigos. Finalmente, para garantizar la confidencialidad, el acceso
a las muestras y a los codigos de estas fue restringido solo a la tesista y a la

asesora.

IV RESULTADOS

IV.1 Determinacion de UFC en el contaminante para los
ensayos de validacion

Para determinar la cantidad de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) presentes
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en el contaminante del cual se obtuvieron las diluciones, se realiz6 el recuento de
colonias presentes en cada dilucién (Figura 5). Una vez obtenido el promedio del
recuento de las colonias se aplicé la formula para determinar las UFC/mL en el

contaminante (Tabla 3).

Figura 5: Placas de agar Mac Conkey sembradas con 100ul de cada dilucion
por triplicado. A-G: diluciones desde 10! hasta 10°8.

19



Tabla 3. Recuento de colonias para determinar el nimero de UFC presentes en
el contaminante.

contaminante

Conteo de colonias

Dilucién | Placa 1 Placa 2 Placa 3 Promedio g:rﬁg%ne;meel
1.00E-01 | Incontable | Incontable | incontable N/A N/A
1.00E-02 | Incontable | Incontable | incontable N/A N/A
1.00E-03 | Incontable | Incontable | incontable N/A N/A
1.00E-04 | Incontable | Incontable | incontable N/A N/A
1.00E-05 1080 848 912 947 9.47E+08
1.00E-06 279 312 375 322 3.22E+09
1.00E-07 152 164 177 164 1.64E+10
1.00E-08 45 43 49 46 4 57E+10

Promedio de

UFC/mLen el 1.66E+10

Como se observa en la Tabla 3 se obtuvieron diferentes valores de UFC/mL es

por lo que se realizé un promedio de estos valores a partir de la sumatoria de

UFC/mL del contaminante dividido entre el nimero de diluciones para obtener el

valor final de UFC/mL en el contaminante que fue de 1.66x10'°. A partir de este

valor del contaminante se calculd el valor para cada dilucion por 350ul de

contaminante afiadido (Tabla 4) utilizando la férmula para hallar las UFC

afiadidas. El valor final de UFC/g coincide con el valor de UFC/ml afadidos

debido a que la muestra de heces era de 1 gramo. Este valor obtenido sirvié para

hallar el limite de deteccién.

Tabla 4. Determinacion de UFC/g de heces para obtener el valor del limite de

deteccion
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Contaminacién de heces
UFC/mL
. afiadido a las UFC/g de
en cada
o muestras de heces
dilucion
heces

1.66E+09 5.80E+08 5.80E+08
1.66E+08 5.80E+07 5.80E+07
1.66E+07 5.80E+06 5.80E+06
1.66E+06 5.80E+05 5.80E+05
1.66E+05 5.80E+04 5.80E+04
1.66E+04 5.80E+03 5.80E+03
1.66E+03 5.80E+02 5.80E+02
1.66E+02 5.80E+01 5.80E+01

IV.2 Ensayos de Validacién

IV.2.1 Limite de Deteccion

Para el primer parametro de validacion se realiz6 el ensayo del limite de

deteccion. Los resultados de este ensayo se muestran en el gel de electroforesis

de la Figura 6 donde se puede observar una amplificacion hasta el carril 5.

Basandonos en los resultados de la Tabla 4, podemos decir que el limite de

deteccion de la prueba se encontro en la dilucién 1x10° para cada enterotoxina,

lo cual equivale a 5.8x10*UFC/g de heces.
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Figura 6. Gel de electroforesis para el ensayo de limite de deteccion. De los
carriles 1 al 8 se muestran las diluciones de 1x10 * hasta 1x1078, en el carril 9 se
muestra el control positivo (H10407 ATCC 35401) y en el carril M contiene al
marcador de peso molecular 100bp DNA Ladder NEB. Gel de agarosa al 2.5%,
50 minutos a 140V.

IV.2.2 Parametro de Especificidad Analitica
El segundo parametro de validacion, la especificidad analitica, tuvo dos secciones
que complementaron el resultado. Primero, se realizo el ensayo de interferencia el
cual no presentd reactividad cruzada con ninguno de los patdgenos adicionales
(Figura 7).

Figura 7. Gel de electroforesis en el ensayo de interferencia con 3 patégenos
adicionales y el control positivo Escherichia coli H10407 ATCC 35401. Los
carriles 2, 4 y 6 contienen la colonia control, el carril 1 contiene Escherichia coli,
el 3 contiene Enterobacter sp., el 5 contiene Citrobacter sp., y el carril 7 contiene
Klebsiella sp. El carril B contiene un blanco (solo mix de PCR) y el carril M
contiene al marcador de peso molecular 100bp DNA Ladder NEB. Gel de agarosa
al 2.5%, 50 minutos a 140V.
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Segundo, se utilizd la herramienta Primer-BLAST para observar la especificidad

de los 3 pares de cebadores. En la Figura 8 se observan algunas dianas obtenidas

con cada par de cebadores, en total se obtuvieron 86 para LT, 60 para STpy 72

para STh. Se realizé una revision de cada uno de los targets obtenidos y se observo

que todos pertenecen a ETEC. Estos resultados se obtuvieron cuando se uso la

herramienta Primer-BLAST en setiembre del 2021.

A

Primer pair 1

B

Primer pair 1

Sequence (5'->3')
Forward primer ACGGCGTTACTATCCTCTC
Reverse primer TGGTCTCGGTCAGATATGTG

Products on target templates

>CP035885.1 Escherichia coli strain LSN03-016011/A plasmid pLSN03016011A_163, complete sequence

product length = 274

Forward primer 1 ACGGCGTTACTATCCTCTC 19
Template 146537 . 146555
Reverse primer 1 20
Template 146810 146791

1 Escherichia coli strain WS0115A plasmid pwS0115A_186, complete sequence

product length = 274

Forward primer 1 ACGGCGTTACTATCCTCTC 19
Template 145563 . 145545
Reverse primer 1 TGGTCTCGGTCAGATATGTG 20
Template SESIND:.  oocovnvewwani 145309

>CP035880.1 Escherichia coli strain DS26-1 plasmid pDS26_129, complete sequence

product length = 274
Forward primer 1 ACGGCGTTACTATCCTCTC 19
66233

Template 66251
Reverse primer 1 TGGTCTCGGTCAGATATGTG 2@
Template 66506  +erriinieiiaieans 66487

Primer pair 1

Sequence (5->3)
Forward primer TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG
Reverse primer AGAGGCAGGATTACAACAAAG

Products on target templates
=CP080226.1 Escherichia coli 0141:H4 strain P13-6 plasmid pP136-3, complete sequence

product length = 165
Forward primer 1 TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 21
Template B B 11193

Reverse primer 1 ACAGGCAGGATTACAACAAAG 21
Template B T 11317

>CP080236.1 Escherichia coli 0139:H1 strain W13-16 plasmid pw1316-1, complete sequence

product length = 165
Forward primer 1 TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 21
Template 17671 . 17691

Reverse primer 1 ACAGGCAGGATTACAACAAAG 21
Template 17835 ...l 17815

>CP035868.1 Escherichia coli strain E275 2 plasmid pE2753_90, complete sequence

product length = 165
Forward primer 1 TCTTTCCCCTCTTTTAGTCAG 21
Template 15273 tiiiiiieieieeeas 15293

Reverse primer 1 ACAGGCAGGATTACAACAAAG 21
Template 15437 i, 15417

Forward primer
Reverse primer

Products on target templates

=M34916.1 E.coli heat-stable enterctoxin gene, complete cds

product length = 120

Forward primer 1  TTCACCTTTCCCTCAGGATG 20
Template 92 i 11

Reverse primer

1
Template 211

CTATTCATGCTTTCAGGACCA

TTCACCTTTCCCTCAGGATG
CTATTCATGCTTTCAGGACCA

21
191

»>CP035875.1 Escherichia coli strain B2C plasmid pB2C_151, complete sequence

product length = 120

Forward primer 1 TTCACCTTTCCCTCAGGATG
Template 148587 .......... 6.

2@
148568

Reverse primer 1 CTATTCATGCTTTCAGGACCA 21

Template 148468 ............

148488

=CP035842.1 Escherichia coli strain TW10722 plasmid pTW10722_147, complete sequence

product length = 12@

Forward primer 1 TTCACCTTTCCCTCAGGATG
Template 93575 ......... [T

20
93556

Reverse primer 1 CTATTCATGCTTTCAGGACCA 21

Template 93456 .............

93476
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Figura 8. Capturas de pantalla de una seccion de los resultados de Primer —

BLAST para cada par de primer de las tres enterotoxinas (LT, STpy STh).

A: Dianas obtenidas con los pares de cebadores para la enterotoxina LT. B:

Dianas obtenidas con los pares de cebadores para la enterotoxina STp. C: Dianas

obtenidas con los pares de cebadores para la enterotoxina STh.

1V.2.3 Parametro de Precision

Para el parametro de precision, la Tabla 5 muestra que se obtuvo como resultado

un 100% de precision entre corridas durante los cinco dias de experimento a

excepcion de un resultado de 80% de precision para la muestra de 10~*la cual

arrojo un resultado negativo en el tercer dia. De esta manera, la precision total se

encontré en 95%.

Tabla 5. Porcentaje de precision entre corridas y precision total.

Precision
ID DIA1 DIA2 | DIA3  DIA4 | DIAS entre
corridas (%)
Positivo | LT+ LT+ LT+ LT+ LT+
10° | STp+ | STp+ | STp+ | STp+ | STp+ 100%
STh+ STh+ STh+ STh+ | STh+
Positivo | LT+ LT+ LT+ LT+ LT+
10* | STp+ | STp+ | STp+ | STp+ | STp+ 100%
STh+ STh+ STh+ STh+ | STh+
Positivo | LT+ LT+ LT- LT+ LT+
10° | STp+ | STp+ | STp- | STp+ | STp+ 80%
STh+ STh+ STh- STh+ | STh+
Negativo| LT- LT- LT- LT- LT-
10® | STp- | STp- | STp- | STp- | STp- 100%
STh- STh- STh- STh- STh-

1VV.2.4 Parametro de Exactitud

Finalmente, se realizo el ensayo de comparacion de métodos para evaluar la

exactitud y se obtuvo que ambos métodos coincidian en el resultado de las

muestras positivas y de las negativas tal como se muestra en la Tabla 6.
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Tabla 6. Exactitud obtenida a través del ensayo de comparacion de método.

Método Referencial *
Positivo Negativo Total
Método Positivo 4 0 4
2
Nuevo Negativo 0 4 4
Total 4 4 8

1: Muestras de heces colectadas en viales y extraidas con QIAamp Fast DNA
Stool Mini Kit.

2: Muestras de heces colectadas en papel filtro y extraidas con Chelex-100.

IV.3 Comparacion entre el método validado y el método referencial
con muestras de nifios del estudio de cohortes.
Una vez finalizada la validacion del método de deteccion propuesto, se procedio
a comparar los resultados obtenidos con ambos métodos de deteccidn utilizando
muestras de nifios. En la Tabla 7, se muestra los detalles de los resultados
obtenidos, el total de muestras negativas y positivas, asi como las concordancias y
discrepancias entre ambos métodos Se estimd el coeficiente de Kappa que mide
la concordancia entre ambos métodos y se obtuvo 0.794 (Cl 95%:0.635-0.952).

Tabla 7. Resultados de concordancia entre el método de referencia (PCR
QIAGEN) y el método propuesto (PCR CHELEX) utilizando el programa
STATA 17.

PCR QUIAGEN
PCR CHELEX MNegativo Positivo

Megativo 152 b
Posifivo 0 13
Total 102 19
Kappa (95% CI) =« 0.794 (0.635 0.952)
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IV.4 Evaluacion de la calidad y cantidad de acidos nucleicos obtenidos
con los dos métodos de extraccion
Finalmente, para evaluar la cantidad de &cidos nucleicos obtenidos con los dos
métodos de extraccion se compararon las cantidades obtenidas del instrumento
Nanodrop 2000c y Qubit 4 y en el caso de la calidad de comparo el ratio 280/260
y 260/230 obtenidas del instrumento Nanodrop 2000c. Como se observa en la
Tabla 8 existen diferencias significativas (p=0.002, p=0.006 y p=0.002) entre la
cantidad y calidad de acidos nucleicos obtenidos por ambos métodos con el
Nanodrop, sin embargo, no hay diferencias entre las cantidades de &cidos

nucleicos obtenidas con el Qubit (p=0.232).

Tabla 8. Resultados obtenidos de la comparacion de la calidad y cantidad de
acidos nucleicos obtenidos con el método de extraccion de Chelex-100 y Kit

comercial de Qiagen utilizando el programa STATA 17.

CHELEX, N=10'  Kit Qiagen, N = 10" p-value?
Nanodrop ng/ul 60 (37, 74) 157 (149, 163) 0.002
Qubit ng/ul 26 (13, 38) 31(18, 57) 0.232
260/280 1.56 (1.46, 1.63) 2.04 (2.02, 2.07) 0.006
260/230 0.43 (0.39, 0.50) 1.97 (1.47, 2.12) 0.002

I Mediana (IQR)

2Wilcoxon test de signos y rangos
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V DISCUSION

V.1 Hallazgos principales
Recolectar muestras de heces en papel filtro supone una ventaja econémica en el
almacenaje y transporte; mientras que el uso de Chelex-100 para extraer ADN y
realizar PCR convencional multiple pueden ser féciles de aplicar en entornos de
bajos recursos. Utilizados en conjunto pueden convertirse en una técnica
apropiada para la deteccion de patogenos de interés como lo es la ETEC. Con los
resultados obtenidos se puede observar que el método de extraccién usando
Chelex-100 a partir de muestras de heces en papel filtro tiene un buen limite de
deteccidn, es especifico para detectar ETEC y tiene una precision total de 95% y
exactitud de 100%. Ademas, al utilizar muestras de nifios para comparar el
método propuesto con uno referencial utilizando un kit de Qiagen para extraer

muestras de heces en viales se encontré una concordancia de moderada a fuerte.

V.2 Comparacion con otros estudios
En estudios previos se ha reportado que el limite de deteccién de ETEC a través
de métodos como el PCR convencional, gPCR, amplificacién isotérmica mediada
por bucle y Tagman Array se encuentra entre 102y 10> UFC/g (41-46). De estos
estudios, todos utilizaron muestras frescas de heces, ademas dos utilizaron
métodos de extraccion de ADN que no eran kits comerciales sino métodos de solo
ebullicion o ebullicién con buffer de lisis. En estos dos estudios se encontro el
limite de deteccion en 9x10*y 10* UFC/g que son muy similares al 5.8x10*
UFC/g encontrado en la técnica que se estd evaluando en la presente
investigacion, como se observa en la Figura 6 y Tabla 4. Solo un estudio (42) que
detectd ETEC a través de la técnica Rapid LAMP based Diagnostic Test (RLDT)
utilizando muestras de heces en papel filtro obtuvo un limite de deteccion de
9x103 UFC/g de heces estando por debajo del limite de deteccidn encontrado con

la técnica propuesta.

La especificidad del método fue inicialmente evaluada utilizando patégenos

adicionales pertenecientes a las Enterobacterias para observar alguna posible
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interferencia. En el gel de electroforesis obtenido (Figura 7) no se observo
amplificacion en ninguno de las bacterias adicionales. Sin embargo, debido a que
no se pudo obtener una mayor cantidad de bacterias para evaluar, se utilizé la
herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) del National Center
for Biotechnology Information (NCBI) para comprobar la especificidad de los
primers utilizados. , Si bien al obtener los resultados con el Primer-BLAST se
observaron varias dianas, al revisar cada diana obtenida se comprobd que todos
pertenecian solo a diferentes serotipos de ETEC aislados en diferentes paises de
diferentes especies (humanos, animales y vegetales) a lo largo de los afos.
Asimismo, los estudios que disefiaron los cebadores del presente proyecto
resaltan haber comprobado su especificidad a través de BLAST y amplificaciones
con PCR usando cepas de referencia (39) (43) (44) sugiriendo asi que el presente

método es especifico para detectar ETEC.

Para el parametro de precision se tomo en cuenta el limite de deteccidn obtenido
en la dilucion 107> para poder utilizar muestras cercanas a este valor. Se
seleccionaron 4 diluciones (103, 107, 10>y 10®) que se procesaron durante 5
dias. Como se muestra en la Tabla 5, se obtuvo un 100% en el ensayo de precision
para las dos diluciones que se encontraron por encima del limite de deteccion
(1073, 107 ya que todas dieron resultados positivos. Para la dilucion que se
encuentra por debajo del limite de deteccion (107%) también se obtuvo un 100%
de precision. Sin embargo, para la dilucién donde se encontrd el limite de
deteccion (107 ) se obtuvo una precision del 80%. Algunos estudios realizados
para detectar ETEC a traves de qPCR multiple (47), TagMan array (41) y RLDT
(42) evaluaron la precision de sus métodos; en los dos primeros estudios se evaluo
la precisién a través del coeficiente de variacion encontrandose alrededor del 1-
7%. En el dltimo estudio se evalud la precision realizando repeticiones de 2
muestras por encima del limite de deteccion y al obtenerse todas positivas, se
establecié como precision del 100%. En el presente estudio, a pesar de haberse
obtenido buenos porcentajes de precision en 3 de 4 diluciones, el 80% obtenido

en la dilucion que se encuentra en el limite de deteccion representa las variaciones
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que pueden presentarse al reproducir un método en dias diferentes. Variaciones
durante la extraccion, PCR convencional maltiple electroforesis contribuyeron a
la obtencion de un resultado distinto, pero para poder darle méas validez a este
resultado se consideraria utilizar un mayor nimero de repeticiones e incluso

afiadir factores como diferentes operarios.

Para el pardmetro de exactitud se buscd comparar el método propuesto con el
método referencial utilizando muestras entre positivas y negativas que se
corrieron en ciego. Al término del analisis de las 8 muestras se obtuvo 4 muestras
positivas por ambos métodos y 4 muestras negativas por ambos métodos
correspondiendo a un 100% de acuerdos entre ambos métodos. Este resultado
indica una similitud en la sensibilidad analitica del método propuesto y el método
de referencia reflejando que el método de extraccion con Chelex-100 a partir de
muestras de heces en papel filtro podria funcionar correctamente en reemplazo de

una extraccion con un kit comercial y heces frescas.

Posterior a la validacion del método propuesto, se colectaron 171 muestras de
nifios para poner a prueba el rendimiento del método de una manera que
represente el uso futuro que se le quiere dar. Se analizaron los resultados
obtenidos con el programa STATA 17 y en la Tabla 7 se muestra que ambos
métodos concordaron en 152 resultados negativos. También se observo que hubo
un total de 19 resultados positivos de los cuales ambos métodos concordaron en 13
resultados, los restantes 6 resultados salieron positivos para el método de
referencia, pero negativos para el método propuesto. El anélisis de concordancia
entre los resultados obtenidos con ambos métodos se observd a través del
estadistico Kappa. El estadistico Kappa mide la concordancia entre dos criterios
corrigiendo el acuerdo esperado por azar, tiene valores entre -1 y 1 de tal modo
gue un Kappa diferente de O indica que la concordancia no se debe al azar (48).
El valor de Kappa obtenido fue de 0.794 y de acuerdo con el Anexo 1 que presenta
la interpretacion del valor de Kappa de Cohen, existe una concordancia entre
moderaday fuerte entre el método propuesto y el método de referencia. Es posible
que el método de extraccion haya causado las discrepancias, obtenidas en la Tabla
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7 es por lo que adicionalmente se realizo la evaluacion de la cantidad y calidad de
acidos nucleicos extraidos con ambos métodos, pero con una menor cantidad de
muestras. Como se observa en la Tabla 8 la cantidad de &cidos nucleicos extraidos
con el kit de Qiagen fue significativamente mayor (promedio 60 versus promedio
157, p=0.002) utilizando el Nanodrop, sin embargo, no se observaron diferencias
significativas (promedio 26 versus promedio 31, p=0.232) en la cuantificacion
utilizando el Qubit. Esta diferencia de resultados puede deberse a que el Nanodrop
capta la presencia de ARN o impurezas en la muestra que absorban luz a 260nm,
por el contrario, el Qubit 4 utiliza un kit que detecta solo acidos nucleicos de
doble hebra haciéndolo un método mas selectivo (49), de esta manera la cantidad
de ADN para detectar ETEC obtenida con ambos métodos seria similar. En el
caso de la calidad del extraido obtenido se analizaron los ratios 260/280 0 260/230
y como se observa en la Tabla 8 la calidad de acidos nucleicos fue
significativamente diferente entre ambos métodos de extraccion (promedio del
ratio 260/280 de 1.56 versus 2.04, p=0.006 y promedio del ratio 260/230 de 0.43
versus 1.97, p=0.002). Valores entre 1.8 — 2.0 para el ratio 260/280 y valores entre
2.0y 2.2 para el ratio 260/230 son considerados de buen grado de pureza, en el
caso de los extraidos con Chelex — 100 el promedio para ambos ratios se encontrd
muy por debajo, lo cual puede indicar la presencia de proteinas u otros
contaminantes (50) (51). De esta manera, las discrepancias obtenidas en el
analisis de concordancia se pueden deber a la presencia de impurezas y
contaminantes presentes en el material extraido con Chelex-100 que hayan
podido inhibir el PCR convencional multiple como ha sido demostrado
previamente en el estudio de Sjoholm et. al (2007) (52).

V.3 Relevancia en salud publica
Para poder detectar este patdgeno se opta por colectar muestras de heces frescas,
pero se conoce que el transporte y manejo de este tipo de muestras, especialmente
cuando se tienen poblaciones grandes, puede dificultar el proceso. Como se ha
revisado en la presente investigacion, con los resultados obtenidos se puede decir

que el uso de papel filtro no ha proporcionado inconvenientes en la deteccion de
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ETEC, por el contrario, no se necesito de una cadena de frio para el transporte de
muestras ni de una congeladora para almacenarlas. Un estudio desarrollado por
Cevallos et al. (2018) (25) demostré que el papel filtro puede ser usado para
almacenar a largo plazo (1 afo) en temperatura ambiente muestras de heces
humanas y poder extraer su ADN y cabe resaltar que la presente investigacion
tuvo las muestras almacenadas a temperatura ambiente durante aproximadamente
8 meses hasta su uso. Adicionalmente, el tipo de papel filtro utilizado en el
presente estudio es el papel Whatman 40 que se caracteriza por ser un papel filtro
de uso general, con una retencion de particulas de 8um y un grosor de 210um. Es
de tipo cuantitativo lo que lo hace mas preciso y se puede usar a menudo para
aplicaciones analiticas. Ademas, el papel filtro Whatman 40 es un filtro muy puro
ya que no contiene cenizas lo que lo hace ideal para una amplia gama de

procedimientos de filtracion (53)(54).

El método tradicional para aislar E. coli de muestras de heces era sembrandolas
en medios de cultivo selectivo como el agar MacConkey; sin embargo, para poder
identificar el patotipo especifico de E. coli se adoptaron técnicas moleculares para
una deteccién e identificacion mas rapida (55). EI uso de Chelex-100 para extraer
el ADN es un método rapido y poco laborioso, pero se sabe que la pureza del ADN
que se obtiene no es buenay al haber utilizado heces, que son muestras con altas
cantidades de inhibidores, es posible que sea este tipo de extraccién la que haya

causado las discrepancias de algunos resultados en las muestras de nifios.

En el Pert, ETEC se encontr6 como el patégeno mas frecuente en pacientes
hospitalizados con diarrea y deshidratacion (14), sin embargo; los estudios
realizados en su mayoria se han centrado en zonas periurbanas de Limay no hay
datos sobre la prevalencia de ETEC en otras regiones del Per(. No hay un sistema
de vigilancia en las zonas fuera de Lima debido a que no es un patégeno buscado
en examenes rutinarios y debido a que no se cuenta con equipos necesarios para

realizar un diagndstico correcto.
Tener un método de deteccidn que facilite la vigilancia de ETEC es importante
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para diversos objetivos como por ejemplo ayudar a comprender la prevalencia e
importancia actual que tiene ETEC. De esta manera, se podria contribuir al
objetivo que vienen buscando diferentes autoridades internacionales de salud
publica de desarrollar una vacuna para ETEC, ya que tendria un gran impacto no
solo en la salud sino también en la economia y ademé&s ayudaria a reducir el
uso de antibioticos indiscriminadamente, que estd aumentando la resistencia

bacteriana en la actualidad (56-58).

El presente estudio buscd un método que pueda reducir tiempo y costo y pueda
ser utilizado en diferentes escenarios. La colecta, transporte y almacenamiento de
muestras de heces en papel filtro, asi como el corto tiempo de una extraccién con
Chelex-100 son una gran ventaja para poder realizar estudios de barrido y si bien
es cierto, el uso de termocicladores y camaras electroforéticas puede limitar el
uso del método en laboratorios, el poder mantener las muestras en papel filtro a

temperatura ambiente abaratarian los costos de un posible transporte.

VI LIMITACIONES

El método de deteccion presentado tuvo resultados que pueden competir
facilmente con otros métodos ya existentes, sin embargo, presenta algunas
limitaciones. La cantidad de repeticiones durante la etapa de validacion fue menor
a la recomendada debido a que se contaba con una cantidad justa de materiales
disponibles para realizar todo el experimento. Se evalu6 la cantidad y calidad de
acidos nucleicos extraidos con poca cantidad de muestras, pero esto permitio dar
una idea de la razon de las discrepancias en la deteccion de ETEC con ambos
métodos usando muestras de nifios. La conservacion de muestras de heces en papel
filtro almacenadas a temperatura ambiente ha sido evaluada hasta 1 afio y en el
presente estudio hasta 8 meses por lo que falta evaluar si a largo plazo aun se

podra recuperar ADN.

VIl CONCLUSIONES
Los ensayos de validacion del método de extraccion con Chelex -100 a partir de
muestras de heces en papel filtro mostraron un buen limite de deteccion
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(5.8x10*UFC/q), especificidad analitica, precision y exactitud. Asimismo, se
obtuvo una concordancia de moderada a fuerte (k=0.794) en la comparacion de los
resultados entre la extraccion con Chelex-100 a partir de muestras en papel filtro
y la extraccion utilizando el kit QlAamp Fast DNA Stool Mini kit de Qiagen para
detectar ETEC a través de PCR convencional multiple. Sin embargo, en la
evaluacion de la calidad de &cidos nucleicos obtenidos con la extraccion con
Chelex-100 se observé que no tuvo una buena pureza comparado con la

extraccion con el kit de Qiagen.

VIII RECOMENDACIONES

Dadas las limitaciones mencionadas previamente en la seccién VI, se recomienda
incrementar el nimero de repeticiones para tener una validacion mas robusta.
Ademas, dados los resultados obtenidos de la pureza del ADN se puede considerar
modificar la extraccion con Chelex-100 agregandole enzimas como la Proteinasa
K para que se pueda eliminar algin contaminante que pueda estar presente y
realizar una evaluacion con una mayor cantidad de muestras para confirmar el
resultado. También, se podria considerar incrementar la cantidad de muestras en la
comparacion de métodos para mejorar el resultado obtenido y ajustar el intervalo

de confianza.
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ANEXOS

Anexo 1

Niveles de concordancia segun el estadistico Kappa (49)

Value of Kappa Level of Agreement 9% of Data that are Reliable

0-.20 None 0-4%
.21-.39 Minimal 4-15%
40-.59 Weak 15-35%
.60-.79 Moderate 35-63%
.80-.90 Strong 64-81%

Above.90 Almost Perfect 82-100%
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INFORMACION SUPLEMENTARIA

S1. Mecanismo de accion de ETEC mediada por los factores de colonizacidn y enterotoxinas

(6).
Mecanismo de adherencia Mecanismo usando las enterotoxinas
a través de Factores de termoestables (ST) y termolabil (LT)
colonizacion (FC)
4 ETEC expresa la exoproteina EtpA\ KETEC secreta LT, que se une al )
para permitir que los FC se adhieran ganglidsido GM1 del enterocito
a las células epiteliales del intestino generando un aumento de AMPc.
delgado.

\§ |\ J
4 N\ KETEC secreta ST, que se une al )
El auto transportador EatA inhibe la receptor guanilato — ciclasa — C (GC-
actividad de EtpA. C) del enterocito generando un

aumento de GMPc.

\_ J J
4 ) 4 El aumento de AMPc vy GMPc\
Se origina la adhesion final a los estimulan la secrecién de cloruroy
enterocitos por las proteinas de electrolitos e impiden la absorcién
membrana loci toxigénico de del intestino ocasionando la
\_ invasion A (Tia) y B (TibA). Y, \_ diarrea. )
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