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RESUMEN

Actualmente las infecciones de tracto urinario (ITU) son de las mas frecuentes a nivel mundial,
afectando a mas de 150 millones de personas por afio. Su incidencia es muy alta debido a que el 40 %
de las mujeres tendran al menos un episodio de infeccion urinaria a lo largo de su vida. A se vez el 12
% de los hombres tendran al menos un episodio de infeccidon urinaria a lo largo de su vida. Esta
problematica genera una seria dificultad a nivel salud publica, sanitario, social y econémico, que se
refleja sobre todo en el costo sobre el sistema de salud donde sobrepasa en gran medida a los gastos
en dialisis y trasplantes. Estudios previos en Estados Unidos se estimé que los costos totales en
gastos relacionados a ITU fueron 3500 millones de ddlares estadounidenses por afio solamente en
este pais.

En clinica se utilizan dos métodos complementarios de deteccion de ITU, un test rapido e indirecto de
deteccion de ITU por tiras reactivas y un test confirmatorio de la infeccion por cultivo llamado
urocultivo. Nuevos estudios del comportamiento diagndstico de las tiras reactivas arrojan resultados de
poca sensibilidad y especificidad por lo tanto urge la necesidad de mejorar el diagnéstico rapido de
esta enfermedad. Escherichia coli uropatégena es el agente causal del 75% de las infecciones
urinarias a nivel mundial. Se encuentra dentro de una subclasificacion llamada E. coli patégena
extraintestinal y tiene genes asociados a virulencia especificos y Unicos de este tipo de bacteria. Esta
caracteristica puede ser explotada para su diagndstico a nivel molecular, aunque estas estan
presentes comunmente en la orina. En particular 2 genes demostraron ser de utilidad para el
diagndstico de infecciones del tracto urinario causadas por E. coli. Los genes con potencial para el
diagndstico molecular son: chuA el cual codifica una proteina receptora de hemo de la membrana
externa y malB que forma parte del regulén de maltosa.

“Loop-Mediated Isothermal Amplification” (LAMP) es un método de amplificacion de acidos nucleicos,
disefiado para amplificar el ADN de interés de una forma muy especifica, rapida y en condiciones
isotérmicas. Estas caracteristicas otorgan grandes ventajas a la hora de realizar un diagndstico, en
tiempo reducido, ajustado la duracidon de una consulta clinica promedio, no necesita instalaciones
sanitarias de complejidad y detecta directamente el material genético del patégeno. Por demas LAMP
muestra una alta tolerancia a diferentes inhibidores que estan naturalmente presentes en varias
muestras bioldgicas, esto permite utilizarlas con un nivel de tratamiento minimo evitando pasos extra
de purificacion del material genético.

Este proyecto consistio en el desarrollo de un test rapido para la deteccion de E. coli uropatégena en
orina, basandose en la tecnologia LAMP.

Tras estudiar el comportamiento de la reaccidon se optimizd el proceso de extraccion del material
genético, llegando a la conclusién que utilizar un paso de extraccion térmica simple era necesario. Se
determiné el punto de corte de la técnica, ajustandose para detectar concentraciones indicadoras de
infeccion. Y por ultimo se estudio la especificidad de la técnica con otros microorganismos.

Se efectuo la validacion de la técnica con un numero de 30 muestras clinicas de orina sospechosas de
ITU. Este estudio logra dar una idea del comportamiento del test diagndstico en condiciones de
muestras clinicas. Se obtuvo una gran precisién de diagndstico y sensibilidad comparandolas con tiras
reactivas.Se presenta ideal para un test de screening previo a la confirmacién con urocultivo.

Si bien se pueden hacer mejoras y se tendra que ampliar el nimero de muestras de la validacién para
alcanzar numeros estadisticamente mas confiables. Se ha logrado obtener un test de diagnéstico
rapido para E. coli uropatégena en orina.
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1.  INTRODUCCION

1.1 Infecciones del Tracto Urinario.

Una infeccion del tracto urinario (ITU) se define por la presencia de microorganismos patégenos que
colonizan y proliferan en el tracto urinario inferior como en el superior (Mody and Juthani-Mehta 2014).
Las infecciones urinarias son causadas tanto por bacterias gram negativas como gram positivas, asi
como por ciertos hongos (fig. 1). Se clasifican segun los sintomas (con y sin sintomas), el lugar de la
infeccion (cistitis, infeccion del tracto urinario inferior, pielonefritis o infeccién del tracto urinario
superior) o la presencia de complicaciones. Si afecta a los rifiones y la pelvis renal, se llama
pielonefritis; si afecta a la vejiga, se llama cistitis (Yoshikawa and Norman 2001).

Las ITU complicadas se describen como aquellas infecciones con factores de erradicacion dificultosa
de los uropatégenos del tracto urinario (TU) (Naber 1999). Las causas pueden ser tanto anatémicas
como funcionales; uso de antibidticos en un lapso prolongado de tiempo generando diferentes formas
de resistencia, ITU causada por mas de un microorganismo o la presencia de patdégenos
multirresistentes, asi como cateterizacion o inmunocompromiso (Nicolle 2002)(Tice 1999)

El término bacteriuria significa "bacterias en la orina" puede ser una infeccién es asintomatica cuando
los resultados de un urocultivo cumplen los criterios cuantitativos de bacteriuria y no hay signos o
sintomas atribuibles a ITU o sintomatica si cumple por lo menos 2 de los siguientes criterios: fiebre
(>38°C), polaquiuria o urgencia urinaria, disuria, dolor postero-superior o supraclavicular (no explicado
por otros diagndsticos); urocultivo positivo con al menos 10° Unidades formadoras de colonia por
mililitro (UFC/mL) o piuria (>10 leucocitos/mm?® en sedimento urinario) (Yoshikawa and Norman 2001).

Los grupos en riesgo de contraer una ITU incluyen bebés, nifas en edad escolar, mujeres sexualmente
activas, mujeres embarazadas y hombres adultos mayores (Sobel and Kaye 2010). Es una de las
infecciones mas comunes a nivel mundial, afectando a mas de 150 millones de personas por afio. La
incidencia de infecciones urinarias es muy alta, ya que el 40 % de las mujeres y el 12 % de los
hombres tendran al menos un episodio de infeccion urinaria a lo largo de su vida. Alrededor de una
cuarta parte de las mujeres afectadas tendran un segundo episodio en los préoximos 6 a 12 meses
(McLellan and Hunstad 2016). Esta problematica genera una seria dificultad a nivel sanitario, social y
econdmico, que se refleja sobre todo en el costo sobre el sistema de salud donde sobrepasa en gran
medida a los gastos en didlisis y trasplantes. En un estudio realizado en 2007 en Estados Unidos, se
registraron 10.5 millones de visitas médicas ambulatorias por ITU sintomaticas y de 2 a 3 millones de
consultas en emergencia. En 2015, los costos sociales de estas infecciones, incluidos los costos de
atencion de la salud y ausentismo laboral fueron de aproximadamente 3500 millones de dodlares
estadounidenses por afio soélo en los Estados Unidos (Flores-Mireles et al. 2015). A pesar de esto, es
dificil determinar la incidencia de las ITU porque muchos casos no son reportados y en otros paises no
hay registros de su incidencia o costos. (Foxman 2002)

Las ITU son usualmente tratadas con antibidticos, siendo la segunda causa de prescripcion de
antibiéticos luego de la otitis media (Alvez 2010). Estos son generalmente buenos erradicando ITU no
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complicadas. La aparicion de resistencia a los antibidticos es un grave problema de salud publica y, en
particular, las bacterias patdgenas urinarias han mostrado un aumento lento pero constante de la
resistencia a otros antibiéticos en las ultimas décadas (Gales et al. 2002; Alvez 2010). Por esta razon,
la magnitud del problema que crean las ITU justificaria claramente el desarrollo de vacunas que
puedan prevenir esta enfermedad.

En ITU no complicadas su etiologia ha permanecido estable a lo largo del tiempo aunque con un gran
aumento en las resistencias antimicrobianas. Entre los agentes mas frecuentes se encuentran
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis y Pseudomonas aeruginosa entre otros
(Flores-Mireles et al. 2015). El agente causal del 75% de las ITU no complicadas es E. coli
uropatégena, mientras que en las complicadas es un poco menor con un 65% de las infecciones
causadas por este patogeno. K. pneumoniae, P. mirabilis, P. aeruginosa, Enterococcus spp. y Candida
spp. causan un 30% de las infecciones complicadas, mientras que en la patologia no complicada los
causantes principales son K. pneumoniae, S. saprophyticus y Enterococcus spp (sin tener en cuenta a
E. coli).(Flores-Mireles et al. 2015).

ITU no complicada ITU complicada

3%[%

1%
\1?%

[l uPEC

[ K. pneumoniae
[ S. saprophyticus
[[] Enterococcus spp.
GBS

[l P mirabilis

[ P aeruginosa

[l S. aureus

[ Candida spp.

Figura 1 : Epidemiologia de las infecciones de tracto urinario. (Flores-Mireles et al. 2015)

Un estudio realizado para investigar la etiologia de las ITU y la sensibilidad a los antibiéticos en
Latinoamérica mostré que los agentes causales de las ITU no complicadas fueron E. coli (82%), P.
mirabilis (4,5%), K. pneumoniae (4,2%), S. saprophyticus (4,1%), P. aeruginosa (3,3%) y otros
microorganismos (2%). De los 100 aislados del Uruguay, el 89% corresponde a E. coliy el 5% a P.
mirabilis y 2% Klebsiella spp.(Casellas et al. 2003)

1.2 E. coli uropatdégena

E. coli es un bacilo gram negativo, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Es una especie muy
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diversa de bacterias que se encuentra naturalmente en el tracto intestinal de todos los humanos y
muchas otras especies animales (Morabito 2014; Barber et al. 2016). Algunas cepas han desarrollado
la capacidad de causar enfermedades en humanos y se subdividen en grupos dependiendo de qué
parte del cuerpo afectan y de su mecanismo de patogenicidad. Los sindromes clinicos resultantes de
la infeccion con cepas patdgenas de E. coli incluyen: infeccion del tracto urinario, sepsis/meningitis y
enfermedad entérica/diarreica. Las cepas que causan los dos primeros sindromes clinicos se
denominan E. coli patdgena extraintestinal (ExPEC), mientras que las cepas que inducen la
enfermedad gastroentérica se conocen como E. coli diarreogénica (DEC). Las DEC se subdividen en
diferentes patotipos segun su mecanismo de adhesion y/o colonizacion y las toxinas que producen.
Los tipos de bacterias DEC son: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroinvasiva (BIBC), E. coli enteroagregativa (EAggEC), E. coli difusamente adherente (DAEC) y
E. coli productora de toxina Shiga (STEC). El otro grupo es el de EXPEC en el que se encuentran E.
coli uropatégena (UPEC) y E. coli asociada a meningitis neonatal (NMEC) (Morabito et. al. 2014).

Como se mencioné anteriormente, el patdégeno urinario E. coli es la causa de las infecciones del tracto
urinario. A menudo poseen un numero heterogéneo de genes de virulencia. La Tabla 1 resume los
principales factores de virulencia asociados con UPEC. La posesion de estos agentes (o una
combinacion de ellos) convierte a UPEC en un patdgeno eficaz para el desarrollo de infecciones del
tracto urinario (Nielubowicz and Mobley 2010; Pitout 2012; Flores-Mireles et al. 2015).

Tabla 1. Genes asociados a virulencia para UPEC y funcién desempefada.(Nielubowicz and Mobley
2010; Pitout 2012; Flores-Mireles et al. 2015)

ADHERENCIA
Gen Factor de Virulencia Funcion
fim Pili tipo 1 Adherencia al uroepitelio media la invasion
sfa Fimbria S Adherencia a uroepitelio
drb Adhesina de la Familia Dr Factor de adherencia que se une al factor
de aceleracion de decaimiento
focG Fimbria F1C Adherencia a uroepitelio
hra Aglutinina resistente al calor Factor de adherencia
usp Proteina uropatdgena especifica Factor de adherencia
iha Adhesina homoéloga IrgA Factor de adherencia
papGli Pili tipo P clase Il Adherencia a uroepitelio
papGlil Pili tipo P clase llI Adherencia a uroepitelio
sfa Familia fimbria S Factores de adherencia
flic Subunidad de la flagelina Adherencia/movilidad
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CAPTACION DE HIERRO

iroN Salmoquelina Sideroforo hierro
iucD Aerobactina Siderdoforo hierro
fyuA Yersibactina Siderdéforo hierro
Ent Enterobactina Siderdéforo hierro
ireA Receptor Sideroforo Receptor Sideréforo
Iro Receptor Sideroforo Receptor Salmoquelina
chu Receptor hierro Captacion de Hemina
sit Receptor Transportador de Hierro y Manganeso
TOXICIDAD
hyl Alfa hemolisina Lisa eritrocitos
astA Toxina de EAEC Toxicidad
sat Proteina Autotransportadora Secretada Toxina
prc Serin Proteasa Toxina
cnf1 Factor de Necrosis Citotoxico Causa multinucleacién y redondeamiento
de células humanas (Toxina)
vat Proteina Autotransportadora Vacuolizante Toxina
tsh Hemaglutinina sensible a Temperatura Toxicidad
OTROS
kpsMT Capsula Evasion del sistema inmune
K1, K2, Variantes Capsula Evasion al sistema inmune
K5
traT Resistencia asociada al suero Evasién del sistema inmune
iss Incremento de sobrevivencia al suero Evasion del sistema inmune
picU Autotransportador Serin proteasa Involucrada en colonizacion intestinal
ompT Proteasa de membrana externa Proteasa de membrana externa
malX Marcador de isla de Patogenicidad Asociado a Virulencia

12



PAI Il Multiples Genes Asociado a virulencia
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Existen genes que son conservados dentro de un género bacteriano y su presencia permite la
deteccion del microorganismo. Uno de los genes es chuA, que codifica una proteina receptora de
hemo de la membrana externa de E. coli, descrita por primera vez en E. coli enterohemorragica (Mills
and Payne 1995). En estudios de genética de poblaciones, se encontré que chuA estaba restringida a
ciertos grupos de esta bacteria (Mills and Payne 1995; Clermont et al. 2000), los cuales comprenden la
mayoria de las cepas patdgenas. Hay otros grupos de E. coli que no contienen chuA y la mayoria son
cepas comensales (Mills y Payne, 1995). Por lo tanto, chuA se considera un poderoso discriminador
entre estos dos conjuntos de grupos (Clermont et al.,, 2000). En la investigacion de aislamientos
clinicos de (Hoffmann et al. 2001), se informd que el 95% de los grupos patogénicos lo contenian y el
7,7% de las cepas comensales albergaban chuA (Hoffmann et al. 2001).

Por otro lado, malB de E. coli UPEC forma parte del reguléon de maltosa y se asocia a fuertemente a
virulencia. Los genes contenidos en estos operones estan todos involucrados en el transporte de
maltosa y maltodextrinas a través de la envoltura bacteriana (Raibaud et al. 1979). La region malB esta
constituida por dos operones transcritos en direcciones opuestas, de manera divergente (Raibaud et
al. 1979). Esta conservado en diversos linajes de E. coli y no lo comparten otras bacterias gram
negativas, excepto Shigella spp., segun el analisis BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

1.3 Técnicas de diagnéstico microbiolégico.

1.3.1 Cultivo cuantitativo de orina (urocultivo)

El “gold standard” para el diagndstico de ITU es el cultivo cuantitativo de orina (urocultivo) que se
realiza para cuantificar el nimero de bacterias por mililitros y se expresa como unidades formadoras
de colonias/mL (UFC/mL). Tedricamente, cada UFC en el cultivo representa una bacteria viable en la
muestra; sin embargo, cuando las bacterias en orina existen como agregados (estafilococos) o como
cadenas (estreptococos) el nimero de UFC puede ser inferior al nimero real de bacterias en la
muestra (Hooton 1990; Barnett and Stephens 1997)

La técnica de cultivo cuantitativo mas habitual es la siembra con un ansa calibrada que permite
depositar una determinada cantidad de orina en la superficie del medio de cultivo. En general, las
ansas de 0,001 mL o 0,01 mL se utilizan comunmente para estimar la bacteriuria en el rango de
100-1000 CFU/mL a mas de 100 000 CFU/mL. Actualmente, se utilizan ansas calibradas de plastico
desechables para lograr tamafios de muestra estables. Sin embargo, la forma en que se inserta el
ansa en el recipiente de la muestra puede causar una diferencia significativa, hasta del 100 %, en el
tamafio de la muestra analizada (Andreu et al. 2011; Baron 2015).
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Los medios de cultivo de orina deben soportar el crecimiento de la mayoria de los patdgenos urinarios.
Tradicionalmente se ha fomentado el uso de dos cultivos: medios selectivos y diferenciales, como el
Agar de McConkey o el Azul de Metileno Eosina, que permiten el crecimiento de bacterias entéricas,
bacilos Gram-negativos y levaduras. Como Unico medio de cultivo puede emplearse el agar CLED
(cistina-lactosa deficiente en electrdlitos), un medio diferencial no selectivo, que permite el crecimiento
de bacterias gram negativas, gram positivas y levaduras, inhibiendo el fendmeno de swarming de
Proteus spp. (Kunin 1994; Silver et al. 2009)

Valor predictivo negativo

1.3.2 Métodos rapidos de diagnédstico indirecto

En las ultimas décadas se han desarrollado varias pruebas para detectar bacteriuria y/o piuria que
permiten un diagndstico rapido de las ITU. Una de las pruebas mas empleada hoy en dia es la tira
reactiva de orina que detecta nitritos y las esterasas leucocitarias (Waller et al. 2018). Se utiliza con
mayor frecuencia en el lugar donde el paciente esta siendo asistido (point of care), presentando la
ventaja de no requerir equipamiento ni personal calificado para su realizacién. Sin embargo, no todas
las bacterias pueden reducir el nitrato de la orina a nitrito, s6lo las bacterias de la familia
Enterobacteriaceae pueden hacerlo. Por lo tanto la prueba de nitritos no detecta la presencia de
algunos uropatdgenos frecuentes como S. saprophyticus, Pseudomonas, Enterococcus y Candida
(Waller et al. 2018). Por otro lado, la prueba de esterasas leucocitarias es una prueba indirecta de la
presencia de leucocitos en la orina. Por lo tanto, no determina directamente la presencia de bacterias
en la orina, ya que las plaquetas se pueden detectar en otras condiciones como la vulvovaginitis y la
uretritis. Otro limite es la interpretacion de los resultados por parte de los médicos clinicos. La ausencia
de nitrito y nitrato de esterasa leucocitaria tiene un valor predictivo negativo cercano al 90%, pero la
sensibilidad a nitrito y esterasa leucocitaria es baja (48% y 64%), con buena especificidad cercana al
93% en el caso de los nitritos, pero baja (73%) para ésteres de leucocitos. La presencia de ambos
parametros mejora su sensibilidad y especificidad (80%)(Waller et al. 2018). Otra desventaja de la tira
reactiva de orina es que no detecta directamente la presencia de bacterias en la orina y no proporciona
datos sobre el organismo que causa la infeccion y su sensibilidad a los antibiéticos.

1.4 Testeo de acidos nucleicos en el punto de atencién (POC)

Actualmente, las pruebas diagnésticas basadas en amplificacion de de &cidos nucleicos se llevan a
cabo de forma rutinaria para la deteccion de enfermedades infecciosas, con mayor frecuencia en forma
de pruebas basadas en la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La PCR es un proceso impulsado por una enzima, que permite la amplificacién exponencial de
secuencias cortas de nucleétidos in vitro (Mullis and Faloona 1989). En la PCR se reproduce lo que
sucede durante la replicacion celular. La sintesis de nuevas secuencias de ADN se logra mezclando:
ADN que contiene el o los fragmentos a amplificar, polimerasa, cebadores (fragmento de ADN de 15 a
30 nucledtidos ubicado junto a la region a amplificar y proporciona extremos 3' OH para iniciar la
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transcripcion), desoxinucleétidos (dNTP), cloruro de magnesio (MgCI2) u otro cofactor para la
actividad polimerasa y el tampén que mantiene un pH adecuado para que se lleve a cabo la sintesis de
las copias de ADN (Ochodo et al. 2018). Esta mezcla se somete a la repeticion de varios ciclos a
diferentes temperaturas (ciclos de PCR) reemplazando la mayoria de las proteinas activas durante la
replicacion celular. Consisten en una serie de 20 a 35 cambios de temperatura repetitivos llamados
ciclos. Cada ciclo generalmente consta de 2-3 etapas con diferentes temperaturas. La PCR
convencional se realiza con ciclos de temperatura de tres pasos. Las fases del ciclo suelen estar
precedidas por un choque térmico (llamado 'hold') a alta temperatura (>90 °C) y seguidas de un hold
adicional al final del proceso para prolongar el producto final o un almacenamiento breve. La
temperatura de aplicacion y el tiempo de aplicacién en cada ciclo dependen de muchos parametros
diferentes (Sambrook 2001).

Una clara ventaja de los métodos de diagndstico basados en PCR, en comparacion con las opciones
no moleculares como los inmunoensayos, son las altas sensibilidades que se pueden alcanzar. El
limite de deteccion de los ensayos de PCR comerciales en tiempo real son tipicamente ~ 10 copias
por reaccion, que concuerda con los niveles ampliamente informados en la literatura (Poon et al.
2003)(Welzel et al. 2006). Una comparacion hecha por Uhl et. al. de un inmunoensayo rapido de
antigeno (kit de prueba Direct Antigen 1-2-3 para estreptococos del grupo A, BD Diagnostic Systems,
Sparks, Maryland) y un ensayo de PCR en tiempo real para la deteccion de estreptococos del grupo A
encontraron que la sensibilidad del método basado en PCR era del 93%, en comparacion con el 55%
del inmunoensayo. Esta diferencia de sensibilidad es tipica entre los dos tipos de analisis (Uhl et al.
2003).

1.5 Métodos isotérmicos

Un gran avance para el diagndstico molecular fue el desarrollo de métodos isotérmicos de
amplificacion. Su importancia radica en su capacidad de amplificar un fragmento de material genético
en especifico sin utilizar ciclado de temperaturas utilizado en el PCR tradicional y PCR en tiempo real.
Esto permite utilizar equipos mucho mas simples a la hora de realizar una amplificacion, simplificado a
un termobloque o hasta un bafio de agua a la temperatura de reaccién. Otra caracteristica distintiva de
los métodos de amplificacién isotérmica es que tipicamente también son mas rapidos que los PCR
convencionales. Esto obedece a que ocurre a maxima velocidad todo el tiempo de la reaccion, ya que
actla a una Unica temperatura, lo cual tiene muchas ventajas a la hora de llevarlo a la practica, debido
a que incrementa la portabilidad de la instrumentacién necesaria y el costo de la misma haciéndola
muy atractiva para los testeos POC (Hindiyeh et al. 2001; Gill and Ghaemi 2008)

1.6  Amplificacion isotérmica mediada por bucle

“Loop-Mediated Isothermal Amplification” (LAMP) es un novedoso método de amplificacion de acidos
nucleicos, disefiado para amplificar el acido nucleico de interés de una forma muy especifica, rapida y
en condiciones isotérmicas (Boehme et al. 2007). Se utiliza una ADN polimerasa con la capacidad de
desplazamiento de cadena en conjunto con cuatro cebadores especialmente disefiados especificos
para un total de 6 regiones distintas de la secuencia de ADN de interés (cebador directo: F3, cebador
regresivo: B3, cebador interno delantero: FiP, cebador interno regresivo BiP). La deteccion del ADN
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amplificado puede llevarse a cabo en un equipo de PCR en tiempo real, utilizando un intercalante
fluorescente, como Syber Green | (Qiagen, EE. UU.), o mediante deteccién visual de punto final.
Adicionalmente, la deteccion puede realizarse mediante el seguimiento de la turbidez de la reaccion,
cambios en el pH de la misma, con un Sistema de CRISPR Cas 12, entre otros. LAMP se puede
utilizar para amplificar un ADN de interés o amplificar un target de ARN mediante la adiciéon de una
transcriptasa inversa a la mezcla de reaccion (Parida et al. 2008). También ya existen variantes
comercializadas que cuentan con la capacidad de amplificar ARN como ADN.

La reaccién de LAMP se ve iniciada como se muestra en la figura 2 con los cebadores F3 o B3
uniéndose a la hebra complementaria de ADN doble cadena. La polimerasa con accion de
desplazamiento de cadena comienza la sintesis de ADN, desplazando y liberando la hebra sintetizada
(1). A continuacién, se sintetiza una hebra de ADN complementaria al ADN molde a partir del extremo
3' de la regidn F2 de la FIP(2). El cebador F3 luego se hibrida con el molde de ADN, justo fuera de la
FiP. Se produce la sintesis de ADN, desplazando la hebra complementaria unida a FiP y formando una
doble hebra a partir del primer F3 (3,4). La hebra sintetizada a partir de FiP se libera y forma una
estructura de bucle en el extremo 5' debido a que las regiones F1c y F1 son complementarias (5,6).
Esta hebra luego forma el molde para los cebadores B3 y BiP, formando una doble hebra de ADN con
una estructura lineal, lo que finalmente resulta en el desplazamiento de la hebra complementaria unida
a BiP (6,7). La hebra forma una estructura con bucles en ambos extremos, formando una forma
caracteristica de mancuerna. Esto sirve como punto de partida para el ciclo de amplificacion en la
reaccion LAMP (Sanchez et al. 2014).

Fic F2cFle TurgerDNA Bl B2 B3

Y — — = 5’
e Ry

F3 F2 F1 I:'Hc B2c B3c
Fie FleFle 'D' Bl B2 B3 .
(1) 3’ = —

Fr] Y vl Tie
"‘11 F2 3 DNA Polymerase

¢ with strand displacement activity
F3c F2eFle Bl B2 B3 y
(3) 3‘_ —__=:

(3 Priner] ’:— ——

= F3¥ F2 Fi Ble B2e B3c

Fic F2ceFle Bl B2 B3
(2) ol s w5
. = B o KT

}Fl F2 F1 Ble B2c B3c

Fie F2eFle Bl B2 B3
(4) 3 = e —— O
3= T e =

F3 F2 F1 Ble B2eB3e

16


https://paperpile.com/c/9JJMrF/AStNj
https://paperpile.com/c/9JJMrF/gbz9V

(5) 5 EEEE . e ki

Fle F2 F1 Ble B2¢ B3e
Fl Blc B2c B3c
(6) F2 (Fm )
o Ny, B3 (B Priwer]
Fle * BEBI-'C;;-
., Fle F2 F1 Blc B2c B3c
(7) > Eie = BN __ ki
3 EEE L —— |
Fl F2cFle Bl B2 B3
Fle B1
(8) Fle ‘ﬂ;- a B2
FI1- “ Ble

Figura 2 : Diagrama de evolucion de reaccion LAMP a partir de un ADN target. (1)La polimerasa con accion de
desplazamiento de cadena comienza la sintesis de ADN, desplazando y liberando la hebra sintetizada.A
continuacion, se sintetiza una hebra de ADN complementaria al ADN molde a partir del extremo 3' de la region F2
de la FIP(2). El cebador F3 luego se hibrida con el molde de ADN, justo fuera de la FiP. Se produce la sintesis de
ADN, desplazando la hebra complementaria unida a FiP y formando una doble hebra a partir del primer F3 (3,4).
La hebra sintetizada a partir de FiP se libera y forma una estructura de bucle en el extremo 5' debido a que las
regiones F1c y F1 son complementarias (5,6). Esta hebra luego forma el molde para los cebadores B3 y BiP,
formando una doble hebra de ADN con una estructura lineal, lo que finalmente resulta en el desplazamiento de la
hebra complementaria unida a BiP (6,7). La hebra forma una estructura con bucles en ambos extremos, formando
una forma caracteristica de mancuerna. Esto sirve como punto de partida para el ciclo de amplificaciéon en la
reaccion LAMP (Sanchez et al. 2014).

La estructura inicial similar a una mancuerna se convierte luego a través de la sintesis de ADN
autocebante en una hebra de ADN de bucle. La sintesis de ADN por desplazamiento de cadena FiP
libera la cadena sintetizada previamente, que después forma una estructura de bucle debido a las
regiones B1c y B1 complementarias (9). Posteriormente, la hebra complementaria unida a FIP se
libera debido a un mayor desplazamiento de la hebra, formando una estructura en forma de
mancuerna debido a las regiones complementarias en los extremos 3'y 5' (11). El resultado es una
estructura de bucle unico, como al comienzo de la reaccion, ademas de una estructura de bucle que
tiene el doble de largo (10). La sintesis mediada por BIP y B3 luego actua para crear estructuras
similares, y la sintesis de ADN contintia desplazando el ADN de doble cadena. Como resultado, se
forman amplicones de ADN de varios tamafios mediante repeticiones alternativamente invertidas de la
secuencia target original.
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Figura 3 : Diagrama de evolucion de reaccion LAMP a partir de un ADN target. La sintesis de ADN por
desplazamiento de cadena FiP libera la cadena sintetizada previamente, que después forma una estructura de
bucle debido a las regiones B1c y B1 complementarias (9). Posteriormente, la hebra complementaria unida a FIP
se libera debido a un mayor desplazamiento de la hebra, formando una estructura en forma de mancuerna debido
a las regiones complementarias en los extremos 3'y 5' (11). El resultado es una estructura de bucle unico, como al
comienzo de la reaccion, ademas de una estructura de bucle que tiene el doble de largo (10). La sintesis mediada
por BIP y B3 luego actua para crear estructuras similares, y la sintesis de ADN continua desplazando el ADN de
doble cadena. Como resultado, se forman amplicones de ADN de varios tamafios mediante repeticiones
alternativamente invertidas de la secuencia target original (Sanchez et al. 2014).

La reaccion es capaz de producir 10° copias de un target de ADN a partir de por lo menos de 10 copias
originales, en una hora (Notomi et al. 2000). Uno de los mayores beneficios de este método en
comparacion con la PCR estandar es el aumento de la especificidad que se observa, debido al uso de
4 cebadores especificos para 6 regiones separadas de la secuencia diana. Estudios previos han
demostrado que tiene un limite de deteccion diez veces mas bajo que un ensayo de PCR para la
misma secuencia objetivo, y también esta menos influenciado por compuestos inhibidores en muestras
clinicas (Notomi et al. 2000; Kaneko et al. 2007). Esto hace que el ensayo sea muy adecuado para la
deteccion de patdégenos en muestras positivas con una carga de organismos potencialmente baja.

Se han descrito modificaciones del proceso original de LAMP, que implican el uso de conjuntos de
cebadores adicionales. Los mas comunes son los cebadores de bucle, que se pueden disefar con el
paquete de software gratuito de disefio de cebadores LAMP de PrimerExplorer. Los cebadores de
bucle se hibridan con los bucles del producto de la fase inicial de la reaccion LAMP, generando un
amplicon mas grande y acelerando la sintesis de ADN (Nagamine et al. 2002). Se ha demostrado que
la inclusién de estos conjuntos de cebadores reduce el tiempo de deteccidn en ensayos de tiempo real
hasta en un 50 % (Nagamine et al. 2002). La capacidad de incluir estos cebadores depende de la
secuencia de los bucles y de su longitud de secuencia, ya que los cebadores deben estar entre los
sitios B2 y B1, o entre los sitios F2 y F1 (Gandelman et al. 2011).
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Una ventaja significativa de LAMP sobre la PCR convencional es la temperatura de reaccion constante
(tipicamente entre 63°C y 67°C). Esto elimina la necesidad de costosos equipos de termociclado,
debido a que la reaccién se puede llevar a cabo en un bloque térmico o incluso en un bafio de agua.
Una innovacion es el uso de un calentador de bolsillo desechable para proporcionar la temperatura de
reaccion necesaria para un ensayo LAMP aplicado para la detecciéon de Bacillus anthracis (Hatano et
al. 2010; Gandelman et al. 2011). Esta prueba fue disefiada para uso de campo en paises en
desarrollo, y no requiere electricidad para funcionar. Se observaron limites de deteccion idénticos al
usar el calentador de bolsillo que un termobloque caliente. Esto proporciona una forma de realizar
diagnosticos moleculares sensibles en cualquier entorno, sin necesidad de mas equipo que un simple
calentador de bolsillo y los componentes del ensayo en si.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

El objetivo del presente proyecto consiste en el desarrollo de un test rapido para la deteccion de
infeccion de tracto urinario causado por E. coli uropatdgena en orina, basandose en Amplificacion
Isotérmica Mediada por Bucles de Acidos Nucleicos (LAMP)

2.2 Objetivos especificos

e Disefar y adquirir primers especificos para la amplificacion LAMP de genes bacterianos de E. coli.
e FEvaluary estandarizar el protocolo de LAMP.
e Evaluar la reactividad cruzada con otros microorganismos uropatégenos.

e FEvaluar la deteccion de distintas concentraciones de E. coli en el ensayo de LAMP en equipo de
real time PCR de E. coli en medio de orina artificial.

e Validar el kit diagnéstico LAMP para E.coli UPEC con ensayo ciego utilizando muestras de origen
clinico positivas y negativas comparando con técnica “gold standard”.
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3. METODOLOGIA

3.1 Disenio, adquisicion de cebadores especificos.

3.1.1 Seleccion de secuencias genéticas

Fueron estudiados 131 genes seleccionados en el trabajo de Brons et al., se comprobé que el gen a
amplificar esta presente exclusivamente en cepas E. coli UPEC. Se utilizé la herramienta basica de
basqueda de alineacién local de nucledtidos, se compard con cepas de E. coli comensales y fecales
ademas de otras bacterias uropatégenas como K. pneumoniae, S. saprophyticus, Enterococcus spp,
Streptococcus del grupo B, P. mirabilis, P. aeruginosa, Staphylococcus aureus y Candida. Del analisis
se desprende que el gen chuA tendria potencial para su uso diagnéstico en LAMP. El gen malB fue
seleccionado por revision bibliografica, encontrando varios autores que decidieron enfocarse en este
gen debido a que contiene regiones que se encuentran solamente en E.coli uropatégena. (Hill et al.
2008; Ramezani et al. 2018; Saengsawang et al. 2021).

3.1.2 Diseio de los cebadores

Los cebadores se disefiaron empleando “PrimerExplorer software” versién 5. Se dejaron por fuera las
regiones poco especificas de los genes en el disefio presentes en el alineamiento y se eligieron
cebadores con los valores negativos mas bajos para la energia libre de Gibbs (AG) en dimeros y
formaciones de bucles en horquilla para garantizar la optimizacion de la técnica. También se validaron
sus propiedades termodinamicas usando “OligoCalc Software” y se garantizo su especificidad utilizando
la herramienta “Primer-Blast — NCBI — NIH” comparando contra las secuencias de humanos y cualquier
otro microorganismo en la base de datos. Asi se obtuvieron los cebadores que amplifican para chuA 'y
malB (Tabla 9)(PrimerExplorer 2022).

Se corroboré el alineamiento de los oligonucleétidos LAMP a la regién homdloga de su gen (malB o
chuA) y se garantizé que la distancia entre los extremos terminales 5’ de F2 y B2 sea de 120-160 pb y
F2 y F1c sea de 40-60 pb (este es el tamafo del loop formado en la amplificacion). La distancia de
extremo terminal 3’ de F3 y B3 al extremo 5’ de F2 o B2 debe de ser entre 0-60pb (Notomi et al. 2000).

F3

Flc B3

1
0~60 120~160 10~60

Figura 4: Esquema de localizacion y distancia entre los cebadores LAMP.

21


https://paperpile.com/c/9JJMrF/1ry4u+y2Att+J9UL4
https://paperpile.com/c/9JJMrF/1ry4u+y2Att+J9UL4
https://paperpile.com/c/9JJMrF/fKnV8
https://paperpile.com/c/9JJMrF/vWBYr

Se estudié la energia libre de Gibbs de los extremos terminales, debido a que es muy importante en su
estabilidad para que funcione correctamente la sintesis de ADN, su valor debid ser préximo a 4 kcal/mol

(Notomi et al. 2000).

Los oligonucledtidos LAMP deben tener también un contenido de GC especifico, este es calculado
mediante el programa “OligoCalc Software”. Deben estar disefiados de manera tal que el contenido de
GC se encuentre entre el 50-60%, para que funcionen de manera 6ptima (Notomi et al. 2000). Los

cebadores fueron adquiridos en Macrogen.

Por simplicidad al realizar la preparacién de reacciones LAMP se realizaron previamente stocks de
cebadores LAMP para cada juego de cebadores a una concentracién de uso. Para este fin se realizaron
diluciones de los tubos madre segun tabla 2 y se prepararon los mix de los cebadores siguiendo la tabla

3.

Tabla 2: Tabla de stocks de cebadores.

Primer Concentraciéon Concentracion
stock (M) final (uM)
FIP 30 16
BIP 30 16
F3 30 2
B3 30 2
LOOPF 30 4
LOOP B 30 4

Tabla 3: Tabla de preparacion de mix de cebadores.

Primer Concentracion Concentracion Volumen
10X stock (pM) final 1X para
(MM) 100 uL
(bL)
FIP 16 1.6 16
BIP 16 1.6 16
F3 2 0.2 2

22


https://paperpile.com/c/9JJMrF/vWBYr
https://paperpile.com/c/9JJMrF/vWBYr

B3 2 0.2 2

LOOP F 4 0.4 4

LOOP B 4 0.4 4
Agua para PCR (uL) 56
Volumen final (uL) 100

3.2 Estandarizaciéon del protocolo de LAMP (Loop Mediated Isothermal
Amplification).

El estudio se realizé en el Departamento de Microbiologia del Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable (IIBCE).

3.2.1 Seleccion de cepas

Se utilizaron cepas pertenecientes al cepario del Depto, de Microbiologia y del Depto de Bacteriologia y
Virologia (Instituto de Higiene, Facultad de Medicina) previamente caracterizadas en ambos
departamentos (Zunino et al. 1999; Robino et al. 2014). Robino et al. realizd la caracterizacion de la
cepa E. coli UPEC 144 mediante la busqueda por Reaccion en Cadena de la Polimeras (PCR) multiplex
de factores de virulencia caracteristicos asi como la determinacién de grupos filogenéticos. Los factores
de virulencia analizados fueron afa, papA, papC, papEF, papGll (genes relacionados al pili P), fimH (pili
tipo 1), sfa/FocDE (fimbria), kpsMII (capsula tipo Il), iutA (sideréforo aerobactin) (Robino et al., 2014).

De estas cepas se seleccioné la cepa de E. coli UPEC 144 para llevar a cabo la puesta a punto debido a
que contaba con los factores de virulencia y viabilidad que se consideran necesarios en este ensayo.

Para los ensayos de evaluacion de la reactividad cruzada con otros microorganismos uropatégenos se
utilizaron cepas pertenecientes al mismo cepario estudiado (Zunino et al. 1999; Robino et al. 2014). La
seleccion de los microorganismos uropatégenos a utilizar se hizo a partir del trabajo realizado por
(Casellas et al. 2003), el cual concluye que los mayores agentes causales de las ITU no complicadas
son Escherichia coli (81%), Proteus mirabilis (4,5%), Klebsiella pneumoniae (4,2%), Staphylococcus
saprophyticus (4,1%), Pseudomonas aeruginosa (3,3%), y otros microorganismos (3%). Debido a la
frecuencia de los agentes no E. coli en casos de ITU se estudié el comportamiento del test diagndstico
en presencia de 4 lisados térmicos en medio de orina artificial conteniendo una concentracion de
infeccion de las bacterias Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus saprophyticus,
Pseudomonas aeruginosa.
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3.2.2 Medio Orina Artificial (OA)

La composicion de OA de stock fue de 11,5 g/L de Sulfato de sodio (anhidro), 3,25 g/L de Cloruro de
magnesio hexahidratado, 23 g/L Cloruro de sodio, 3,25 g/L de Citrato de trisodio, 0,1 de Oxalato de
sodio, 14 g/L de Ortofosfato de dihidrogeno de potasio, 8 g/L de Cloruro de potasio, 5 g/L de Cloruro
amonico, 3,25 g/L de Gelatina y 5 g/L de TSB de acuerdo a Brooks et. al. (Brooks and Keevil 1997).
Posteriormente se almacend y se guardo a -20°C hasta su uso.

Se empled una solucién de Calcio/Urea stock de complemento para el OA stock, para ello se disolveran
125 g de Urea y 3.25 g de Cloruro de calcio en 350 mL de agua destilada esteril en un recipiente. Se
calentd suavemente (<30°C, contrarresta la solvatacién extremadamente endotérmica, acelera en gran
medida el proceso). Esto se transfirid a un recipiente volumétrico donde se completé su volumen con
agua destilada esteril hasta llegar a 400 mL. Por ultimo se esteriliz6 por filtrado de 0,45 ym y se
almacend a -20°C hasta su uso (Brooks and Keevil 1997).

Para 1 L de medio de OA se utilizaran 200 mL de OA concentrada, 720 mL de agua destilada esteril y
80 mL de solucién de Calcio/Urea.

3.2.3 Curvas de crecimiento

1) Escherichia coli 144

Para la curva de crecimiento en medio Luria Bertani (LB) de E. coli 144 se comenzdé recuperando la
cepa en medio LB agar por 24 horas a 37°C. Posteriormente se utilizé el estandar de turbidez de
McFarland, que se emplea como referencia en suspensiones bacteriolégicas para saber el numero de
bacterias por mililitro. Se realizé una suspension bacteriana equivalente a un McFarland N°1 a partir de
una suspension en buffer fosfato salino (PBS) y se compard con su estandar. Inmediatamente, 0,5 mL
de esa solucién se inoculd en un matraz conteniendo 200 mL de medio LB y se incubd a 37°C con
agitacion de 100 rpm. Se midié la densidad 6ptica a 600 nm (DOgq,) en tiempo inicial, 1,2,3,4 y 24 horas.
En cada uno de estos tiempos se retiraran 100uL y se realizaran diluciones seriadas de 1:10 hasta la
llegar a dilucion de 1:10°. Cada una de estas diluciones (100uL) se sembraron en placas de LB agar, a
las cuales se les realizé un conteo de colonias a las 24 h. Los valores de DOy, y el conteo de colonias
se compararon para establecer el crecimiento de colonias bacterianas en el tiempo y poder medir
solamente con un valor de DOy, y tiempo la cantidad de colonias en un punto fijo de crecimiento.

Para la curva de crecimiento de E. coli 144 en medio OA, se procedié de igual manera que el ensayo
anterior, cambiando los 200 mL de LB del matraz de incubacion por 200 mL medio OA.

2) Otras bacterias uropatogenas.

Para realizar las curvas de crecimiento de las cepas de P. mirabilis, K. pneumoniae, S. saprophyticus, P.
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aeruginosa se procedio de igual manera a los descrito para E. coli 144.

3.2.4 Reaccion de LAMP.

La pre-mezcla de reactivos se hizo siguiendo la metodologia descrita por WarmStart® LAMP Kit (DNA &
RNA) de New England Biolabs Inc. (2020), los reactivos fueron descongelados siguiendo los protocolos
de esterilidad, a continuacion se homogeneizaron en vortex por 5-10 segundos y se centrifugaron a
maxima velocidad durante 20 segundos.

Se preparé siguiendo el orden y las concentraciones presentadas en la tabla 5. Una vez preparada la
pre-mezcla se homogeneizd en vortex por 5-10 segundos, y se procedié a dispensar 22 pL de
pre-mezcla en tubos para PCR previamente etiquetados.

Tabla 5: Volumenes necesarios de la pre-mezcla LAMP.

Reactivo Volumen de reaccién x1 (uL)

WarmStart LAMP 2X Master 12,5

Mix

Mix cebadores 10 X LAMP 2,5

Agua para PCR 6,5

Dye 0,5

Muestra 3clu

Volumen total 25

De manera individual se afiadiran 3 pL del control positivo, negativo y muestra segun corresponda la
etiqueta de cada tubo y se llevé a condiciones isotérmicas en un equipo de PCR en tiempo real. Bajo las
condiciones de la tabla 6, donde se midieron las unidades de fluorescencia relativa (UFR) emitidas por
el colorante fluorescente.

Tabla 6: Condiciones de amplificacion LAMP.ml

Etapa Temperatura Tiempo (min)
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(°C)

EXTENSION 65 60
INACTIVACION 80 10
CONSERVACION 4 oo

3.2.5 Comparaciéon de métodos de extracciéon del material genético.

La purificacion previa de ADN es un requisito muy importante en diversas técnicas que realizan
amplificacion de acidos nucleicos, sin embargo, en el caso de LAMP no necesita de ADN purificado
para tener una amplificacion eficiente ya que es capaz de tolerar componentes de medios de cultivo y
sustancias biolégicas que pueden inhibir la reaccién en otras técnicas de amplificacion de éacidos
nucleicos (JevtuSevskaja et al. 2016). Tres métodos de extraccion del material genético se realizaron y
se compararon en los ensayos de LAMP: ADN extraido por KIT comercial, ADN extraido por lisis térmica
a partir del cultivo de E. coli y suspensiones bacterianas directas. La calidad del material genético se
evalu6 midiendo concentracion y pureza de las muestras utilizando espectrofotometria con el equipo
Nanodrop 1000.

1) Suspensién bacteriana.

Para esta técnica se cultivo la cepa de E. coli en medio Luria Bertani agar por 24 horas a 37°C. Esté
bacteria crecié en las mismas condiciones que describe el apartado de curva de crecimiento en LB,
aproximadamente por 3 horas hasta que el valor de DOy, fue de 0,3. Se almacend 1 mL en un tubo
eppendorf estéril de 1.5 mL con su respectiva rotulacion y se separaron alicuotas para realizar
extraccion de ADN por kit y por lisado térmico.

2) ADN extraido por Kit comercial.

Siguiendo la metodologia descrita por la misma casa comercial ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit,
utilizando los reactivos provistos por el Kit, se procedié a realizar la extraccion de ADN a partir de una
suspension bacteriana de la cepa de E. coli. Se almacend en un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL a
-20°C hasta su uso.

3) ADN extraido por lisado térmico.

Se realizé la extraccion de ADN a partir de una suspension bacteriana de la cepa E. coli. La suspension
se homogeneizé en vortex por 30 segundos, se dejé en incubacion a 95 °C por 5 minutos en
Termobloque y se centrifugd a 14000 rpm por 5 minutos. Para finalizar se procedid a retirar el
sobrenadante colocandolo en un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL con su respectiva rotulacion y
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almacenado a -20 °C hasta su uso.

4) Calidad de las muestras utilizadas.

Se cuantifico la concentracion de ADN y su pureza de muestras de suspensiones bacterianas y lisado
termico de E. coli 144 en medio LB y OA y extraccion de ADN por kit comercial de E. coli 144

utilizando el equipo Nanodrop 1000.

Se compar6 la concentracion de ADN y su pureza. El primero se midié gracias a que esta molécula
presenta la maxima absorbancia a 260 nm. Asi mismo también se midi6é su pureza, esta se mide por dos
parametros en este equipo: la relacion 260/280 mide que es un buen indicador de contaminacién por
proteinas y la relacion 260/230 que indica la existencia de contaminacién causada probablemente por
componentes organicos o agentes caotrépicos. Los valores de aceptabilidad de pureza se muestran en
la tabla 7. Todos los valores mostrados tienen validez con concentraciones altas de ADN (mayores a

50ng/pL) (Bancoadn 2022).

Tabla 7: Valores indicativos de pureza en muestras de ADN (Bancoadn 2022).

Técnica de analisis Analisis Criterios de validez

21,8-2,1 Pureza 6ptima

=1,6-1,7 Pureza aceptable

A260/280 <1,6 ADN contaminado por

compuestos aromaticos

>2.1 ADN contaminado con ARN

Espectrofotometria 22-2,2 Pureza 6ptima

>1,8 Pureza aceptable

<1,8 ADN contaminado con sales,
A260/230 fenol, hidratos de carbono...

< 1,5 ADN altamente contaminado
con sales, fenol, hidratos de
carbono...

5) Ensayos comparativos de las muestras en test LAMP.
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Para todas las muestras de los ensayos comparativos (suspension bacteriana en OA, extraccion por
lisado térmico, por kit comercial y controles) y juego de cebadores se afiadié 22 yL de la pre-mezcla en
cada tubo PCR. Posteriormente se afiadieron de 3 pL de las muestras dando un volumen final de 25 pL.
Luego todos los tubos fueron llevados a condiciones isotérmicas de incubacion 65 °C por 60 minutos
usando un equipo de PCR en tiempo real Biorad.

3.2.6 Preparacion de un control positivo para el test diagnéstico.

Se selecciond el lisado térmico de E. coli 144 en medio LB como control positivo, debido a que se
evalud la correcta y estable amplificacion de los genes de interés. Se realizé una suspension bacteriana
en medio LB, la cual se la dejé mas tiempo en incubacidn que el protocolo aplicado anteriormente, hasta
que llegé a un DOgy, de 0,4. Posteriormente se le realizdé una extraccion de ADN por lisado térmico
especificada previamente. Por ultimo se almacend a -20°C hasta su uso.

3.2.7 Determinacién de punto de corte de la prueba diagnéstica LAMP.

Primero se realiz6 una suspension bacteriana en medio OA de E. coli 144 equivalente a un DOgy,de 1
(equivalente a 107 UFC/mL segun nuestra curva de crecimiento) y se efectué una lisis térmica. El
material genético extraido se cuantificé con la finalidad de evaluar su calidad y realizar diluciones
seriadas a partir de una concentracion conocida. Se realizé una dilucién 1:10 (10 yL en 100 pL) de las
muestras de ADN extraidas. Se homogeneizé y se midié su contenido y pureza de ADN con el equipo
de espectrofotometro UV-Vis NanoDrop® ND-1000 como se realizé en ensayos anteriores.

A partir de esta solucién con concentracion de ADN conocida se procedio a realizar diluciones seriadas
1:10 hasta llegar a una concentracién de ADN equivalente a la encontrada en 10> UFC/mL. Asi se
obtuvieron soluciones equivalentes en concentracion de ADN de 107,10°, 10°, 10%, 10°® y 102UFC/mL. A
estas soluciones se le realizd el protocolo de LAMP en 60 minutos para lograr obtener un tiempo de
corte para la reaccion.

3.3 Evaluacion de la reactividad cruzada con otros microorganismos
uropatégenos.

Se realizaron lisados térmicos de las cepas de P. mirabilis, K. pneumoniae, S. saprophyticus y P.
aeruginosa como se describié en los métodos de extraccion del material genético. Posteriormente se
realiz6 la técnica previamente descrita de LAMP en 60 minutos.
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3.4 Validacion con muestras clinicas positivas y negativas comparando con
técnica “gold standard”.

3.4.1 Obtencion de muestras.

Se estudiaron 30 muestras de orina de pacientes con sospecha de ITU a los cuales se les solicitaron
urocultivos provenientes del Centro Hospitalario Pereira Rossell. A estos pacientes se les pidid
consentimiento informado para poder utilizar las muestras para esta validacion. Los urocultivos y la
identificacion bacteriana fueron realizados segun técnicas estandar en el laboratorio clinico de dicho
centro hospitalario. Estas muestras son parte de una colaboracion con dicho centro en el marco del
proyecto titulado: “Caracterizacion de la microbiota urinaria y sus implicancias clinicas en nifios y
adultos.” Una vez ingresadas las muestras se las codificd, se les realizd una lisis térmica a 95°C por 5
minutos, centrifugacion a 10000 rpm y se trasladd el sobrenadante a un tubo esteril nuevo. Los
resultados de los urocultivos fueron enviados posteriormente a realizada la reaccion de LAMP (muestras
ciegas).

3.4.2 Protocolo final de LAMP para E. coli UPEC en orina.

En cada tubo de PCR se afiadié 22 pL de la pre-mezcla para cada tipo de set de cebadores y de
manera individual se afiadieron de 3 uL de de control positivo, control negativo y las muestras a analizar,
dando un volumen final de 25 uL. Luego todos los tubos fueron llevados a condiciones isotérmicas de
incubacion a 65 °C por 50 minutos usando un equipo de PCR en tiempo real Biorad. Una vez
transcurrido este tiempo se interrumpe la reaccion y se observan los resultados.

3.4.3 Analisis e interpretacion de los resultados.

Los resultados se analizaron de forma que el control positivo amplifica en un rango de 32-34 minutos
para los cebadores chuA y de 35-36 para los cebadores malB para poder tomar como valido el ensayo.
Para las muestras se tomd como referencia el ensayo de determinacion de punto de corte de la prueba
diagnéstica LAMP, el minuto 46 para cebadores chuA 'y 47 para los malB, la amplificacién antes de estos
tiempos se tomara como test positivos y amplificaciones posteriores o inexistentes test negativos.

Los datos obtenidos en los ensayos se analizaron en una tabla de cuatro casillas como se especifica en
la tabla 8 comparando con la técnica gold standard de urocultivo (Sarmiento and Alexander 2018).

Tabla 8: Tabla de cuatro casillas.(Sarmiento and Alexander 2018)

Urocultivo

Resultado de la Prueba
Positivo Negativo
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Positivo Verdaderos Positivos (VP) Falsos positivos (FP)

LAMP
Negativo Falsos Negativos (FN) Verdaderos Negativos (VN)

La especificidad se refiere a la probabilidad de que en una prueba diagnéstica un sujeto sano tenga un
resultado negativo, se calcul6 usando la siguiente férmula (Sarmiento and Alexander 2018).

Verdaderos Negativos (VN)
Falsos positivos (FP) + Verdaderos Negativos (VN)

Especificidad = * 100%
La Sensibilidad se define como la probabilidad de que en una prueba diagndstica un sujeto enfermo dé
un resultado positivo y se calculd mediante la siguiente formula (Sarmiento and Alexander 2018).

Verdaderos Positivos (VP)

Sensibilidad = Verdaderos Positivos (VP) +Falsos Negativos(FN)

* 100%

La reproducibilidad se define como la capacidad del test para repetir los mismos resultados en
circunstancias similares, se probé mediante la valoracion por duplicado de cada ensayo (Sarmiento and
Alexander 2018).

El valor predictivo positivo (VPP) como la probabilidad de estar enfermo una vez que el resultado es
positivo. En el denominador pondremos el total de positivos, mientras que en el numerador pondremos
aquellos enfermos que dan positivo a la prueba (Bravo-Grau and Cruz Q 2015).

Verdaderos Positivos (VP)
Verdaderos Positivos (VP) +Falsos positivos(FP)

VPP =

* 100%

Por su parte, el valor predictivo negativo (VPN) sera la probabilidad de que un negativo esté sano. En el
denominador pondremos el nimero total de negativos y en el numerador el nUmero de sanos que tienen
prueba con resultado negativo.(Bravo-Grau and Cruz Q 2015)

_ Verdaderos Negativos(VN) o
VPN = Verdaderos Negativos(VN) +Falsos negativos(FN) 100%

Los likelihood ratios (LR) o razones de verosimilitud se definen como cuantas veces es mas probable
que un paciente con la enfermedad tenga un determinado resultado en el test que pacientes sin la
enfermedad. Dicho de otra manera, es la razén de probabilidad de un resultado especifico en pacientes
con la enfermedad versus en aquellos que no la tienen.(Bravo-Grau and Cruz Q 2015)

Sensibilidad
LR(+) ~ 1-Especificidad
LR(—) — 1—Sensibilidad

Especificidad

Por ultimo la exactitud diagndstica es la probabilidad de que el resultado del test prediga correctamente
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la presencia o ausencia de la enfermedad.(Bravo-Grau and Cruz Q 2015)

VP +VN
Total de muestras

Exactitud diagnéstica = * 100%
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4. RESULTADOS

41 Diseno, adquisicion de cebadores especificos LAMP especificos.

Se selecciond el gen chuA como respuesta a la busqueda dentro de los 131 genes reportados por
Brons et al., se estudié con una herramienta online de alineamientos “blastn” y resulté un gen exclusivo
de E. coli UPEC. No se encontré homologia en E. coli comensales y fecales ademas de otras bacterias
uropatégenas. En cambio malB fue seleccionado de material bibliografico de otros estudios similares
para la técnica LAMP, los cuales resaltan su relativa conservacién en E.coli pero con regiones
suficientemente variables para poder obtener una amplificacion especifica para E.coli uropatogena
(Hoffmann et al. 2001; Hill et al. 2008; Ramezani et al. 2018; Saengsawang et al. 2021).

Se generaron 46 juegos de primers con el programa “PrimerExplorer software” version 5, los cuales se
analizaron en cuanto a su especificidad con el programa online “Primer-Blast — NCBI — NIH”, sus
caracteristicas fisicoquimicas en “OligoCalc Software” y se alinearon con secuencias de E. coli UPEC
utilizando el programa “BioEdit Sequece Alignment Editor” para evaluar los mismatches entre los
cebadores y con la secuencia genémica de E. coli UPEC. Este andlisis resultd en la seleccion de 2
juegos potenciales de cebadores para cada gen, mostrando un alto grado de identidad. El analisis
realizado con el programa “BioEdit Sequece Alignment Editor”, detectdé que los cebadores del gen
malB presentan bases que no se aparean con uno de los genotipos estudiados. Esto no deberia ser un
problema porque al no encontrarse en los extremos del cebador no deberia afectar la hibridacién. El
analisis de especificidad se realizé con el programa “Primer-Blast — NCBI — NIH” y no encontré
homologias significativas con secuencias humanas para ninguno de los 4 juegos de cebadores. Sin
embargo para los cebadores de malB se observé que contiene algunas hibridaciones con Klebsiella,
sin embargo decidimos proceder con este juego de cebadores debido a que la incidencia en el test
podria ser poco relevante después de la puesta a punto del test. Igualmente se trabaj6é con el
programa “Multiple Primer Analyzer - Thermo Scientific TM”, con el cual se modific6 a mano la
secuencia para disminuir su compatibilidad con el microorganismo no deseado. Por lo tanto después
de este analisis se eligio un juego de cebadores para cada gen presentes en la Tabla 9 y se los mando
a sintetizar a la empresa Macrogen.

Tabla 9: Lista de secuencias de oligonucleétidos LAMP y caracteristicas fisicoquimicas.

Ceb Tama Cc_mte
Gen ado Secuencia (5’-3’) no Tm nido
i X (°C) GC
F3 CGACAGCTGCAGTTTCATCA 20 60.32 50
B3 CCTGATCAACCACAAACCGT 20 60.05 50
chuA
Fip CCAACTCCTACCGTACCTCGCAG-ATGTTCAT a1 723 57

CTGCCCAGTCG
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TTAGTGCGTGATCGTGCACCAT-ACTGGCTTT

BIP GGTCGTCATG 40 69.5 51
LF ACCCTTACGCTGAAGAGATGCT 22 63.35 50
LB AGCACGTTATCGAATCCTTTGCC 23 63.37 48
F3 TACCTGCCCAGATGGTGG 18 60.20 61
B3 CGTCTTGGCAACGAATGTGA 20 60.55 50

AGCTACCGATCCGGCCTTCC-CTGGCAGCCA

FIP TTCOATCAG 39 72.9 60
malB

BIP TCTGTTGTGC(é:CACéC_BrgﬁTeAgAGC-TGGGTCAG 40 70.6 55

LF TGAAGCAAACGTGCAGGGTAA 21 62.47 48

LB CGAAATAGAAGCTCTTATCGCCCT 24 62.22 46

4.2 Estandarizacion del protocolo de LAMP (Loop Mediated Isothermal
Amplification).

4.2.1 Curvas de crecimiento

1) Escherichia coli 144

Se efectud una curva de crecimiento de E. coli 144 en medio LB. Se obtuvo como resultado un
comportamiento similar de las curvas realizadas mediante recuento (concentracion de unidades
formadoras de colonias por mL de medio) y la densidad 6ptica del cultivo (DOgy) cOmo se muestra en
las figuras 5y 6.

(A) (B)
5.00E+7
0.5
— 5.00E+6 o
5 2
EL) 5.00E+5 8 0.05
= 500Ev4 ; : : l ; | I I I
1 2 3 4 24 1 2 3 4 24
Tiempo (hs) Tiempo (hs)

Figura 5: Curvas de crecimiento de E. coli 144 en medio LB. Para el panel (A) se relacionan las unidades
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UFC/mL

formadoras de colonias y el tiempo transcurrido de incubacién. Por otro lado en el panel (B) se relaciona DOg, del
mismo medio y los mismos tiempos que en el panel (A).

Observando los resultados de la figura 5, se estimé que la DOy, necesaria para obtener una
concentracion tipica de infeccion en orina (10° UFC/mL) se logra a partir de un valor de DOgy, de 0,3.

Considerando que la muestra a estudiar sera orina, se realizé una curva de crecimiento de E. coli 144
cambiando el medio de incubacién por medio OA. Como se muestra en la figura 6, se efectué una
comparativa de velocidad de crecimiento y la turbidez del cultivo (DOgy,). Esta relacién se usé para los
ensayos subsiguientes.

(R) (B)

1.00E+6

o 5.00E+5 o 01
S 2
Q Q 0.01
> 1.00E+5 o
5.00E+4 , ) ) ! 0.001 f f f f f
1 2 3 4 24 1 2 3 4 24
Tiempo (hs) Tiempo (hs)

Figura 6: Curvas de crecimiento de E. coli 144 en medio OA. Para el panel (A) se relacionan las unidades
formadoras de colonias y el tiempo transcurrido de incubacion. Por otro lado en el panel (B) se relaciona DO600
del mismo medio y los mismos tiempos que en el panel (A).

Segun los datos recabados de la Figura 6, la DO600 necesaria para llegar a la concentracion tipica de
infeccion en urocultivo fue de 0,3. Este valor se tomé como referencia para los siguientes ensayos.

2) Otras bacterias uropatégenas.

Con las cepas seleccionadas P. mirabilis, K. pneumoniae , S. saprophyticus, P. aeruginosa se llevo a
cabo un ensayo de curva de crecimiento de la misma manera que para la curva de E. coli 144 en OA.

(B)
= Proteus mirabilis = Staphylococcus saprophyticus = Proteus mirabilis == Staphylococcus saprophyticus
Pseudomonas aeruginosa = Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa = Klebsiella pneumoniae
1.00E+07 ——— 1
1.00E+06
1.00E+05 g 01
©
1.00E+04 8 0.01
1.00E+03 =
o 0.001
0 1 2 3 4 24 0 1 2 3 4 24
Tiempo (hs) Tiempo (hs)

Figura 7: Curvas de crecimiento de microorganismos uropatdégenos en medio OA. Para el panel (A) se relacionan
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las unidades formadoras de colonias y el tiempo transcurrido de incubacion. Por otro lado en el panel (B) se
relaciona DO600 del mismo medio y los mismos tiempos que en el panel (A).

Los resultados mostraron un comportamiento similar al mostrado por E. coli en medio OA, obteniendo
una concentracion tipica de infeccion (10° UFC/mL) antes de las 4 horas de ensayo. Se estimo un
valor de DOgy, correspondiente a una concentracion tipica de infeccion, esta se alcanza después de
obtener un DOy, de 0,3. Este valor se utilizara mas adelante en otros ensayos.

4.2.2 Comparacion de métodos de extraccion del material genético.

Se realizaron suspensiones bacterianas y lisados térmicos de E. coli 144 en LB y OA de 10°UFC/mL, a
los cuales se les midi6 su concentracién de ADN y pureza. Los resultados estdn expresados en la
Tabla 10.

Tabla 10: Resultados obtenidos mediante la medida con Nanodrop del ADN presentes en las muestras
de suspension bacteriana, lisado térmico y extraccion de ADN.

Muestra ng/uL 260/280 260/230

Suspensmn bacteriana de E. coli en 9124 111 144
medio LB

Suspensmn bacteriana de E. coli en 805.2 0.91 103
medio OA

Lisado termico de E. coli en medio LB 9214 1,49 1,62
Lisado termico de E. coli en medio OA 670,5 1,19 1,12
Extraccion de ADN con kit comercial de E. 108.8 171 103

coli en medio LB

4.2.3 Ensayos comparativos de las muestras en test LAMP.

Para todas las muestras comparadas analizadas (suspension bacteriana OA usando extraccion de
lisado térmico usando kit comercial y control) y conjunto de cebadores, se agregan 22 uL de premezcla
a cada tubo de PCR. Luego se agregaron 3 pL de muestra hasta un volumen final de 25 puL. A
continuacion, todos los tubos se sometieron a incubacion isotérmica a 65 °C durante 60 min en
termociclador Real-Time PCR.

Los resultados obtenidos en medio OA muestran que la técnica LAMP es capaz de amplificar ADN
usando 3 pl de suspension bacteriana, ADN extraido por Kit o ADN extraido por lisado térmico. LAMP
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presenta una tolerancia importante a componentes del medio de cultivo y sustancias biolégicas que
pueden inhibir la reaccion en otras técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (Arroyo et al., 2008,
Motamedi et al., 2011, Cheng et al., 2014, Sanchez et al., 2014; Fernandez-Soto et al., 2016).

1,6E+04
1,4E+04
1,2E+04
1,0E+04
8,0E+03
6,0E+03
4,0E+03
2,0E+03
0,0E+00 I —

2,06403 1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61

Tiempo (min)

UFR

s threshold — s Suspension bacteriana

ADN extraido por lisado temico ssss= ADN extraido por kit comercial e C -

Figura 8: Grafico prueba diagndstica LAMP en cebadores chuA, ensayo comparativo de las muestras
de suspension bacteriana y lisado termico en medio OA y extraccion de ADN gendémico de E. coli en
medio LB por kit comercial.

Segun los datos mostrados en la Figura 8, esta técnica fue capaz de detectar los genes chuA y malB
de la extraccion de ADN por lisis térmica y extraccion de ADN mediada por kit. Sin embargo, la
deteccion del ADN presente en la suspension bacteriana en AO se obtuvo en un tiempo mucho mayor
a que el control positivo o las extracciones.

4.2.4 Determinacion de punto de corte de la prueba diagnéstica LAMP.

Para detectar el punto de corte del test, primero se realizé una suspension bacteriana equivalente a
107 UFC/mL, se cuantifico el ADN en esa muestra y se realizaron diluciones seriadas de 10 uL en 100
uL. Obteniendo asi soluciones con material genético equivalente a 107,10%,10°%,10*,10° y 102 UFC/mL.
En cada tubo de PCR se anadieron 22 uL de la pre-mezcla de reaccion y 3uL de cada dilucion seriada
de la muestra de ADN, con un volumen final de 25 pL. Luego los tubos fueron llevados al
termociclador, Amplificador de ADN Bio-Rad modelo C1000, en el cual se programé el protocolo de
termociclador bajo las condiciones de reaccion LAMP.
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Figura 9: Grafico prueba diagnostica LAMP en cebadores chuA, ensayo de determinacion de punto de
corte con diluciones seriadas de material genético equivalente a 107,10°,10%,10%,10° y 10> UFC/mL.
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Figura 10: Gréfico prueba diagndstica LAMP en cebadores malB, ensayo de determinacion de punto
de corte con diluciones seriadas de material genético equivalente a 107,10%,10°,10%,10° y 10> UFC/mL.

Estos resultados muestran dos puntos de corte distintos para los cebadores chuA y malB. Todas la
soluciones que sobrepasan o igualan a la amplificacion correspondiente a la solucién que contiene la
cantidad equivalente de material genético de 10° UFC/mL (concentracion de corte tipica de infeccion
urinaria en urocultivo) se sitian antes del minuto 47 para malB, mientras que para chuA en el minuto
46. Por lo tanto se concluye que todas la reacciones para el juego de cebadores malB que amplifiquen
antes del minuto 47 seran positivas en nuestro test diagndstico, del mismo modo sera para chuA en el
minuto 46 de reaccion.

4.3 Evaluacién de la especificidad del test diagnéstico y reactividad cruzada
con otros microorganismos uropatégenos.
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Para evaluar la especificidad del ensayo, se realizé una prueba de reacciones cruzadas utilizando los
microorganismos seleccionados en las etapas anteriores. Se empezo realizando lisados térmicos de
suspensiones bacterianas en medio OA de los patdgenos elegidos. Estas suspensiones se incubaron
por 4 horas hasta que el valor de DOy, fue de 0,3 y se le realizé el protocolo de lisado térmico. Se les
realizé el test de igual manera que en el ensayo de prueba y sensibilidad. En cada tubo PCR se
afiadieron 22 uL de la pre-mezcla de reaccion y 3uL de cada dilucién seriada de la muestra de ADN,
con un volumen final de 25 pL. Luego los tubos fueron llevados al Termociclador, Amplificador de ADN
Bio-Rad modelo C1000, en el cual se programé el protocolo de termociclador bajo las condiciones de
la tabla 11.

Tabla 11: Nuevas condiciones de amplificacion LAMP.

Etapa Tempoeratura Tiempo (min)
(°C)
EXTENSION 65 50
INACTIVACION 80 10
CONSERVACION 4 %
1,4E+04
1,2E+04
1,0E+04
8,0E+03
o
5 6,0E+03
4,0E+03
2,0E+03
0,0E+00 — =
-2,0E+03 1 6 11 16 21 26 31 36 41 46
Tiempo (min)
— Proteus mirabilis Klebsiella pneumoniae
e Staphylococcus saprophyticus — Pseydomonas aeruginosa e threshold

— -

Figura 11: Grafico prueba diagndstica LAMP, ensayo de determinacion de reactividad cruzada con
otros microorganismos uropatégenos con juego de cebadores chuA.
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Figura 12: Gréfico prueba diagndstica LAMP, ensayo de determinacién de reactividad cruzada con
otros microorganismos uropatégenos con juego de cebadores malB.

Estos experimentos determinaron que para ambos juegos de cebadores (malB 'y chuA) no amplificaron
ninguno de los genes detectados en ninguno de los microorganismos seleccionados para este estudio
de reacciones cruzadas. Podemos concluir que en las condiciones evaluadas el los test son
especificos.

4.4 Validacion con muestras clinicas positivas y negativas comparando con
técnica gold standard.

Se estudiaron 30 muestras de orina de pacientes atendidos en el Centro Hospitalario Pereira Rossell
con sospecha de ITU, a los cuales se les fue solicitado un urocultivo. Las muestras de orina fueron
codificadas con un nimero que se correlaciona luego con el numero del laboratorio clinico, para poder
solicitar posteriormente el resultado del urocultivo e identificacion bacteriana. Una alicuota de la
muestra de orina fue procesada en el Departamento de Microbiologia del Instituto de Investigaciones
Biolégicas Clemente Estable utilizando el nuevo test LAMP desarrollado, sin conocer los resultados del
laboratorio clinico (ensayo ciego).

El proceso de la muestra consistio una lisis térmica a 95°C por 5 minutos seguido a una centrifugacion
a 10000 rpm por 5 minutos, el sobrenadante se traslada a un eppendorf esteril el cual se analizé
utilizando el protocolo final del test diagndstico LAMP para E. coli UPEC con el juego de cebadores
chuA y malB. Posteriormente que se obtuvieron los resultados del test, se compararon con los
resultados obtenidos por el urocultivo realizado por el laboratorio clinico del Centro Hospitalario Pereira
Rossell. Estos resultados se muestran en la tabla 12. Se utilizé la tabla de cuatro casillas como lo
especifica Sarmiento et. al. Los resultados de chuA se muestran en la tabla 13 y los de malB en la
tabla 14 (Sarmiento and Alexander 2018). Solamente se tomaron como positivos los urocultivos que
presentan una identificacién a E. coli.
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Tabla 12: Resultados de test diagnéstico LAMP para chuA, malB 'y urocultivo con su identificacion.

Test LAMP con
cebadores: Urocultivo
N° de
muestra ChuA MalB Resultado entificacion fenotipica
1 Positivo Negativo
2 Positivo E. col
3 Staphylococcus spp.
4 Negativo
5 Negativo
6 Positivo E. coli
7 Positivo Negativo
8 Positivo E. coli
9 Negativo
10 Klebsiella spp.
5 E ool
12 Negativo
13 Negativo
14 E. col
15 Proteus spp.
16 E. ool
17 Negativo
18 Negativo
19 Negativo
20 Negativo
21 Negativo
22 Negativo
23 Positivo E. coli
24 Positivo E. coli
25 Negativo
26 Negativo
27 Negativo
28 Positivo Positivo Positivo E. coli
29 Positivo Positivo Positivo E. coli
30 Positivo Positivo Positivo E. coli
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Tabla 13: Tabla de cuatro casillas, evaluacién de los resultados del test diagnéstico con juego de
cebadores chuA.

Urocultivo
Total
Resultado de la Prueba . .
Positivo Negativo
Positivo 11 2 13
LAMP Negativo 0 17 17
Total 11 19 30

Se detecté mediante la técnica desarrollada todas las muestras que resultaron positivas para E. coli en
el urocultivo, por lo que la sensibilidad hallada en esta validacion es del 100% vy la especificidad fue de
un 89,47%. EIl valor predictivo positivo es de 84.62%, el valor predictivo negativo fue de 100% y la
precision del diagnéstico es de un 93,33%.

Utilizando los resultados obtenidos de malB se analizaron las mismas 30 muestras que para chuA 'y se
compararon los resultados obtenidos en la tabla de cuatro casillas (Tabla 14).

Tabla 14: Tabla de cuatro casillas, evaluacion de los resultados del test diagndstico con juego de
cebadores malB.

Urocultivo
Total
Resultado de la Prueba e .
Positivo Negativo
Positivo 9 4 13
LAMP Negativo 2 15 17
Total 11 19 30

Para el test diagnéstico empleando el juego de cebadores malB la sensibilidad detectada fue del
81,82%, la especificidad de 78,95%, valor predictivo positivo de 69,23%, valor predictivo negativo de
88,24% vy la precision de diagnostico fue de un 80%.
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Tabla 15: Tabla comparativa de performance para test LAMP con juego de cebadores chuA 'y malB.

Sensibilidad
Especificidad

Valor predictivo
positivo

Valor predictivo
negativo

Precision de
diagnéstico

chuA malB

100% 81,82%
89,47% 78,95%
84.62% 69,23%

100% 88,24%
93,33% 80%
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5. DISCUSION

Desarrollamos y evaluamos un test de diagndstico rapido para infecciones urinarias causadas por E.
coli, las cuales comprenden mas del 80% de las infecciones urinarias a nivel global. El diagndstico de
ITU a menudo se lleva a cabo mediante sintomas clinicos, examenes microscépicos, de cultivo y/o test
rapidos de screening de ITU. El diagndstico al microscopio directo tiene una alta tasa de error
(aproximadamente 31 %) y los métodos basados en cultivos llevan entre 24 y 48 horas (Glissmeyer et
al. 2014). Las ventajas de los métodos basados en la amplificacion de acidos nucleicos, como la PCR,
son su velocidad y sensibilidad en la deteccidon de patégenos, pero estos ensayos necesitan usuarios
capacitados y algunos dispositivos costosos. En cambio a nivel de los laboratorios clinicos utilizan tiras
reactivas como método rapido de diagndstico (para la deteccion de nitritos y esterasas leucocitarias.).
Su desventaja es el no detectar directamente las bacterias en orina y eso causa su baja sensibilidad
(41-64% para nitritos y 48-86%para leucocitos) y especificidad (85-98% para nitritos y 82-90% para
leucocitos), lo cual conduce en muchos casos a diagnosticos incorrectos (St John et al. 2006; Williams
et al. 2010). En cambio en este estudio, se empled uno de los métodos isotérmicos de amplificacién de
acidos nucleicos llamado LAMP para superar los problemas mencionados en los procedimientos de
diagndstico de ITU.

LAMP puede reconocer el gen de interés con 6 cebadores y la amplificacion se puede realizar a
temperatura constante en 50 min. A diferencia de la PCR, no hay necesidad de termociclador, ni
extraccion compleja de acidos nucleicos, ni desnaturalizacion por calor del ADN de doble cadena en el
proceso de amplificacion. Hay algunas investigaciones similares en las que el ensayo LAMP se ha
dirigido a diferentes genes para detectar varias cepas de E. coli, como stx1, stx2 (Wang et al. 2012),
aggR, ipaH (Yokoyama et al. 2010), los genes heat-labile | (LTI) y heat-stable | (STI)(Yano et al. 2007) y
malB (Hill et al. 2008). Aunque existen todas estas investigaciones para detectar E. coli mediante el
método LAMP, no existe ningun informe sobre el empleo de esta técnica para identificar E. coli
uropatogena en muestras de orina minimizando el paso de extraccion del material genético en orina.

A partir del programa de disefio de cebadores PrimerExplorer se seleccionaron dos grupos de 6
secuencias cebadoras para la reaccion de amplificacion de LAMP. Cabe destacar que el disefio fue
realizado en base a las condiciones estandar del programa, con ligeras modificaciones, las cuales se
pueden modificar para precisar el disefio de los cebadores.

Se ha informado que LAMP muestra una alta tolerancia a diferentes inhibidores que estan naturalmente
presentes en varias muestras bioldgicas (JevtuSevskaja et al. 2016). Esto se ve reflejado en el ensayo
de comparacion de métodos de extraccion del material genético, en donde se observé que en medio
LB se comporté de manera muy similar en todas las condiciones estudiadas, menos en la extraccion de
ADN con kit comercial de E. coli en medio LB, que amplifica de manera similar al control positivo. En
cambio en orina artificial se observd que la suspension bacteriana simplemente demoraba la
amplificacion a tiempos mayores de 1 hora, por lo que se considerd adecuado realizar una extraccion
térmica simple. Este ensayo confirma la resistencia a inhibiciones presentada por LAMP. Las muestras
utilizadas excepto la extraccion de ADN por kit comercial se encuentran contaminadas o muy
contaminadas segun el programa de control de calidad de muestras de ADN y ARN del Banco nacional
de ADN Carlos Ill (Bancoadn 2022).

El método de deteccién de los productos de amplificacion mas empleado en todos los casos es la
deteccion visual mediante emisién de fluorescencia tras la adicion de SYBR® Green | y posterior
electroforesis en gel de agarosa. Este fue utilizado para este test diagndstico y en todos los casos se
observo correlacion entre los resultados observados visualmente y los obtenidos tras la electroforesis
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(Le et al. 2012). Sin embargo los productos de amplificacion mediante LAMP se pueden detectar por
diferentes métodos, tales como: turbidez, electroforesis, fluorescencia, centrifugacion y por cambio de
color; estos ultimos permiten la visualizacion inmediata del resultado una vez finalizada la reaccion.

Una de las ventajas de LAMP frente a otras opciones del mercado es su capacidad de hacerse en un
tiempo reducido y no necesitando instalaciones sanitarias de cierta complejidad. Esta técnica entra en
la categoria denominada en la literatura médica como pruebas diagnésticas en el lugar de atencién al
paciente o POC. Esto se logra en el test desarrollado al realizarse en 50 minutos, aunque todavia este
ensayo se realiza en un equipo de PCR en tiempo real el cual se considera un equipo costoso.
Igualmente se podra validar esta técnica utilizando otro tipo de visualizacién eliminando la necesidad
de este equipo. Esto se puede lograr utilizando termobloques o bafios termorregulados y métodos de
deteccion directa de la amplificacion como ya han utilizado otros autores (Hatano et al. 2010;
Gandelman et al. 2011). Algunos ejemplos de métodos de deteccion directa de la amplificacion son:
deteccion de turbidez utilizando pirofosfato de magnesio (Fischbach et al. 2015; Li et al. 2018),
deteccion de color utilizando un reactivo indicador de pH como Rojo fenol (Baek et al. 2020) o métodos
mas complejos como el utilizado por Li et.al. lamado “Detecter” basado en la tecnologia CRISPR (Li et
al. 2018).

Otra de las razones de la eleccion de LAMP como método de diagndstico es su especificidad, esto se
demuestra en nuestro ensayo de reacciones cruzadas de LAMP en OA con otras bacterias patégenas.
En el cual no resultaron positivas ninguna de las bacterias testeadas. Esto se logra a partir de una
buena eleccién de las secuencias objetivo (chuA y malB), disefio de los cebadores y puesta a punto de
la técnica.

La validacién de la técnica contiene un numero reducido de muestras por lo que es aconsejable
obtener mas ensayos pareados para tener un estudio estadisticamente confiable. Sin embargo este
estudio logra obtener un resultado alentador para este test, los que se podran profundizar en un futuro.
El juego de cebadores chuA es el que muestra resultados mas alentadores para un test, obteniendo
una precision de diagnostico del 93,33% y una sensibilidad del 100% haciéndolo ideal para un test de
screening previo a la confirmacién con urocultivo. En cuanto al conjunto de cebadores malB, se
determiné que no tiene la sensibilidad ni especificidad necesaria para este tipo test y la precision del
diagndstico también fue menor. Podria mejorar, optimizando los cebadores o agregando DMSO o
Betaina al mix de reaccion LAMP. Estos compuestos podrian aminorar los falsos positivos optimizando
la eficiencia de la reaccion (Wang et al. 2015; Foo et al. 2020). Wang et al. sostiene que se podria
mejorar estos parametros ajustando también la temperatura de reaccién (Wang et al. 2015).

El urocultivo seguira siendo el gold standard debido a su capacidad de diagndstico, su costo y
prevalencia en el sistema de salud. Sabiendo que la performance diagnéstica de la tira reactiva es
deficiente en comparacion con LAMP, esta podria ser potencialmente reemplazada por esta técnica.
LAMP presenta ventajas en muchos aspectos, un paciente comunmente tiene un periodo de atencion y
espera de al menos 90 minutos en la clinica de emergencia (Hajzargarbashi et al. 2019). Este tiempo
se ajusta perfectamente a los tiempos del test LAMP desarrollado. Podria cubrir el 80% de los casos de
ITU reportados, lo que podria mejorar el diagndstico al ser mas sensible y especifico que una tira
reactiva de diagndstico rapido.

Por ultimo es posible mejorar esta técnica en gran medida, implementando reacciones en paralelo
sobre otros microorganismos y/o evaluacion de resistencia a los antibioticos mas importantes. Podria
mejorar mucho el diagndstico, precisando el uso de los antibiéticos existentes, lo que evitaria en gran
medida generar resistencias a antibiéticos mas importantes en el futuro. Ademas, de la mejora del
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paciente al obtener un diagndstico mas preciso en menor tiempo.
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6. CONCLUSION

Los analisis realizados pudieron constatar que la técnica LAMP tuvo altos niveles de especificidad y
sensibilidad hacia el gen chuA. Los resultados son muy prometedores para su uso como test de
screening de infecciones urinarias. Las ventajas que tiene a diferencia con los test rapidos actuales
(tiras reactivas) es que se logra detectar directamente las bacterias en la orina y su sensibilidad y
especificidad se ven mejoradas. La tecnica es totalmente compatible con el urocultivo, siendo este
confirmatorio de la infeccion en curso.

La pureza de la muestra de ADN suele ser un factor clave para garantizar buenos resultados en
técnicas de amplificacién de acidos nucleicos como PCR, sin embargo, los resultados de este estudio
demostraron que para la técnica LAMP la pureza de la muestra no es un inconveniente para amplificar
ADN teniendo alta especificidad y sensibilidad (>99%) para reconocer unicamente la secuencia del gen
de interés, incluso cuando la muestra es orina la cual contiene una gran cantidad de sustancias
inhibidoras para una PCR convencional.

Usar una temperatura constante para poder amplificar ADN representa una ventaja importante con
respecto a otras técnicas que necesitan realizar una desnaturalizacion inicial con temperaturas altas y
luego continuar con temperaturas bajas repitiendo esto en varios ciclos para poder amplificar ADN.
Esto permite que se pueda realizar en equipos de facil acceso como un bafio maria o un termobloque,
ademas de mejorar enormemente la rapidez del estudio. Esto lo vuelve en una opciéon mas acorde a los
tiempos de una consulta en clinica, en comparacién con otras técnicas moleculares.
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