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Resumen

La presente tesis tiene como objetivo principal evaluar la eficacia del kit Quick-DNA
Fecal/Soil Microbe Miniprep para la extraccion de ADN a partir de muestras de heces
de niflos y nifias en edad escolar, dentro del contexto del Proyecto GUAGUA. Este
proyecto busca comprender mejor la microbiota intestinal de la poblacién infantil y su
relacion con diversas condiciones de salud. Para lograr este objetivo, se utilizaron
muestras fecales de nifios en edad escolar y se sigui6é un protocolo detallado para la

extraccion de ADN utilizando el kit mencionado.

El proceso comenz6 con la descripcion del protocolo de extraccion, que detallaba
cada paso desde la recoleccion de las muestras hasta la obtencion del ADN.
Posteriormente, se midi6 la concentracion y pureza del ADN obtenido mediante la
espectrofotometria de microvolumen con el dispositivo Nanodrop, una técnica que
permite evaluar la calidad del ADN de manera precisa. Los resultados obtenidos
indicaron que el kit Quick-DNA es efectivo para la extraccion de ADN fecal,
proporcionando rendimientos adecuados y una calidad de ADN que cumple con los
estandares necesarios para la amplificacion y analisis genético. Sin embargo, se
observo una variabilidad en la calidad del ADN dependiendo de la naturaleza de las
muestras fecales, |0 que sugiere que es necesario un manejo cuidadoso y la

aplicacion de criterios de inclusion especificos para garantizar resultados 6ptimos.

Ademas, esta tesis identifica y discute varios desafios y limitaciones asociados con el
proceso de extraccion y analisis del ADN fecal. Entre estos, se destacan la necesidad
de controlar posibles contaminantes y asegurar una correcta manipulacion de las
muestras para evitar la degradacion del ADN. A pesar de estos desafios, los

resultados subrayan la viabilidad del uso de ADN extraido de heces en estudios
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genéticos y microbiologicos, destacando su potencial en investigaciones sobre el

microbioma y su impacto en la salud infantil.

En conclusion, esta investigacion encontré demuestra que el kit Quick-DNA Fecal/Soil
Microbe Miniprep es una herramienta efectiva para la extraccion de ADN a partir de
muestras fecales de niflos en edad escolar. Los resultados obtenidos no solo validan
la utilizacion del kit en estudios futuros, sino que también proporcionan una base
sélida para el desarrollo de protocolos estandarizados que pueden ser aplicados en
una amplia variedad de investigaciones genéticas y de salud publica. Esto tiene
importantes implicaciones para la comprension del microbioma intestinal y su
influencia en diversas condiciones de salud, contribuyendo al mejoramiento de las

estrategias de prevencién y tratamiento en la poblacién infantil.

Palabras clave: Kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep, extraccion de ADN,
muestras fecales, nifios en edad escolar, espectrofotometria de microvolumen,

microbiota intestinal
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Abstract

This thesis primarily aims to evaluate the effectiveness of the Quick-DNA Fecal/Soil
Microbe Miniprep kit for DNA extraction from fecal samples of school-aged children,
within the framework of the GUAGUA Project. The project seeks to better understand
the intestinal microbiota of the pediatric population and its relationship with various
health conditions. Fecal samples were collected from school-aged children, and a

detailed protocol for DNA extraction using the kit was followed.

The process began with describing the extraction protocol, detailing each step from
sample collection to DNA acquisition. Subsequently, the concentration and purity of
the extracted DNA were measured using microvolume spectrophotometry with the
Nanodrop device, a technique that allows for precise evaluation of DNA quality. The
results indicated that the Quick-DNA kit is effective for fecal DNA extraction, providing
adequate yields and DNA quality that meet the necessary standards for genetic
amplification and analysis. However, variability in DNA quality was observed
depending on the nature of the fecal samples, suggesting the need for careful handling

and specific inclusion criteria to ensure optimal results.

Furthermore, this thesis identifies and discusses several challenges and limitations
associated with the DNA extraction and analysis process. These include the need to
control potential contaminants and ensure proper handling of samples to prevent DNA
degradation. Despite these challenges, the results highlight the feasibility of using
DNA extracted from feces in genetic and microbiological studies, underscoring its

potential in research on the microbiome and its impact on child health.

In conclusion, this research found that the Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep kit

is an effective tool for DNA extraction from fecal samples from school-aged children.

IX
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The results obtained not only validate the use of the kit in future studies, but also
provide a solid basis for the development of standardized protocols that can be applied
in a wide variety of genetic and public health research. This has important implications
for the understanding of the gut microbiome and its influence on various health
conditions, contributing to the improvement of prevention and treatment strategies in

the child population.

Keywords: Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep Kit, DNA extraction, fecal

samples, school-aged children, microvolume spectrophotometry, intestinal microbiota.
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Introduccién

La microbiota intestinal humana es un ecosistema con una gran comunidad de
microorganismos que estan en constante contacto con el sistema digestivo. Dentro
de la microbiota intestinal tenemos bacterias que son las mas abundantes, pero

también encontramos hongos, virus o arqueas (Angebault, et. al., 2018)

En los laboratorios a identificacibn de microorganismos se ha llevado a cabo
tradicionalmente mediante el aislamiento del microorganismo que se desea estudiar
para la observacion de sus caracteristicas como su morfologia, comportamiento
bioquimico y metabolismo. No obstante, esta metodologia presenta varias
limitaciones, una de ella es el tiempo para obtener resultados o la dificultad que
presentan algunos microorganismos para ser cultivados; es por eso los métodos de
identificacion de microorganismos por medio de técnicas moleculares son altamente
viable, proporcionan rapidez para la obtencién de resultados. (Cuan & Cardenas,

2018)

La extraccion de ADN es un tema de interés actual en cuanto al estudio del papel de
la microbiota intestinal en la salud y es un proceso fundamental en diversas areas de
biologia, medicina y microbiologia. El aislamiento y la purificacion del ADN genémico
bacteriano a partir del contenido de la mucosa y la luz intestinal es importante para
garantizar un alto rendimiento y calidad de los &cidos nucleicos aislados y una
representacion equilibrada de las consorcios microbianos. En los ultimos afios se han
desarrollado y distribuido varios kits de extraccion de ADN patentados buscando una
manera de reemplazar a los métodos originales que toman mas tiempo. Existen
investigaciones que evidencian que los kits de extraccion de ADN muestran diferentes

resultados en términos de: cantidad y calidad del ADN extraido, inhibidores de
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reacciones de PCR e influencias en la composiciéon de la comunidad bacteriana.

(Gerasimidis et al., 2016)

Los métodos de extraccion tradicionales son mas explorados en comparacion con los
enfoques de secuenciacion modernos que aun no se han explorado ampliamente. Es
por ello la importancia de realizar un estudio para verificar la eficacia de un kit de
extraccion identificando valores en el rendimiento y la calidad del ADN aislado, asi
como la composicion de la microbiota determinada a través de espectrofotometria de

micro volumen a través de la tecnologia NanoDrop.

La tecnologia Nanodrop es un innovador sistema de retencidon de muestras que utiliza
la tension superficial para sujetar y medir muestras de micro volimenes entre dos
pedestales dpticos sin el uso de cubetas o capilares. El espectrofotometro NanoDrop
2000c utiliza esta tecnologia para medir de forma rapida y sencilla gotas de proteinas,
ADN, ARN y otras biomoléculas de entre 0,5y 2 uL. Esta capacidad se ha convertido
en cada vez en un aspecto mas relevante a medida que las técnicas moleculares
evolucionan constantemente con el objetivo de utilizar medidas mas reducidas de
material para el analisis (Desjardins y Conklin, 2010). La cuantificacion de acidos
nucleicos y proteinas y la evaluacion de la pureza, funciones basicas de los
espectrofotometros NanoDrop, son indispensables para muchas aplicaciones
posteriores, en particular RT-qPCR y control de calidad (Thermo Fisher Scientific,

2006).

Con esta evaluacion se espera proporcionar informacion que se pueda utilizar para
verificar la eficacia de los diferentes kit de extraccion estableciendo un protocolo

adecuado y eficaz que sirva para futuras investigaciones biomédicas sobre microbiota

intestinal y el impacto en la salud infantil.
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CAPITULO I: El Problema de la Investigacién
1.1. Planteamiento del problema

La evaluacion de la calidad del ADN obtenido del analisis de muestras fecales a través
de diferentes kits de extraccion es importante para la investigacion de la microbiota
intestinal y la influencia en la salud infantil. Los analisis de ADN fecal durante su
proceso presentan algunos problemas determinados incluyendo la destruccién vy
contaminacion del material genético afectando la cantidad y calidad de ADN que se
obtiene; por lo cual es importante establecer el protocolo mas adecuado de acuerdo

con los kits especificos que se utilicen en estos procesos.

La espectrofotometria de micro volumen ha demostrado ser una técnica eficiente para
medir la concentracién y evaluar la calidad del ADN, por lo cual este método es el
adecuado para este estudio. No obstante, la efectividad de los kits de extraccion de
ADN para muestras fecales no ha sido investigados suficientemente y es asi como
este estudio evaluara un kit especifico donde se demostrara su utilidad y ayudara a
desarrollar un protocolo que cumpla con paradmetros en los cuales los valores de

calidad y cantidad de ADN sean los mas adecuados.

La estandarizacion de metodologias y la heterogeneidad de la calidad de ADN
extraido pueden limitar la utilidad de los estudios genéticos y epidemiolégicos. Por
esta razén es importante estandarizar protocolos que garanticen la calidad del ADN
extraido y facilitar el andlisis de la microbiota intestinal con el fin de mantener una

informacion actualizada en cuanto a estudios de salud y bienestar en poblaciéon

infantil.
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1.2. Delimitacién del problema

Este estudio se basa en la evaluacion de un kit de extraccion de ADN de muestras
fecales de nifios y nifias en edad escolar del Proyecto GUAGUA, las delimitaciones
son: poblacién de nifios y nifias comprendidos entre 6 y 12 afos, tipo de muestra, kit
de extraccibn y método de evaluacion a través de espectrofotometria de micro

volumen.

El estudio se realizo en un periodo de seis meses, considerando factores especificos
y limitaciones geograficas donde se lleva a cabo el Proyecto GUAGUA que tiene
como objetivo determinar las caracteristicas de la microbiota intestinal que estan
relacionadas con infeccidn parasitaria y desnutricion a través de secuenciacion
genética de la microbiota y analisis molecular y microscopico de muestras de heces,
asi como evaluacion del estado nutricional y de habilidades cognitivas y sociales de
nifos y niflas en edad escolar de la Sierra, Amazonia, Costa y Region Insular
ecuatoriana. Mientras que en este trabajo de titulacion se analizardn factores
bioldgicos y ambientales relevante para la extraccion de ADN; estas delimitaciones
permitieron un enfoque claro y especifico en el eficacia del kit de extraccion junto con

el andlisis de la calidad de ADN obtenido.
1.3. Formulacion del problema

La eficacia de un kit especifico para la extraccion de ADN de muestras fecales de
nifios y niflas en edad escolar es crucial para garantizar la calidad y pureza del ADN,
evaluada mediante espectrofotometria de micro volumen, lo cual contribuira a tener

una mayor comprension de la configuracion de la microbiota intestinal de las nifias y
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nifios del proyecto GUAGUA, y la vinculacion que existe entre la conformacion de este

conjunto de microorganismos Yy la salud integral de los nifios.
1.4. Preguntas de investigacion

¢, Cual es el nivel de eficacia del kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep para la
extraccion de ADN a partir de muestras de heces de nifios en edad escolar para
determinar las caracteristicas del ADN obtenido mediante espectrofotometria

Nanodrop?

1.5. Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Evaluar la eficacia del kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep para la extraccion de
ADN a partir de muestras de heces de nifilos en edad escolar con el fin de y analizar la

calidad del ADN obtenido mediante espectrofotometria Nanodrop.

1.5.2 Objetivos especificos

e Mejorar el protocolo de extraccion utilizando el kit Quick-DNA.

e Identificar las caracteristicas del ADN obtenido mediante espectrofotometria
Nanodrop.

e Validar la eficacia del proceso de extraccion utilizando el kit Quick-DNA,

identificando sus limitaciones.

1.6. Hipotesis

El kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep es efectivo para la obtencion de ADN
de muestras fecales de niflos en edad escolar, brindando alta calidad de ADN, con

una concentracion y pureza elevada, a través de la evaluacion por espectrofotometria
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Nanodrop. Se estima que cumplir con el procedimiento de extraccion propuesto,
contribuya a disminuir la contaminacion de las muestras fecales obtenidas,

contribuyendo a una mayor eficacia de los resultados logrados.

1.7. Justificacion

La relacion entre la microbiota intestinal y la salud infantil, ha sido de gran interés en
los dltimos afios, investigadores de diversos campos del conocimiento han
encontrado interesantes hallazgos que llevan a replantear la importancia otorgada

hasta el momento a esta tematica.

Los microorganismos que habitan en el intestino conforman un ecosistema bacteriano
y presentan diversidad de géneros y especies cuyas formas de coexistencia pueden
afectar en gran medida la diversidad de funciones corporales, enfermedades
gastrointestinales y a nivel de distintos sistemas junto al desequilibrio producido por
los procesos infecciosos agudos tanto a nivel del tracto digestivo, como del sistema
nervioso, entre muchos otros procesos se ha empezado a comprender a partir de los

resultados de distintas investigaciones (Castafieda Guillot, 2018).

Ademas, se ha determinado que existe una estrecha relacion entre la microbiota
intestinal y el funcionamiento del sistema nervioso, de acuerdo con los hallazgos
presentados en investigaciones sobre Autismo y Déficit de Atencion con
Hiperactividad (TDAH); la microbiota intestinal y su microbioma (genoma de la
microbiota) son elementos fundamentales para el equilibrio de la salud porque actlian
como reguladores clave de distintas funciones del organismo, entre la que se incluye
la relacion del eje microbiota-intestino-cerebro caracterizado por sus acciones en el

desarrollo y fisiologia cerebral. Asi mismo, la disbiosis que ocurre en la microbiota
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produce modificaciones cuantitativas y cualitativas, que pueden afectar en su
composicion y diversidad, con alteraciones en la produccion de neuro receptores, en
la concentracibn de metabolitos y hormonas. Es por eso que los expertos han
evaluado la viabilidad de dicha afectacion como uno de los posibles factores
patogénicos que intervienen como causa de enfermedades neuropsiquiatricas

(Castarieda Guillot, 2020).

Se establecio el uso del kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep debido a que
proporciona posibilidades de optimizar los procesos de extracciéon de ADN, lo cual
permite obtener muestras de alta calidad, con una baja proporcién de contaminantes,
lo cual lo convierte en una excelente opcion para lograr los objetivos de investigacion
con relacion al hallazgo de aspectos relevantes de la desnutricién infantil a partir del

analisis de la microbiota intestinal.

Por otra parte, la espectrofotometria Nanodrop, se constituye en una técnica que
permite la cuantificacion de la pureza del ADN de forma rapida y con un alto grado de
precision, lo cual favorece el establecimiento de estandares para el analisis de
muestras genéticas en la poblacion infantil, con lo cual se incrementan los niveles de
confiabilidad y validez de las investigaciones en microbiota, de forma particular en el

grupo de nifios que conforma la muestra del presente estudio (Gutt, et. al., 2023).

1.8. Declaracién de las variables (Operacionalizacién)

Se operacionalizo las variables del estudio mediante el método de extraccion de ADN,
utilizando el kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep como variable independiente.
La calidad del ADN extraido, como variable dependiente, se midié a través de la

concentracion (ng/uL) y pureza (relacion A260/A280 y A260/A230) obtenidas con
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espectrofotometria Nanodrop, asi como el rendimiento total y la posible
contaminacion del ADN. Se consideré la poblacion de nifios y nifias en edad escolar

(6 a 12 afos) y se documento6 los desafios y limitaciones encontradas durante el

proceso de extraccion.
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CAPITULO II: Marco Tedrico Referencial
2.1. Antecedentes Referenciales

Son diversos los estudios que a nivel internacional analizan la relacidn existente entre
la microbiota intestinal y salud infantil, para la presente investigacion se mencionaran
el de Castafieda-Guillot (2018), que aborda la comprension de la relacién de estas
dos variables, en la cual se describe la definicibn de microbiota intestinal, su
importancia para el funcionamiento adecuado de diversos sistemas corporales y el
impacto que tienen en la salud de los nifios, los desequilibrios que puedan surgir en

los ecosistemas intestinales.

Posteriormente este mismo autor, que se ha especializado en el estudio de esta
tematica, presenta dos afios después un investigacion titulada Microbiota intestinal y
trastornos del comportamiento mental, en la cual, analiza y establece la relacion que
existe entre la microbiota intestinal, y algunas condiciones neurobioldgicas que
afectan los procesos cognitivos y comportamentales de los estudiantes (Castafeda-

Guillot, 2020).

También es importante mencionar como antecedente internacional el estudio que
llevaron a cabo Camacho-Cruz, et. al., 2021, en el cual, abordan la comprension de
la microbiota intestinal en la especialidad de pediatria explicando la influencia de la
microbiota intestinal en el equilibrio sistémico del cuerpo de los nifios, la importancia
de la adecuada nutricidn y su influencia en los procesos de inflamacion y desarrollo

de diversas enfermedades.

La microbiota intestinal analizada en nifios identifica correlaciones entre la

composicién microbiana, la dieta y la salud (Castafieda Guillot, 2018). Al tomar en




cuenta esta correlacion es importante destacar la relevancia en cuanto al
almacenamiento adecuado y uso de métodos de extraccion confiables y de alta

calidad evitando contaminacién o degradacién del ADN. (Angebault, et. al., 2018)

El proyecto GUAGUA que se enfoca en el estudio de la salud pediatrica y diferentes
factores de influencia para el diagndsticos de desnutricion infantil, ha comenzado a
investigar la relacion de la microbiota intestinal y la desnutricion infantil mediante
métodos de extraccion de ADN con un kit especifico el cual ha brindado resultados
de calidad y cantidad de ADN adecuados para realizar una buena secuenciacion
genética y asi poder ir optimizando y mejorando las técnicas de extraccion para

futuras investigaciones.

Estos antecedentes resaltan la necesidad de investigaciones adicionales que validen
y optimicen los métodos de extraccion de ADN en contextos de microbiota intestinal

infantil, justificando asi la realizacion del presente estudio.

2.2.  Marco Conceptual

La microbiota intestinal es el conjunto de microorganismos vivos habitantes en el tubo
digestivo. Muchas investigaciones internacionales realizan estudios que permiten
descifrar el genoma de la microbiota, varias técnicas actuales de estudio de la
microbiota se han aproximado al conocimiento de un numero importante de bacterias
gue no son cultivables, y de la relacidén entre los microorganismos que nos habitan y
nuestra homeostasis. Es indispensable la microbiota intestinal y su correcto
funcionamiento para un adecuado crecimiento corporal, el desarrollo de la inmunidad
y la nutricién. Las alteraciones en la microbiota podrian explicar parte de algunas

enfermedades como el asmay la obesidad. La disbiosis puede estar relacionadas con

10

UNIVERSIDAD ESTATAL DE MILAGRO




condiciones como obesidad, diabetes, enfermedades autoinmunitarias y trastornos

del comportamiento en la infancia (Icaza-Chavez, 2013).

Las caracteristicas de la microbiota intestinal se ven afectadas por varios factores,
como la dieta, la exposicion a antibioticos, el entorno y las condiciones de salud
subyacentes. En el estudio de (Alvarez-Calatayud et al., 2018) se ha demostrado que
la dieta rica en fibra y fermentados puede favorecer la diversidad microbiana, mientras
que el uso frecuente de antibidticos tiende a reducirla drasticamente especialmente
en los niflos donde la microbiota se encuentra en desarrollo y es altamente
susceptible a cambios externos, por lo tanto, el andlisis de la microbiota en nifios

puede proporcionar informacion valiosa sobre su salud y desarrollo a largo plazo.

La extraccion de ADN de muestras fecales es muy importante en el analisis
microbioldgico, permite la determinacion de microorganismos del intestino (Alarcon
Cavero et al., 2016). Al realizar este proceso se debe tener mucha precaucion ya que
se necesita conseguir buena cantidad y calidad sin arrastrar sustancias que puedan
inhibir las subsiguientes reacciones de PCR por lo que es necesario considerar que
en una misma muestra pueden existir varios microambientes con diferente
composicién de su microbiota y que se debe realizar una homogenizacion mecanica

la extraccion. (Alarcon Cavero et al., 2016)

El kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep™ esta disefiado para el aislamiento
rapido y sencillo de ADN con calidad de PCR, libre de inhibidores, de una variedad
de heces y del suelo. El kit se puede utilizar para aislar con éxito ADN de bacterias,
hongos, algas, protozoos, Grampositivos y Gramnegativos, dificiles de lisar, que
habitan en muestras fecales y de suelo. El procedimiento es sencillo y se puede

completar en tan solo 15 minutos: se afiaden muestras fecales (€150 mg cada una) o
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muestras de suelo (€250 mg cada una) directamente a un tubo de lisis ZR
BashingBead™ (0,1 y 0,5 mm) y rapidamente y lisado eficientemente mediante batido
de perlas sin el uso de desnaturalizantes organicos o proteinasas. Luego se utiliza la
tecnologia Zymo-Spin™ para aislar el ADN, que posteriormente se filtra para eliminar
los &cidos humicos/polifenoles que inhiben la PCR. EI ADN es ideal para aplicaciones
posteriores de base molecular que incluyen PCR, matrices, genotipado (Zymo

Research, 2024).

La espectrofotometria Nanodrop es una herramienta clave en este contexto,
permitiendo medir tanto la concentracién (ng/pL) como la pureza del ADN a través de
la relacion A260/A280. La pureza del ADN es un factor determinante en la calidad de
los resultados obtenidos en estudios de microbiota, ya que un ADN contaminado o
degradado puede llevar a interpretaciones erroneas y conclusiones inapropiadas

(Thermo Fisher Scientific, 2006).

Al integrar un método de extraccion eficaz y técnicas analiticas precisas, este estudio
no solo busca mejorar la calidad del ADN extraido, sino también contribuir a una mejor
comprension de la microbiota intestinal en nifios, lo que puede tener importantes

implicaciones para la salud publica y la investigacion biomédica.
2.3. Marco Teorico
Microbiota Intestinal

La microbiota intestinal humana esta compuesta por billones de microorganismos que
habitan en el tracto gastrointestinal. Este ecosistema microbiano desempefia un papel
crucial en la salud, participando en la digestion de nutrientes, la sintesis de vitaminas,

y la proteccion contra patdgenos. La diversidad y composicidon de la microbiota
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pueden verse afectadas por mudltiples factores, incluyendo la dieta, el uso de
medicamentos, el entorno y la genética (del Campo-Moreno et al., 2018). Durante la
infancia, la microbiota esta en continuo desarrollo y es susceptible a alteraciones que
pueden tener repercusiones en la salud a largo plazo, como el desarrollo de
enfermedades autoinmunitarias, obesidad y trastornos del comportamiento (Icaza-

Chéavez, 2013).
Factores que afectan la microbiota intestinal y sus consecuencias

Existen factores externos como la carga microbiana del ambiente, habitos y tipos de
alimentos que se consumen habitualmente, composicion de la micro flora materna,
estrés, consumo de agua clorada, siendo estos factores de alteraciones menores
comparadas con las producidas por el consumo regular de medicamentos como
antiinflamatorios, laxantes, antiacidos, administracion de antibidtico que impactan al
equilibrio de la microbiota intestinal reduciendo severamente las poblaciones
dominantes y favoreciendo la emergencia de patégenos oportunistas. Entre los
factores inherentes estan la carga genética, fisiologia del huésped y nutricién

enddgena. (Salinas de Reigosa, 2013)

Los factores mencionados anteriormente pueden conducir al fenédmeno de disbiosis
gue consiste en las alteraciones cualitativas o cuantitativas de la microbiota del
estbmago, el intestino delgado o el colon, produciendo un sobre crecimiento o una
reduccion de la microbiota. Para la regulacion de la microbiota intestinal existen
agentes bioterapéuticos como son los prebiéticos, probiéticos y simbibéticos, los cuales
se consideran como herramientas Utiles para mantener el equilibrio armonioso de la

microbiota a través del manejo de la dieta del individuo (Salinas de Reigosa, 2013).
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Desarrollo de la Microbiota en la Infancia

El proceso de colonizacion de la microbiota comienza al nacer y continta durante los
primeros afios de vida. Factores como el tipo de parto (vaginal o cesarea), la
alimentacion (lactancia materna vs. férmula), y la exposicion a antibioticos influyen en
la composicion microbiana inicial. La lactancia materna, por ejemplo, promueve una
microbiota mas diversa y saludable, lo que puede proteger contra diversas patologias

en la infancia (Valeix et al., 2020).
Extraccion de ADN de Muestras Fecales

El andlisis de microbiota intestinal se hace a partir de una muestra de heces de la que
se analiza el ADN microbiano. Mediante una sola secuenciacion directa del ADN
extraido de la muestra, podemos identificar mas de 35 000 organismos Yy clasificarlos
taxondmicamente, de esta manera se determinan aquellos factores que perjudican o

benefician a nuestro intestino (Monforte, 2024).

La extraccién de ADN inicia con la aplicacién de técnicas moleculares y la obtencién
de datos confiables y reproducibles; todo esto depende en gran parte de la forma de
extraccion y purificacion del ADN que sea integro y puro. El estudio de la variacion
genética entre poblaciones para explicar patrones evolutivos se basa en marcadores
moleculares que se obtiene de técnicas como PCR y secuenciacion. Esto ha permitido
el estudio d la composicién, funcionamiento y dinamica de comunidades microbianas

en la microbiota intestinal (Ramos, 2024).

La extraccidon es un proceso que consiste en el aislamiento y purificacion de moléculas

de ADN, con el tiempo se han diseflado protocolos con el fin de obtener cantidad y
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calidad de ADN adecuada, garantizando la eliminacion de inhibidores que dificulten

el tratamiento de la molécula (Ramos, 2024).
Métodos de Extraccion de ADN

Un paso fundamental dentro de la técnica moleculares es la eleccion del método de
extraccion mas adecuado, depende mucho del microorganismo en el que se realizara
la investigacion, el tipo de muestra disponible y su estado de conservacion. Sin
depender del método que se seleccione es recomendable encontrar el equilibrio entre
pureza y rendimiento de acuerdo con la aplicacibn que se dara posteriormente

(Ramos, 2024).

El kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep™ tiene un protocolo de procesamiento
rapido y sencillo de una variedad de heces y del suelo para el aislamiento de ADN
con calidad de PCR libre de inhibidores. Este kit sirve para extraer el ADN de varios
microrganismos como: bacterias, hongos, algas, protozoos, Grampositivos Yy
Gramnegativos, dificiles de lisar, que habitan en muestras fecales y de suelo (Zymo

Research, 2024).
Evaluacién de la Calidad del ADN

Determinar la calidad del ADN extraido es de fundamental importancia, para la
precision de los analisis microbioldgicos, ya que, si las muestras obtenidas sufren
algun tipo de degradacién o se contaminan con otro tipo de materiales, los resultados
de su examinacion no se corresponderdn de manera eficaz con las verdaderas

condiciones de la microbiota analizada.

El empleo de la espectrofotometria Nanodrop, permite obtener resultados mas

eficientes en el proceso de andlisis muestral, a través de la cuantificacion de la pureza
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de los tejidos de ADN extraidos, mediante el empleo de la medicion de longitudes de

onda emitidos por los mismos.
Implicaciones en salud y ambiente de la microbiota

La microbiota y nuestras células desde el nacimiento tienen una relacién simbiotica
gue se adaptan a los cambios y evolucionan con el tiempo. Al tener una capacidad
metabdlica enorme se ha considerado a la microbiota como un “érgano”
imprescindible para la vida que influye en la salud y la enfermedad. Cada individuo
tiene caracteristica particulares en su composicion intestinal todo depende de su base
genética, dieta e interaccion con el ambiente. Cotidianamente estamos expuestos a
factores que influyen en el funcionamiento de nuestro cuerpo, pero el nivel de cambios
no esta solo definido por la naturaleza y la duracion de la alteracion sino también por
la capacidad de estabilidad y composicién de cada microbiota siendo asi que es Unica
en cada persona. Por ejemplo, al identificar desequilibrios en la microbiota puede
darnos una guia para estrategias de intervencién en la dieta o uso de prebioticos para

restaurar la salud intestinal (del Campo-Moreno et al., 2018).
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CAPITULO IlIl: Disefio Metodologico

3.1. Tipoy disefio de investigacion

La investigacién propuesta es de tipo cuantitativa y se enmarca en un disefio
experimental, ya que se centra en medir y analizar la calidad del ADN extraido de
muestras fecales de nifios en edad escolar mediante el uso del kit Quick-DNA
Fecal/Soil Microbe Miniprep. Este enfoque permite obtener datos numéricos que
facilitan la comparacién y el andlisis estadistico. La investigaciébn comenzé con la
seleccion de muestras representativas, asegurando que reflejen la diversidad de la
poblacion infantil. Las muestras de heces se recolectaron siguiendo un protocolo

estandarizado para minimizar la contaminacion y garantizar la calidad del ADN.

Luego de la extraccién se evaluo la calidad de ADN mediante espectrofotometria de
micro volumen usando un equipo llamado Nanodrop, midiendo parametros como: la
concentracion (A260) y las relaciones de pureza (A260/A280 y A260/A230); los cuales
nos indican la limpieza e integridad del ADN extraido. Una vez obtenidos los datos se
realizd un analisis estadistico que incluye comparaciones entre las muestras y la
consistencia de resultados con los valores optimos recomendados por el fabricante

del kit.

Este disefio experimental se ajusta para evaluar la eficacia del método de extraccion
y si es aplicable el otro estudio de microbiota intestinal, ademas se obtuvieron
hallazgos de posibles limitaciones de extraccion y asi realizar el protocolo mas

adecuado para futuras investigaciones.
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3.2. Lapoblaciény la muestra

Poblacién

En el presente estudio la poblacion abordada esta conformada por nifias y nifios del
Proyecto GUAGUA, del Ecuador, pertenecientes a diferentes estratos

socioecondmicos.

Muestra

La muestra seleccionada fue de 343 de nifios y nifias, en edades comprendidas entre
6 y 12 afnos, pertenecientes a diferentes estratos socioecondmicos, el procedimiento

de seleccién de aplicado fue el muestreo de conveniencia.

3.3. Los métodos y las técnicas
Métodos de Recoleccion de Muestras

Una vez seleccionada la muestra poblacional, se procedié a la extraccion de muestras
fecales de los nifios y nifias. Previo a este procedimiento de recoleccidén se entregd
un consentimiento informado a los padres o representantes de los nifios, el cual fue
aceptado y firmado. Luego se socializé y entregd un protocolo con instrucciones
claras para recolectar las muestras en casa y una vez recogidas se etiquetaron y
almacenaron adecuadamente minimizando el riesgo de contaminacion asegurando
su calidad y cantidad. Posterior a esto se realizaron los procedimientos de laboratorio
gue permitieron el almacenamiento de las muestras que fueron congeladas a -80 °C
con la finalidad de poder preservarlas en condiciones adecuadas, para continuar

siendo analizadas en estudios posteriores (Sanchez-Romero et al., 2019).
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Extracciéon de ADN

La extraccion de ADN se llevo a cabo utilizando el kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe
Miniprep (Zymo Research), que esta disefiado especificamente para muestras

fecales.
Protocolo de extraccion de ADN:

1. Agregue < 150 mg de muestra fecal o < 250 mg de muestra a un Tubo De Lisis
ZR Bashingbead. Agregue 750 ul de tamp6n BashinBead al tubo 1.

2. Asegurelo en un batidor de perlas equipado con un conjunto de soporte para
tubos de 2ml y procese usando condiciones de batido optimizadas (velocidad
y tiempo).

3. Centrifugue el tubo de lisis ZR BashingBead en una microcentrifuga a = 10 000
X g durante 1 minuto.

4. Transfiera hasta 400 pl de sobrenadante a un filtro Zymo-Spin IlI-F en un tubo
de recoleccion y centrifugue a 8 000 x g durante 1 minuto.

5. Agregue 1 200 ul de solucién tampdn de lisis gendmica al filtrado en el tubo de
recoleccion del paso 4, mezcle bien.

6. Transfiera 800 pl de la mezcla del paso 5 a una columna Zymo-Spin 1I-CR4 en
un tubo de recoleccién y centrifugue a 10 000 x g durante 1 minuto.

7. Deseche el flujo del tubo de recoleccion y repita el paso 6.

8. Agregue 200 ul de tampdn de prelavado de ADN a la columna Zymo-Spin II-
CR en un tubo de recoleccion nuevo y centrifugue a 10 000 x g durante 1
minuto.

9. Agregue 500 pL de tampon de lavado de ADN a la columna Zymo-Spin II-CR

y centrifugar a 10 000 x 1 m.
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Se sugiere volver a centrifugar, luego de revisar si aun existe liquido de la
muestra en los filtros.

10. Transfiera la columna Zymo-Spin 1I-CR a un tubo de microcentrifuga limpio de

1,5 ml y agregue 100 pl (50 pl minimo) de tampodn de elucion de ADN
directamente a la matriz de la columna. Centrifugar a 10 000 x g durante 30
segundos para eluir el ADN.
Sin embargo, en el laboratorio donde se realiz la extraccidon por sugerencia
de los investigadores se tomé la decision de utilizar 30 y 50 ul debido a las
bajas concentraciones y no lo indicado en el protocolo original, obteniendo
resultados favorables descritos en el analisis estadistico de las muestras,
ademas para mejorar el rendimiento (yield) se debe calentar el agua de elucion
a55°C.

11.Coloque el filtro Zymo-Spin IlI-HCR en un tubo de recoleccion limpio y agregue
600 pl de solucion preparatoria centrifugar a 8 000 x g durante 3 minutos.

12. Transfiera el ADN eluido a un filtro Zymo Spin™ Il HRC preparado en un tubo
de microcentrifuga limpio de 1,5 ml y centrifugue a exactamente 16.000 x g

durante 3 minutos.
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Gréfico 1. Esquema del proceso implementado
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Tomado de:(Zymo Research, 2024)

Evaluacién de la Calidad del ADN

Una vez culminado el proceso de extraccién, se llevara a cabo la evaluacion de la
calidad del ADN, implementando el espectrofotometro Nanodrop, que permite realizar
mediciones de la concentracion y pureza del ADN por medio de la expresion métrica

de varias caracteristicas fisicas:

e Concentracion (A260): es una medida que expresa la cantidad de ADN que
puede llegar a estar presente en la muestra extraida, cuyos valores ideales se
expresan en medidas comprendidas entre 50 y 200 ng/uL (Banco Nacional de

ADN, 2024).
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e Pureza (A260/A280 y A260/A230): que refleja la pureza del ADN y del ARN,
a través de la medicion de &cidos nucleicos y proteinas, cuya expresion
A260/A280 recomendada se encuentra comprendida entre los valores 1.8 y
2.1. Mientras que la relacion 260/230 se espera que puedan encontrarse en el
intervalo de 2.0 y 2.2, valores inferiores a los expresados para cada una de
estas medidas podria indicar presencia de agentes contaminantes en las

muestras extraidas (Banco Nacional de ADN, 2024).
Andlisis de Datos

Los datos obtenidos a partir de las mediciones de concentracion y pureza del ADN se
analizaron utilizando el software estadistico JAMOVI, version 2.3 (Jamovi, 2022; R

Core Team, 2021). Se llev6 a cabo lo siguiente:

e Comparaciéon de Resultados: Se analizaron las concentraciones y relaciones
de pureza de ADN entre las diferentes muestras procesadas para identificar
patrones y variaciones.

e Evaluaciéon de la Eficacia del Kit: Se compararon los resultados con los
valores ideales recomendados por el fabricante del kit Quick-DNA Fecal/Soll
Microbe Miniprep (Zymo Research), lo que permitié determinar la eficacia del
protocolo y rendimiento del ADN.

e Pruebas Estadisticas: Se utilizaron pruebas estadisticas descriptivas para
evaluar la significancia de las diferencias observadas y la prueba T de grupos
para evaluar la cantidad de volumen del tampon de elusion a agregar descrito
en el protocolo original de kit en relacion con el volumen de tampon de elusion

gue se agrego como sugerencia en el uso de otros kit en el laboratorio donde
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se realizaron los analisis de las muestras; facilitando la validacion de la
hipotesis planteada sobre la efectividad del kit y la calidad del ADN extraido.

3.4. Procesamiento estadistico de la informacién

Los datos recolectados de las mediciones de concentracion y pureza del ADN se
registraron en una base de datos estructurada, utilizando el software estadistico

JAMOVI. Cada entrada incluyo:
« Identificacion de la muestra (c6digo unico).
e Concentracion de ADN (A260).
« Relaciones de pureza (A260/A280 y A260/A230).

e Grupos de muestras segun volimenes de tampoén de elusion agregado para

obtener el volumen final de ADN.
« Notas sobre cualquier anomalia observada durante la extraccion o medicion.
Andlisis Estadistico

Una vez obtenidos los datos numéricos de la evaluacién realizada, se procedio a
aplicar calculos estadisticos que permitieron tener un panorama general de la
eficiencia en el rendimiento del kit implementado, a través de la obtencién de la media,
mediana y moda (Ochoa y Yunkor, 2019). Por otra parte, se analizé la consistencia

y variabilidad de estos a través del calculo de la dispersion.
Analisis Comparativo

Para llevar a cabo el andlisis comparativo de los resultados se analizaron los datos
obtenidos de los niveles concentracion del ADN extraido entre diferentes volimenes
de muestras, a través de la aplicacion de procedimientos como la prueba T test y la

distribuciéon normal.
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CAPITULO IV: Analisis e Interpretacion de Resultados

4.1. Analisis e Interpretacion de Resultados

Tabla 1. Valores de concentracion de ADN y pureza de las muestras de estudio

Estadistica descriptiva

Concentracion Relacién Relacién
ADN A260 A260/A280 A260/A230

N 343 343 343
Media 51.4 1.83 0.920
Mediana 35.1 1.87 0.760
Desviacion estandar  39.6 0.132 0.515
Minimo 12.1 1.22 0.120
Méaximo 247 2.33 2.33

Resultados para Concentracién de ADN A260

El promedio de concentracién de ADN esta dado por la media que es 51.4 ng/uL lo
gue nos indica que la cantidad de ADN estd dentro de los valores ideales
comprendidas entre 50 y 200 ng/uL (Banco Nacional de ADN, 2024). El valor minimo
es de 12.1 ng/uL que indica que existe una muestra con una concentracion muy baja
de ADN la cual se podria analizar cobmo se dio su proceso de extraccion y si existio
algun factor o cantidad de muestra baja que altere su concentracion final, el valor
maximo de concentracion es de 247 ng/uL lo que nos indica que hay muestras con
calidad de ADN significativas indicando una extraccion eficiente. La desviacion
estandar es 39.6 lo que nos indica alta variabilidad en las concentraciones de ADN,
reflejando los valores anteriores de minimo y maximo siendo muy bajos o altos

respecto a la media, Tabla 1.
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Resultados de Pureza (A260/A280)

El valor de la media de la relacion de absorbancia del ADN es de 1.83 por lo que se
considera un valor 6ptimo de ADN puro comprendido entre los valores recomendados
de 1.8y 2.1 (Banco Nacional de ADN, 2024), por lo que nos indica que las muestras
tienen buena calidad. El valor minimo es de 1.22 que es inferior a los limites
recomendados, lo que sugiere una revision del proceso de extraccion, el valor maximo
es de 2.33 que es una pureza relativamente alta y es un buen indicador de que la
muestra esta libre de contaminantes. La desviacion estandar es 0.13 indicando una
baja variabilidad por lo tanto se considera que las purezas son muy constantes lo cual

es positivo, Tabla 1.

Resultados (A260/A230)

El valor promedio reflejado en la media es 0.92 siendo inferior a los valores ideales
comprendidos entre 2.0 y 2.2 (Banco Nacional de ADN, 2024), indicando una posible
contaminacion de fenoles, compuestos de guanidina u otros compuestos en las
muestras de ADN lo que sugiere revisar el protocolo para que no afecte en futuros
analisis, el valor minimo es de 0.12 que es muy bajo indicando que una de las
muestras tuvo una contaminacién alta, el valor maximo es de 2.33 indicando que al
menos una muestra tiene una pureza alta. La desviacion estandar es de 0.52 siendo
un valor alto, sugiriendo una considerable variabilidad entre muestras y que existe un

foco de contaminacién dentro del proceso de extraccién, Tabla 1.
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Tabla 2. Volumenes de tampon de elusion y concentracion de ADN de las muestras
de estudio

Prueba T para Muestras Independientes

Estadistico gl p

Concentracion ADN A260 T de Student -1.38 a 341 0.167

Nota. Hapga# Mo

a La prueba de Levene significativa (p < 0.05) sugiere que las varianzas no son

iguales

Descriptivas de Grupo

Grupo N Media Mediana DE EE

Concentracion ADN A260 a 185 48.7 34.2 349 256
b 158 54.6 37.6 444 3.53

Para comprobar la hipétesis de este estudio se realizé una prueba T para muestras
independientes con la variable de agrupacion de volumenes de tampon de elusion de
30 pL y 50 pL utilizados en el proceso de extraccion ADN y se calcularon las medias
de la concentracion de ADN medido, Tabla 2. Se observo que en volumen de 30 pL
tenemos una media de concentracion 48.7 mientras que en el grupo con volumen de
50 pL tenemos una media de concentracion 54.6 es decir se encuentra una mayor
concentracion en un volumen mayor. Sin embargo estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas ya que el valor de la prueba T para muestras
independientes fue 0.167 es decir mayor a 0.05; concluyendo que no hay una relacion

entre el volumen de tampon de elusion utilizado en la extraccion de ADN vy la
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concentracion final de ADN medido, por lo tanto se acepta la hipétesis de que se
pueden utilizar volimenes menores de tampon de elucidn establecidos en el protocolo
de extraccion de ADN del kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep para obtener

concentraciones Optimas de ADN.
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CAPITULO V: Conclusiones, Discusion y Recomendaciones

5.1. Discusioén

Realizar la evaluacién del kit de extraccion del ADN en muestras fecales aplicado a
los nifios y nifias en edad escolar que pertenecen al proyecto Guagua, ha permitido
identificar la viabilidad de las muestras obtenidas. De manera general toda la
investigacion realizada ha contribuido a tener una mayor comprension los procesos
de extraccion de este material celular y su importancia para las investigaciones

genéticas.

El kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep (Zymo Research), indica tener una
eficiencia significativa en la extraccion de ADN, tiene un alto rendimiento que cumple
con los estandares y criterios necesarios para futuros analisis; a pesar de haber
adecuado el protocolo original en el paso nimero 10 en cuanto al volumen de
aplicacion del tampon de elusion debido a las bajas concentraciones de las muestra
y la mejora del rendimiento al ser calentado antes de su uso nos indica que es un
meétodo adecuado para ser aplicado en la extraccion de muestras fecales las cuales

por su naturaleza presentan complejidad en su matriz bioldgica.

En general los resultados de espectrofotometria de volumen utilizando el equipo
Nanodrop indicaron que la cantidad y calidad de ADN era alta con relaciones
A260/A280 que apuntaban a una pureza adecuada, lo cual resulta de gran
importancia para validar la fiabilidad de posteriores analisis, como los de

secuenciacion y amplificacién por PCR, entre otros.

Por otra parte, se pudo observar que las caracteristicas del ADN, presentaban
variaciones entre una muestra y otra, lo cual puede atribuirse a factores como el tipo

de alimentos que consumen los nifios y nifias, el tiempo de almacenamiento de las
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muestras o el manejo de las mismas, con lo cual se puede determinar que es de
fundamental importancia establecer protocolos claros y especificos para el proceso
de recoleccién y procesamiento de las muestras a fin de que la extraccion y analisis

pueda ser lo mas eficiente posible.

Para el estudio de la microbiota intestinal el uso de ADN de heces ayuda
significativamente en el estudio del microbioma, la capacidad de obtener este tipo de
material genético permite realizar investigaciones en genética y epidemiologia que
son temas relativamente nuevos en cuanto a la evolucion del ser humano y no

implican mayor riesgos o exposicion de los nifios a procedimientos invasivos.

Conforme avanza el tema de investigacion con el uso del ADN fecal es esencial que
se desarrollen técnicas de extraccion y analisis optimas con protocolos
estandarizados que garanticen resultados de calidad. Ademas de incentivar a que
exista una colaboracion multidisciplinaria para la compresion del microbioma en

interaccidn con la alimentacion y el ambiente en el que el ser humano se desarrolla.

Este trabajo de investigacion no solo valida la efectividad del kit Quick-DNA Fecal/Soil
Microbe Miniprep (Zymo Research), sino que nos ayuda a tener un mejor enfoque
sisteméatico en el manejo de las muestras para maximizar la cantidad y calidad de

ADN que contribuyan para futuros andlisis e investigaciones de relevancia.

5.2. Conclusiones

Se mejoro el protocolo original del kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep (Zymo
Research) que fue utlizado para la extraccion de ADN de muestras fecales;
realizando sugerencias como repetir el centrifugado, calentamiento del tampodn de
elusién para mejorar su rendimiento y variabilidad en el volumen del mismo sugerido

en el protocolo; lo que demostrd que el Kit tiene una alta efectividad con rendimientos
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apropiados, concentraciones altas y buena calidad de ADN que ayudaran para
analisis posteriores. Se sugiere tener un protocolo estandarizado en el cual la toma
de la muestra, su almacenamiento y manejo posterior de la misma sea cuidadoso y
que durante el proceso de extraccion no exista contaminacion externa ya que se

observo variabilidad en la calidad del ADN.

Los resultados obtenidos del analisis de espectrofotometria de micro volumen a través
del equipo Nanodrop indicé que el ADN que se extrajo se encuentra en su mayoria
dentro de los rangos Optimos de concentracion y sus valores de pureza alcanzan los
intervalos ideales recomendados; cumpliendo con los estdndares necesarios para

andlisis y amplificacion genética.

Al tener una viabilidad alta en los resultados de extraccion de ADN con el uso del kit
Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep (Zymo Research) nos indica ser eficaz para
muestras fecales; por lo cual permite que las investigaciones sobre la microbiota
intestinal tengan resultados relevantes en cuanto al estudio del genoma humano y su
relacion con la desnutricion infantil. Este proceso de extraccion no tiene limitaciones
relevantes Unicamente se identificé que pocas de las muestras eran muy liquidas y

necesitaban ser centrifugadas antes de empezar el protocolo de extraccion.

5.3. Recomendaciones
e Estandarizar los protocolos para la recoleccion y manejo de muestras para
mejorar la calidad del ADN obtenido en los procesos de extraccion.
e Fomentar estudios que correlacionen el uso de diferentes kits de extraccion de
ADN para mejorar sus protocolos y asegurar investigaciones de relevancia en

temas sobre la microbiota intestinal.
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e Incentivar a que se realicen mas estudios que exploren la correlacion de la
calidad del ADN y factores como dieta y ambiente de desarrollo en condiciones

de salud para profundizar los posibles factores de la desnutricién infantil.
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ANEXOS

Anexo 1. Muestras de heces fecales tomadas en el proyecto GUAGUA.

Anexo 2. kit Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Miniprep (Zymo Research) usado para el
procesamiento de muestras.
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Anexo 3. Autorizacion para el ingreso y uso de laboratorio del Instituto de Biomedicina de la
Universidad Central del Ecuador.
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Cruito DAL, 06 de mayo 2024
Sr. Dr.
William CEVALLOQS PLD,
DIRECTOR
INBIOMED

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECTADOR
QUITO-ECTADOR

Sr. Director,

Por medio del presente comunico a Usted que en colaboracion con
Docentes/Investigadores de las Facultad de Ciencias de la Salud de la ESPOCH estamos
realizando un estudio sobre “Micrebiota intestinal en nifios con parasitosis mfestinal”™ En
dicho contexto, las profesionales: Ing. Fenata Alejandra Alvarado Barba con cédula de
cindadania mimero 0604030712 y Dra. Cnstina Gabnela Rios Romero con cédula de
cindadania mimero 0604088702, visitaran el laboratorio de Biologia Molecular del Instituto
de Investigacion en Biomedicina (INBIOMED) los dias 22 v 23 de mayo del afio en curso,
con el objetivo de realizar practicas con mmestras de heces para extraccion de ADN para
estudios de metagendmica bajo la supervision de la Ing. MSc. Yosselin Vicutia-INBIOMED
v analisis coproparasitanios por métode de concentracion de Fitchie bajo la supervision de
Leda. Sandra Vivero-INBIOMED. Cabe indicar que todos los reactives son provistos por el
personal de la ESPOCH.

Particular que ponge en su conocimiento para los fines pertinentes.

Cordialmente

Prof. Angel Guevara E. MSc. PhD

DOCENTE AGEEGADO 3

CARFEERA DE MEDICTNA

INVESTIGADOR INSTITUTO DE BIOMEDICINA-UCE
UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR (UCE)
ESPECTALISTA EN EIOLOGIA MOLECULAR

MSF LIERO 1FOLIO 01 NUMERO 2
QUITO-ECUADOR

aggmevara (ifuce.edoec

ce: Archive. Dra. Cristing Gabriela Rios Romers, ESPOCH, Ing. Remata Alvarade, ESPOCH, Leda. Sandra
FIVERO, Coordinadora-INBIOMED-UCE. Ing. Fosselin VICUN A, Investipadora Asistente-INBIOMED-
OCE.
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Anexo 4. Proceso de extraccion de ADN de las muestras de heces fecales.
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Anexo 5. Nanodrop, equipo de espectrofotometria de micro volumen usado en el estudio.
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Anexo 6. Proceso de medicion de concentraciones, purezay calidad de las muestras de
ADN extraidas.
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Anexo 7. Muestra de ADN etiquetadas y codificadas para ser almacenadas.
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Anexo 8. Base de datos en JAMOVI de los resultados obtenidas del analisis de
espectrofotometria por micro volumen a través del Nanodrop.
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