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RESUMEN

El aislamiento de material genético a partir de muestras fecales humanas es un proceso esencial en los estudios del
microbioma intestinal, el diagndstico molecular y la investigacion biomédica. Esta revision bibliografica recopila y
analiza comparativamente diferentes metodologias de extraccion de ADN utilizadas entre 2020y 2025, considerando
el rendimiento, la pureza, la eliminacion de inhibidores, el tiempo de procesamiento y la reproducibilidad. Se
revisaron protocolos tradicionales basados en fenol-cloroformo y kits comerciales como QIAamp PowerFecal Pro
DNA Kit, DNeasy PowerSoil Pro Kit, NucleoSpin DNA Stool Kit, entre otros. Los resultados indican que los kits
comerciales actuales superan ampliamente a los métodos convencionales en eficiencia, seguridad y calidad del
ADN obtenido, eliminando la necesidad de pasos mecanicos complejos y solventes toxicos. Ademas, se evidencia
la importancia de la estandarizacion de protocolos y controles de calidad en la extraccion de ADN fecal para
asegurar la comparabilidad entre estudios y laboratorios. Esta revision destaca la relevancia de optimizar los
procedimientos de laboratorio clinico y de investigacién molecular, con impacto directo en el diagnostico y en la
comprension del microbioma humano.

Palabras clave: extraccion de ADN, inhibidores de PCR, métodos comparativos, microbioma intestinal, muestras
fecales.

ABSTRACT

The isolation of genetic material from human fecal samples is a crucial step in intestinal microbiome studies,
molecular diagnostics, and biomedical research. This bibliographic review comparatively analyzes different
DNA extraction methodologies published between 2020 and 2025, focusing on yield, purity, inhibitor removal,
processing time, and reproducibility. Traditional phenol-chloroform methods and commercial kits such as QIAamp
PowerFecal Pro DNA Kit, DNeasy PowerSoil Pro Kit, and NucleoSpin DNA Stool Kit were evaluated. Findings
reveal that modern commercial kits outperform conventional methods in efficiency, safety, and DNA quality,
eliminating the need for toxic reagents and complex mechanical disruption. Furthermore, the standardization
of extraction protocols and quality controls is essential to ensure inter-laboratory reproducibility. This review
underscores the importance of improving laboratory and molecular research procedures to enhance diagnostic
accuracy and deepen understanding of the human microbiome.

Keywords: DNA extraction, PCR inhibitors, comparative methods, intestinal microbiome, fecal samples.
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INTRODUCCION

El estudio del material genético en heces humanas se ha vuelto relevante en el campo biomédico, ecoldgico
y clinico, en particular para el estudio del microbioma intestinal, el diagnostico no invasivo de enfermedades
gastrointestinales y la vigilancia epidemiologica. La extraccion de ADN de estas muestras de manera
eficiente y reproducible es un paso critico para obtener buenos resultados en técnicas posteriores como PCR,

secuenciacion y analisis metagenomicos. (Tourlousse et al., 2021).

Sin embargo, el aislamiento de ADN de heces se enfrenta a grandes dificultades técnicas relacionadas con la
presencia de inhibidores de PCR (sales biliares, polisacaridos complejos, bilirrubina, productos de degradacion
de hemoglobina, etc.) y la gran heterogeneidad biologica y complejidad de la matriz fecal (Roncancio et
al., 2024). En este sentido, es de vital importancia escoger metodologias que maximicen la eliminacion de

inhibidores y aseguren la calidad y el rendimiento adecuado de ADN (Ramarez et al., 2021).

Ante estas limitaciones, muchos estudios actuales han enfrentado protocolos manuales y kits comerciales de
extraccion de ADN fecal, analizando la capacidad de remover inhibidores, el rendimiento, la reproducibilidad,
el costo y el tiempo de procesamiento. Lim et al. (2020) compararon el rendimiento del QIAamp PowerFecal
Pro DNA Kit con dos versiones antiguas del QIAamp DNA Stool Mini Kit, con y sin el paso adicional de
bead-beating. Los resultados demostraron que el nuevo kit produjo mayor concentracion de ADN, mas puro
(indice A260/280 mas cercano a 1,8) y una diversidad microbiana similar al protocolo con bead-beating. Esto
indica que los kits actuales no solo mejoran la calidad del ADN, sino que eliminan la necesidad de pasos

mecanicos adicionales.

Por otro lado, un estudio compard seis protocolos diferentes en una comunidad microbiana simulada, desde
métodos de bajo costo y kits como MP (MagPure Fast Stool DNA KF Kit B), MN (NucleoSpin Soil Kit),
ZYMO Quick-DNA Fecal/Soil Microbe Kit y protocolos manuales de referencia (Q y MetaHIT). Se encontro
que los kits fueron significativamente mas rapidos (40—100 min vs. 156-380 min) y que el protocolo MP
rindi6 de manera similar al protocolo Q de referencia en términos de rendimiento y diversidad microbiana

(Yang et al., 2020).

Tourlousse et al. (2021) en su estudio utilizaron el método MOSAIC con la finalidad de mejorar la
reproducibilidad y exactitud de perfiles metagendomicos en heces humanas. Este estudio verifico protocolos de
extraccion de ADN y construccion de bibliotecas para uso en laboratorio y en campo, sugiriendo estandares
que permitan la comparabilidad entre estudios. Por su parte, Fernandez et al. (2024) en su investigacion
ahondaron en como protocolos de extraccion alteran el rendimiento y la calidad del ADN y la comunidad
microbiana metagendmica por Shotgun. La muestra estuvo conformada por 745 muestras fecales de dos
cohortes independientes. Se demostrd que las diferencias técnicas entre protocolos inducen cambios en los

perfiles microbianos que impactan en la fuerza de las asociaciones microbioma-fenotipo.

Desde una perspectiva practica, Srirungruang et al. (2022) compararon métodos para detectar pardsitos
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intestinales en heces: fenol-cloroformo convencional con y sin bead-beating (P y PB), QlAamp Fast DNA
Stool Mini Kit (Q) y QIAamp PowerFecal Pro (QB). Aunque los métodos P y PB rindieron hasta 4 veces mas
ADN, tuvieron baja tasa de deteccion por PCR (8,2 %), en tanto que QB logro6 la mayor tasa (61,2 %) y pudo
aislar ADN de todos los tipos de parasitos ensayados. Estos resultados muestran que mas ADN no siempre

significa mejor rendimiento molecular si todavia existen inhibidores.

En ese contexto, el objetivo de este trabajo es comparar diferentes metodologias para aislar ADN de heces
humanas en términos de concentracion y pureza del ADN aislado, remocion de inhibidores, tiempo de
procesamiento y reproducibilidad entre réplicas. El objetivo es identificar la metodologia mas eficiente y
adecuada para estudios genéticos y metagendmicos que emplean este tipo de muestras, aportando criterios
objetivos que orienten la eleccion del protocolo més conveniente segin las necesidades del investigador.
Este esfuerzo busca mejorar no solo los métodos de laboratorio, sino también generar datos mas fiables y
comparables, mejorando la base cientifica para futuras investigaciones sobre el microbioma humano y la

genética molecular.

METODOLOGIA

Diseno del estudio

El estudio se llevo a cabo bajo un disefo de revision sistematica comparativa, con el objetivo de identificar,
analizar y comparar los métodos de extraccion de ADN en heces humanas. Este tipo de disefo es capaz de
reunir y resumir la evidencia cientifica disponible de una manera sistematica, transparente y reproducible,

reduciendo los sesgos asociados con la seleccion y el andlisis de los estudios incluidos.

La revision sistematica se guio de la guia PRISMA 2020 (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews
and Meta-Analyses), que es una guia metodoldgica estandarizada para planificar, realizar y escribir revisiones
cientificas. En este disefio, el proceso abarca la identificacion del problema de investigacion, la busqueda
exhaustiva en bases de datos cientificas, la seleccion de estudios segln criterios de inclusion y exclusion
predefinidos, la evaluacion de la calidad metodoldgica y la sintesis de los resultados pertinentes (Page et al.,
2021)

La naturaleza comparativa de esta revision surge de la necesidad de evaluar la eficiencia, reproducibilidad y
la pureza del ADN aislado por diferentes metodologias de extraccion, tanto manuales como kits comerciales.
Este disefio hace posible hacer comparaciones y encontrar similitudes entre los métodos reportados en la
literatura en términos de especificaciones técnicas como concentracion de ADN, indice de pureza, tiempo de

procesamiento y capacidad de remocion de inhibidores.

Ademas, se busca establecer tendencias metodoldgicas y plantear criterios objetivos para elegir protocolos
de extraccion de ADN en funcion de la calidad y utilidad de los resultados. Esta forma de combinar datos

cuantitativos y cualitativos fortalece la base metodoldgica para futuras investigaciones de microbioma y
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genética molecular.

Fuentes de informacion

La evidencia cientifica para esta revision sistematica se identifico mediante busquedas en bases de datos
electronicas académicas y cientificas de reconocido prestigio por su amplitud, cobertura e indexacion. Estas
fuentes dieron acceso a estudios actualizados sobre metodologias de extraccion de ADN en heces humanas,

asegurando la confiabilidad y pertinencia de los datos obtenidos.

Las bases de datos consultadas fueron PubMed, Scopus, Web of Science, ScienceDirect y Google Scholar.
PubMed/MEDLINE: literatura biomédica y molecular revisada por pares; articulos experimentales
y comparativos en el area del microbioma intestinal. Scopus y Web of Science arrojaron un abordaje
multidisciplinario; se pudieron encontrar estudios desde técnicas de extraccion y estandarizacion de protocolos
hasta avances en biologia molecular. Se utilizé ScienceDirect para recuperar textos completos de revistas
cientificas en biotecnologia y microbiologia aplicada. Finalmente, Google Scholar se us6 como fuente
suplementaria para encontrar literatura académica relevante no indexada en las bases de datos principales,

tales como tesis, informes técnicos y documentos institucionales.

Cada base de datos fue consultada en forma separada, siguiendo su estructura de indexacién y operadores de
busqueda. Se priorizaron fuentes que permitan el acceso a articulos cientificos revisados por pares, garantizando

la integridad académica de la informacion recopilada.

La combinacion de estas herramientas posibilit6 la cobertura de todo tipo de publicaciones que describieran
metodologias de extraccion de material genético, desde métodos manuales clasicos hasta tecnologias
automatizadas de purificacion y captura magnética. Esta estrategia asegur6 una amplia y representativa
cobertura de la literatura existente sobre el tema, reforzando la base documental sobre la que se apoya la

revision sistematica.
Estrategias de busqueda

La estrategia de busqueda se formulod para asegurar la exhaustividad, exactitud y reproducibilidad en la
identificacion de estudios cientificos sobre métodos de extraccion de ADN en heces humanas. Se siguioé un
proceso sistematico para localizar, recuperar y organizar la literatura pertinente utilizando palabras clave,

operadores booleanos y descriptores normalizados.

La busqueda se organiz6 en tres etapas. En la primera, se llevo a cabo una identificacion de términos
controlados y libres seglin los descriptores del Medical Subject Headings (MeSH) y del Thesaurus de Scopus
para homologar los términos utilizados en las bases de datos. En una segunda fase, se desarrollaron ecuaciones

de busqueda combinando sinénimos, términos variables y conectores logicos (“AND”, “OR”, “NOT”) para
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mejorar la recuperacion de informacion. Finalmente, en la tercera etapa se adaptaron las ecuaciones a las

especificaciones de cada plataforma.

Entre las principales expresiones utilizadas se incluyeron combinaciones como:

e “Fecal DNA extraction” OR “stool DNA isolation” AND “human samples”

e “Métodos de extraccion de ADN” AND “comparacion” AND “microbioma fecal”

e “DNA purification” AND “inhibitors removal” AND “stool samples”

e “Manual protocols” OR “commercial kits” AND “DNA yield” AND “purity”

Estas ecuaciones permitieron abarcar los distintos enfoques metodologicos reportados en la literatura, desde
técnicas manuales tradicionales hasta sistemas automatizados de extraccion. También se tomaron en cuenta
términos relacionados con el rendimiento analitico de los métodos, como rendimiento, pureza, tiempo de

procesamiento y reproducibilidad, para asegurarse de que los resultados fueran relevantes.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

Para la seleccion de los estudios incluidos en esta revision sistematica, se establecieron criterios que aseguraron
la pertinencia, calidad y actualidad de la informacion cientifica analizada. Se consideraron Unicamente las

investigaciones que cumplieron con las siguientes condiciones:

Articulos publicados entre 2015 y 2025 para asi abarcar estudios recientes sobre las metodologias actuales

de extraccion de ADN.

e Articulos escritos en inglés, espafiol o portugués para reunir evidencia cientifica de diversos contextos

académicos y geograficos.

e Estudios cientificos originales o comparativos.

e Estudios que comparen directamente métodos de extraccion de ADN a partir de heces humanas, ya sean

protocolos manuales o kits comerciales/automatizados.

e Estudios que expliquen detalladamente los métodos de extraccion, el tipo de tecnologia utilizada y los

criterios de evaluacion (rendimiento, pureza, tiempo de procesamiento y eliminacidon de inhibidores).
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e Articulos disponibles en texto completo para verificar datos y analizar en profundidad.

e Estudios que proporcionen datos cuantitativos o cualitativos para poder comparar distintas metodologias

de aislamiento de material genético.

Criterios de exclusion

Para asegurar la relevancia y calidad metodoldgica de la informacion revisada, se definieron criterios de
exclusion que permitieron eliminar estudios que no se ajustaran a los objetivos o criterios establecidos para

esta revision sistematica. Se excluyeron los siguientes tipos de documentos y publicaciones:

e Articulos publicados antes del afio 2015

e Investigaciones realizadas con muestras no humanas

e Estudios con informacion incompleta

e Estudios duplicados

Proceso de seleccion de estudio

La elegibilidad de los estudios se realizo siguiendo la guia PRISMA 2020, la cual proporciona un marco para
la identificacion, evaluacion y seleccion de la literatura cientifica para su inclusion en revisiones sistematicas.
El proceso se llevo a cabo en cuatro etapas principales: identificacion, cribado, elegibilidad e inclusion, como

se muestra en el diagrama de flujo.

En la etapa de identificacion se encontraron 3.500 registros al hacer la busqueda en las bases de datos PubMed,
Scopus, Web of Science, ScienceDirect y Google Scholar. En esta primera fase se descartaron 500 registros

por estar fuera del periodo de publicacidon o por no superar los criterios formales previos al cribado.

Luego, en la etapa de cribado, se eliminaron duplicados, lo que arrojé 3.000 registros Unicos. Después de
la lectura de titulos y resimenes, se eliminaron 568 articulos por no ser relevantes para el tema o por falta
de informacion sobre las metodologias de extraccion de ADN. Como resultado, 2.432 registros fueron

preseleccionados para una revision mas profunda.

En la etapa de elegibilidad, se leyeron los textos completos de los 474 articulos que superaron los criterios
iniciales de tematica. De ellos, 350 fueron excluidos con justificacion documentada, principalmente por
no ajustarse a los criterios de inclusion establecidos (tipo de muestra, medidas de evaluacion o disefio

metodoldgico). Después de esta eliminacion, 124 articulos fueron potencialmente relevantes.
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Finalmente, en la etapa de inclusion, se llevo a cabo una lectura y evaluacion exhaustiva de los articulos

preseleccionados, identificandose 9 estudios que cumplieron con todos los criterios de inclusion y que contaban

con informacion metodologica y resultados comparativos suficientes para la sintesis cualitativa final.

|

Identificacion

|

Cribada

Idoneidad

Incluzion

Figura 1.

Mumero de registros idenhficados
mediants bisquedas Publhded,
Scopus, Web gf Science,
ScienceDirest v Google Scholar
m=33001

Mumero da regiztros tras ehmimar citas
duphecadas
(n=3000)

excluidos

h

{(n=12432

Mumero deregistros eribados — | Dimero dearticulos

Mumero de articulos de texto completo
avaluados para suelegibilidad
m=474]

& Arficolos exelmdos

Mumere de registros cribados

Elmunadosz antes del
cribado
(=300

Mumero da registros

(n=368)

de texto completo

excludos, con sus
TazZones
(n=1958

COH TAT0NES
Justificadzs por no
cumplir con los
criterios de incluzion
(m=350)

(m=124)
Mimmere de articulos
excloidos tras lear el

8 Temummen.
m=113]
Mumero de estudios incluidosen la
zintesis cualitativa
n=9)

Diagrama PRISMA de la investigacion.

Extraccion de datos

La extraccion de datos se llevo a cabo de forma sistematica y estructurada para capturar la informacion mas
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relevante y comparable de los estudios incluidos en la revision. Este proceso se llevo a cabo una vez finalizada

la etapa de seleccion y elegibilidad, asegurando la homogeneidad en la informacién recogida y organizada de

cada articulo cientifico.

Para ello, se elabord una matriz de extraccion de datos en formato digital (Microsoft Excel) para capturar de
manera sistematica los datos mas relevantes de cada estudio. Dicha matriz abarco variables bibliogréficas,
metodoldgicas y analiticas para determinar la calidad, eficiencia y reproducibilidad de los diferentes protocolos

de extraccion de ADN.

Los datos recopilados se categorizaron en las siguientes categorias principales:
e Autor
e Titulo del estudio
e Objetivo
e Identificacion del estudio
e Tipo de metodologia utilizada
e Caracteristicas de la muestra
e Parametros de evaluacion
e Resultados
e Conclusiones

Larecoleccion de datos se realizo de manera manual y doblemente verificada para evitar errores de transcripcion
o interpretacion. En caso de desacuerdo entre los revisores, se discutid el articulo original en conjunto hasta
llegar a un acuerdo. Finalmente, los datos extraidos se consolidaron para su posterior analisis cualitativo y
comparativo, garantizando la consistencia, la trazabilidad y la transparencia, esenciales para la validez de los

resultados en una revision sistematica.
Consideraciones éticas

La presente investigacion se llevo a cabo bajo los principios éticos y de integridad cientifica para las revisiones
documentales. Por ser una revision sistematica de sélo fuentes secundarias, no se manipularon muestras
biologicas humanas ni se involucraron sujetos de investigacion, por lo que no se requirid la aprobacion de un

comité de ética.

Para la realizacién de la investigacion se siguieron los principios éticos de la Declaracion de Helsinki y
las buenas practicas cientificas para la buisqueda, andlisis y comunicacion de resultados en la investigacion
biomédica. Todas las fuentes revisadas fueron publicas o institucionales y de revistas cientificas revisadas por
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pares, lo que asegura la fiabilidad de la informacion.

La informacion obtenida se usod solo para fines académicos y cientificos, respetando la confidencialidad
de la informacion y el uso ético de los documentos consultados. Ademas, se asegurd la reproducibilidad
metodoldgica al documentar cada paso del proceso de busqueda, seleccion y andlisis de los estudios incluidos,

lo que permite su verificacion y replicacion por otros investigadores.
RESULTADOS

La siguiente tabla presenta una sintesis de los estudios cientificos seleccionados tras la aplicacion de los
criterios de inclusion definidos en la metodologia de la revision sistematica. Estos trabajos se enfocan en la
evaluacion comparativa de métodos y protocolos de extraccion de ADN a partir de muestras fecales humanas,

analizados en el contexto de investigaciones metagenomicas y de secuenciacion del gen 16S rRNA.

El proposito de esta tabla es ofrecer una vision estructurada de las principales caracteristicas de cada
estudio, incluyendo el tipo de muestra utilizada, los métodos o kits empleados, los pardmetros evaluados, asi
como los resultados cuantitativos y cualitativos mas relevantes. Asimismo, se incluyen las conclusiones y
recomendaciones emitidas por los autores, con el fin de identificar patrones de eficiencia, reproducibilidad y

precision entre los diferentes protocolos analizados.




Tabla 1.

Resumen de los estudios seleccionados.

Codigo|Autor(es)|Titulo del | Tipo de|Tipo de|Método o kit|Parametros | Resultados principales Conclusiones /
del estu-|/Afio estudio estudio [muestra |de extraccion |evaluados Recomendaciones
dio
El Yang et |Assess- | Com- Muestras | Se evaluaron | Concen- - Rendimiento promedio de ADN: 36.2— [ El método MagPure
al. (2020) | ment parativo | fecales seis métodos: | tracion de 41.8 ng/uL entre protocolos; el MagPure | Fast Stool DNA KF Kit
of fecal |experi- |humanas | MagPure Fast [ ADN (ng/ (MP) y el protocolo Q alcanzaron los va- | B igual6 el desempeio
DNA ex- |mental [(n=10) |Stool DNA uL), pureza |lores mas altos (=41.5 ng/uL). del protocolo interna-
traction y comu- |KF KitB (A260/280), |- Pureza (A260/280): oscilo entre 1.82— | cional Qiagen Q, ofre-
proto- nidad mi- | (MP), Mach- [proporcion | 1.95; los métodos MagPure y Zymo pre- | ciendo una alternativa
cols for crobiana | erey-Nagel Gram+/ sentaron los mejores valores (~1.92). mas rapida y rentable
metag- control NucleoSpin | Gram—, ren- |- Tiempo de procesamiento: MagPure (reduccion del 40% en
enomic (mock Soil Kit dimiento de |redujo el tiempo total a ~55 minutos, tiempo y 25% en costo
studies. commu- |[(MN), Zymo [ADN fungi- |frente a los >90 minutos del protocolo Q. |por muestra). Se evi-
nity) Quick-DNA | co, tiempo |- Sesgo microbiano: PowerSoil (PS) dencid que el tamafio de
Fecal/Soil de proce- mostro un incremento del 18% en la pro- | las perlas de lisis influye
Kit (ZYMO), [samiento porcion de bacterias Gram—, mientras que | directamente en la efi-
MOBIO Pow- | (min), costo | el método MN mejord la recuperacion de | ciencia de recuperacion
erSoil Kit por muestra, | ADN fingico en un 22% respecto al pro- | de ADN bacteriano y
(PS), proto- | reproducibil- [ medio. fingico. Se recomienda
colo manual [idad (R?). - Reproducibilidad: todos los métodos estandarizar el uso de
MetaHIT y presentaron alta correlacion interréplica | perlas de 0.1-0.5 mm
el estandar (R*>0.97), con MagPure y Q como los |y priorizar métodos
internacional mas consistentes. con control de inhi-
Qiagen Proto- bidores para estudios
col Q. metagenomicos de gran

escala.




Codigo|Autor(es)|Titulo del | Tipo de|Tipo de|M¢étodo o kit|Parametros | Resultados principales Conclusiones /
del estu-|/Afo estudio estudio |muestra [de extraccion |evaluados Recomendaciones
dio
- Rendimiento de ADN (ng/uL): en el
cohorte LLD, APK =205.2 = 73.3 ng/uL,
FSK =64.9 + 35.7 ng/uL (p < 0.001). En
500FG, APK =179.3 + 87.8 ng/uL, FSK [ El método AllPrep
Comparacion Concen- =106.6 £ 54.9 ng/uL (p <0.001). (APK) mostrd una
entre All- tracion - Pureza (A260/280): LLD — APK: 1.89 | mayor eficiencia y ex-
Choice Prep DNA/ reza + 0.05 vs FSK: 1.99 + 0.13 (p < 0.001); actitud en la extraccion
RNA Mini yp 500FG — sin diferencias significativas (p = | de ADN, especial-
of DNA . de ADN .
ectraction Muestras [ Kit (APK) y (ng/uL 0.113). mente para bacterias
method fecales QIAamp Fast Aé% 6% /2%,0) - Diversidad microbiana: mayor en APK | Gram positivas. Las
Com-  [humanas | Bj\A Stool 7777 1 (Shannon: APK-LLD = 3.0 + 0.4 vs FSK- | diferencias en com-
affects . (n =745, S diversidad _ ] . .
stool mi- parativo | 595 1. | Mini Kit alfa y beta LLD =2.6+0.3; p<0.001). posicion microbiana
Fernan- crobiome experi- | lines-DEEP | (FSK), am- abun danci; - Diferencias en composicion bacteriana: | entre protocolos afectan
E2 dez et al. recove mental [y 453 bos de QIA- relativa de APK mostré mayor abundancia de Firmic- | significativamente los
(2024) Y mul- del 500 GEN. APK utes y Actinobacteria, mientras que FSK | resultados de diversidad
and sub- | ., .. |Functional |- . taxones, ., . ) ..
ticéntri- : incluy® lisis ., favorecio Bacteroidetes y Proteobacteria. |y las asociaciones feno-
sequent Genomics O correlacion . . c . . . .
heno- co Project, enzimatica + interpro- - Relacion Bacteroidetes/Firmicutes: tipo-microbioma. Se
p ic as- Paises Ba- | bead-beating, tocolos LLD-APK =9.79 vs LLD-FSK = 0.97; recomienda incluir un
p C. jos) mientras que | . ’ 500FG-APK =3.74 vs 500FG-FSK = paso de bead-beating y
sociation 1mpacto en .
FSK fue au- .. 0.67 (p <0.001). armonizar protocolos en
analyses. . asociaciones . S . .
tomatizado . . | - Reproducibilidad: correlacion interpro- | estudios multicéntricos
. fenotipo-mi- B i :
sin bead-beat- crobioma tocolo alta (r = 0.85 para riqueza de espe- | para evitar sesgos en

ing.

cies; p <2.2e-16).

- Precision con comunidad simulada
(mock): Bray—Curtis: APK =0.173 vs
FSK = 0.466, mostrando que APK refleja
mejor la composicion real.

la interpretacion meta-
gendmica.




Codigo|Autor(es)|Titulo del | Tipo de|Tipo de|M¢étodo o kit|Parametros | Resultados principales Conclusiones /
del estu-|/Afo estudio estudio |muestra |de extraccion |evaluados Recomendaciones
dio
- Concentracion total (ug/pL): IHMS =
0.56 £0.33; DNeasy = 0.05 £ 0.02; QI- El método DNeasy
Astool = 0.25 £ 0.09 con Mini-Beadbeat- | PowerSoil Pro Kit com-
Comparacion | Rendimiento | <" binado con Mini-Bead-
en trepQI Aamp | de ADN (ng/| - Pureza (A260/280): DNeasy = 1.87 &= | beater-16 es el mas
p He 0.08; IHMS =2.04 £ 0.06; QIAstool = eficiente para la ex-
Fast DNA uL), pureza - .
. 2.03 £0.09 traccion de ADN fungi-
Stool Mini (A260/280), . . _
ssess- Kit. DNeas tiemno . - Tiempo de procesamiento: DNeasy = | co de muestras fecales
ment of Muestras Pov’verSoil I}’]ro de foce- 42 min; QIAstool = 57 min; IHMS = 196 | humanas, ofreciendo
fecales i P! min. - ADN fangico detectado por Q-PCR | rendimientos significati-
DNA ex- Kit y IHMS samiento .
: humanas . . | (CTR1): mayor en DNeasy + Mini-Bead- | vamente mayores, proc-
. traction | Com- B Protocol Q (min), canti- _ . L
Rintar- . (n=6, beater (p = 0.025). esamiento mas rapido y
methods | parativo . (manual). Se | dad de ADN . . . . _
E3 hat et al. . | pacientes .. - Diversidad o (Shannon): tendencia mejor representatividad
for hu- experi- . | probaron dos | flingico ) . . .
(2024) con coli- superior con IHMS, sin significancia (p taxondmica. Aunque
man gut | mental 3 bead-beaters: |(Q-PCR, o Lo . .
vCobi- tis ulcero- Mini-Bead- Ct), diver- > 0.05). - N° de taxones unicos: IHMS = [ [HMS produjo mas
4 sa, 22-45 L 12; DNeasy = 10; QIAstool = 4. DNeasy | ADN total, este contenia
ome anal- - beater-16 sidad a y B , .
. afios) . detectd hongos del filo Mucoromycota alto contenido bacte-
VSIs. (BioSpec, (Shannon, , : , i
ausentes en los otros métodos. riano y requeria casi 5
3450 rpm)y | Chaol), .. , L
, - Bead-beater: Mini-Beadbeater generé | veces mas tiempo. Se
FastPrep-24™ [ numero de , . X
. .. |35% mas ADN flngico que FastPrep y propone este método
5G (MP Bio- |taxones Uni- . . ,
. mayor a-diversidad (p < 0.05). como protocolo estandar
medicals). COs.

- Similitud en comunidad fangica
(PCA): mayor entre muestras con y sin
heces al usar DNeasy + Mini-Beadbeater,
correlacion r = 0.92.

(SOP) para estudios del
micobioma intestinal
humano.
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del estu-|/Afo estudio estudio |muestra [de extraccion |evaluados Recomendaciones
dio

- Tamaiio total de la cohorte: 2,722
muestras (9 subestudios).

- Variacion total explicada por el méto-
do de extraccion: R*>=0.095, p <0.001,
Concen- mayor que cualquier otro factor (edad,
tracion de BMLI, sitio, almacenamiento).

ADN (ng/ - Concentracion de ADN: Promega

uL), pureza |produjo mayor rendimiento (=40-45 ng/
(A260/280), [pnL) que Qiagen (=30 ng/uL). - Pure-
Muestras | Comparacion | diversidad | za (A260/280): Qiagen =2.00 = 0.08,

La extraccion de ADN
es el factor técnico que
mas influye en la vari-
abilidad inter-estudio
(=10%), superando

Variation al almacenamiento y

in the fecales hu- | entre Qia- alfa (Shan- | Promega = 1.86 + Q.09; Qiagen genero variables biologicas.
metag- Com- r_n;n;;z(n gen DNG?SY nom, Chaol), AD.N de mayor calidad. L .| El kit Promega Pure-
enomic parativo ilcl,u er);d . querS01l diversi- - Riqueza (Ch.aol): Promega significati- Food ofrece mayor
analysis | mul- contrzles Kit, Qiagen dad peta Vam'ente Superior (p <2e—-16). rendimiento y riqueza,
of fecal | ticén- sanos y QIAamp DNA (UniFrac), - Diversidad (Shannon): estable entre Pero menor pureza y
; . . . Stool Mini abundan- cohortes, pero con sesgo segiin método .., .
Xuetal. |[microbi- |tricode |pacientes . . . . precision taxonomica en
E4 (2024) ome com- | cohortes | con EIL, Kity Promega | cia relativa [ (Qiagen < Promega, p <2e—16). aram-negativos. Qiagen
position | hu- cancer Maxwell RSC | de taxones |- Abundancia relativa: Qiagen — Bacte- sarantiza mayor‘ calidad
calls for | manas colorrec- | PureFood (Firmicgtes, roidetes 68.3% =+ 15.2, Eirmicutes 24.7% y consistencia, aunque
o stan- (n= tal, Qiabe- GMQ & Au— BacterO}de- +9.8; Prgmega —>‘F1rrn1cutes 71.2% + con menor cati tidad de
dardized |2.722) tes tipo 2, th.entlcatlon' tes, Ac?tlno- 12.3, Actlnol?'c}cter.la 7.8%. + 54 ADN. Se recomienda
operating ’ OVI]?-19 Kit, con y sin bacterla)‘,’ - Recupe1:ac1op diferencial: Qiagen establecer protocolos
approach. y autis- pretratgmlento f:orrelacmn subdetecto Actlno.myces, Streptococcus estandarizados y docu-
mo. con liticasa. intercohorte |y Lactococcus, mientras Promega subde-
(R?), efecto | tectd Bacteroides y Butyricimonas. mental‘r todos los pasos
del alma- - Mock community: similitud con com- operativos pata mejorat
cenamiento | posicion tedrica: Qiagen = 0.064, Prome- la comp arabilidad meta-
(fresco vs ga = 0.086 (distancia UniFrac), mayor genomica entre cohortes

preservante). | fidelidad en Qiagen. humanas.

- Efecto del almacenamiento: muestras
en preservante redujeron la riqueza un
20-30% respecto a las congeladas frescas
(p <0.05).
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dio
Cuatro mét- - Rendimiento (ADN total): SPD +
odos: Ni Concen- Zymo (S-Z) =5.41 £ 0.52 ng/uL, el mas
cleo S in Soil | tracion alto (p < 0.05). SPD + MN (S-MN) = 4.98
“0°p +0.63 ng/uL; SPD + DQ (S-DQ) = 4.65
Kit (Mache- |y pureza . L
+ 0.70 ng/uL. SPD sin aplicar = menor
rey-Nagel), de ADN o .
Com- rendimiento en todos los métodos (~3.8
parison DNeasy (ng/uL, ng/ul)
of DNA Powerlyzer | A260/280), | " s (A260/280): S-DQ mostrs la
) Muestras | PowerSoil Kit | integridad . . .
extraction . pureza optima (1.80 + 0.04), sin contami-
fecales (OIAGEN), (bp), diver- ., .
methods . nacion proteica detectable.
humanas | QIl4Aamp Fast |sidad alfa . , El protocolo S-DQ
for 16S B - Integridad de ADN: S-MN alcanz6
Com- (n=18; | DNA Stool (Shannon), , (SPD + DNeasy Pow-
: rRNA . o . .| los fragmentos mas largos (=21.000 bp), .
E5 Elie et al. one se- parativo |9 sanos | Mini Kit composicion | . QQ y Z (~12.000 bp). - indice erLyzer PowerSoil,
(2023) & _ experi- |y 9 con (OIAGEN), bacteriana P Yo LUV OP). . QIAGEN) presento el
quencing ; oy 0/ T de Shannon: sin diferencias significati- . s
. mental [infeccion | ZymoBIlO- (% Firmic- mejor equilibrio entre
in the vas entre sanos y CDI (=4.0-4.2), pero .
: por Clos- | MICS DNA utes/Bac- . . . 0 rendimiento, pureza.
analysis .. R . con ligera mejora al aplicar SPD (+5%)).
tridium | Mini Kit (Zy- |teroidetes), cr e . .
of the hu- e i . - Relacion Firmicutes/Bacteroidetes:
difficile). | moResearch). |distancia . . e
man gut . aument6 de 1.5 a 2.4 con SPD, indican-
. . Cada uno composi- : ., .
microbi- . do mejor recuperacion de bacterias Gram
probado con y | cional »
ome. sin el Sistema | (Aitchison) posItivas.
de Prepro- exactitud > |- Exactitud composicional (Aitchison
p Y distance): S-DQ = 14.05, la menor distan-
cesamiento reproducibil- cla — mayor precision taxondmica
F;cal ,(S.PD’ idad. - Reproducibilidad interkit: r = 0.91
bioM¢érieux).

(alta correlacion entre réplicas).
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_Ren- - Promega Maxwell HT
Impact of o 96 gDNA mostr6 el me-
dimiento de . ..
DNA Ex- ADN (ng/ jor rendimiento global:
traction L)- % £ * Rendimiento ADN (ng/uL en heces): alta pureza, reproducibi-
Method H ° Fenol: 42.4 £26.1; Promega: 26.8 + 6.6; |lidad y bajo sesgo. - Fe-
. Fenol:Cloro- [ lecturas . .
on Vari- Qiagen: 10.5 £ 5.0; Zymo: 3.1 +£3.4. « % | nol: cloroformo produjo
. formo Prome- [ humanas - . o
ation in co. lecturas humanas (heces): 0.3% promedio |rendimientos altos, pero
ga Maxwell | Indices de o o
Human . . (vs. 46.9% en polvo, 73.3% en esputo). * | con contaminacion en
) HT 96 gDNA | diversidad e . . .
and Built Heces Kit Qiagen (Simpson Variabilidad en estructura microbiana | controles negativos. -
Envi- Com- humanas MacAtt r‘%; of Bra f) Cur‘;is (heces): método explica 3.0-3.9% de la Las diferencias entre
ronment | parativo [(n=6), & ; ay- > | variabilidad (PERMANOVA, p<0.01). métodos fueron mini-
. . . . PowerSoil Aitchison) - S .
Siuetal. | Microbial | experi- |esputo . . | * Variabilidad funcional (heces): 5.4— mas en heces humanas
E6 DNAKit Zy- | Abundancia .., . . -
(2020) Commu- |mental [(n=6)y . . 6.6% de la variacion. * Diversidad alfa (<4% de variabilidad),
) ; moBIOMICS | diferencial . g S
nity and | (multi- | polvo . (Inverse Simpson): sin diferencias signif- | pero mayores en polvo
. . 96 MagBead [de especies |. .. _ .
Function- | muestra) | ambiental . icativas (p=0.06). (12-16%). - Recomien-
DNAKit— | (FDR <10%) . .
al Pro- (n=06). * Sesgo en comunidad mock: Promega | dan mantener el mismo
Todos con el |- Contam- , ., . .
files As- i ., mostré menor desviacion (Bray-Cur- método en estudios
mismo proto- |inacion de . . .
sessed by colo de bead- | controles t1s=0.1066 vs. Zymo=0.2159). multimuesta para evitar
Shotgun beatin neeativos  Costo (USD/muestra): Fenol: $3.85; sesgos interkit. - Para
Metag- & £ Promega: $4.12; Zymo: $5.41; Qiagen: microbioma fecal huma-
. - Costo del
enomics . $6.27. no, Promega Maxwell
método .
Sequenc- ofrece el mejor balance
. (USD/sam- .
ing. ple) entre rendimiento y cal-

idad.
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- Rendimiento de ADN: diferencias de
hasta 100x entre métodos; p.ej., protoco-
21 protocolos lo 18 produjo 100 veces mas ADN que
evaluados: Cantidad los protocolos 3 y 12. - Fragmentacion:
PowerSoil de ADN protocolos 4, 10 y 12 con ADN muy frag-
(MoBio), (ng), frag- mentado (>25%), mientras protocolo 1 no | El protocolo Q (Qia-
QIAamp mentacion | presentd fragmentacion. - Variabilidad gen), derivado de Pow-
Stool Mini (<1.8 kb), interprotocolar: explico hasta >4% de erSoil con bead-beating,
Kit (Qiagen), |[diversidad [la variacién total, mayor que el error mostro el mejor equilib-
Muestras | EZNA Stool | (Shan- de replicacion o la preparacion de libre- rio entre rendimiento,
fecales Kit (Ome- non), sesgo | rias. - Sesgo Gram+/Gram—: 90 de 366 | pureza, diversidad y re-
Towards humanas [ga), Maxwell | Gram+/ especies significativamente afectadas por | producibilidad interlab.
standards (n=10 (Promega), Gram-—, el método; Gram+ subestimadas hasta | Se recomienda Protocol
for hu- Com- adultos MagNAPure |reproduc- 1.3 log10 en abundancia. - Diversidad Q como estandar inter-
man fecal | parativo |sanos; (Roche), PSP |ibilidad in- | Shannon: correlaciond positivamente nacional IHMS para ex-
B7 Costea et |sample experi- |[dos Stool Kit (In- | terlab, error |con la fraccion Gram+ (r=0.7, p<0.01); traccion de ADN en mi-
al. (2017) |process- |mental |muestras |[vitek), FastD- |de cuan- protocolos 3, 11 y 12 presentaron diver- crobioma fecal humano.
ing in multina- [ Ay B ho- | NA Spin (MP | tificacion sidad reducida. - Factores de mejora: La extraccion influye
metag- cional |mogene- [Biomedicals) |(mock), bead-beating, zirconia beads y agitacion | mas que otros factores
enomic izadasy |y protocolos |correlaciéon |mecanica aumentaron la diversidad; el técnicos y puede alter-
studies. enviadas | manuales Spearman, | uso de InhibitEX tablet redujo significa- |ar la relacion Gram+/
a 21 labo- | modificados. | distancia tivamente el rendimiento. - Reproducib- | Gram— y la diversidad
ratorios). [De los 21, los | Euclidiana, |ilidad: Protocol H (manual) mas repro- observada; por tanto, la
mejores: Pro- |[error abso- [ ducible interlab, pero subestim6 Gram+. | estandarizacion del pro-
tocol Q (Qia- |[luto medio [ Protocol Q equilibrado entre rendimiento | tocolo es esencial para
gen), Protocol | (MAE), y exactitud. - Exactitud (mock 10 espe- | comparabilidad en estu-
H (manual) efecto técni- | cies): Error absoluto medio (MAE): H= | dios metagendmicos.
y Protocol W | co vs bi- 0.35x; W=0.39%; Q =0.42x. - Diferen-
(fenol-cloro- | oldgico. cias bioldgicas vs técnicas: la extraccion
formo). de ADN fue el mayor factor técnico, su-

perando el almacenamiento o la variacion
intraindividual.
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. reaimieno ae vy s s [P 0
del ADN Mi)BlO): IHMS obtuvo 3.2x mas ADN dimiento de ADN y
(ng/uL, Epl:l(l)l.'gii)l’ (TZI;%(())/[ZIS%);S 311]1 diferencias sig- mejor representacion
IHMS Proto- | A260/280). . . . . £ | taxonomica bacteriana.
, nificativas (p=1.0). « Bacterias detecta- , .,
Com- col Q (QIA- |- Numero , . ., . El método de extraccion
. das: 41 géneros; 12 “core” (Eubacterium, |. . :
bined GEN QIAamp [ de OTUs - . : influye significativa-
. ) . Roseburia, Ruminococcus, Blautia, etc.).
bacterial Stool Kit) — | bacterianos | | Honsos detectados: 40 eéneros: Peni- | mente en la estructura
and fun- Muestras | recomendado |y fingicos. ci lliumg redominante '(>10§’ en 7 /8, muels- bacteriana, mientras
gal intes- fecales pdemm-DMM@dum p ° que el efecto sobre
tinal mi- Comn- humanas | tional Human | (Shannon, °1écuu35°171869(badeﬁa® hongos fue minimo si
Ance et crobiota Arativo (n=3; Microbiota Simpson). - 199 089 (ho.n 053 y se usa bead-beating.
E8 al (g2018) analyses: Sx eri adultos | Standards. Abundancia | | D’iversi da dgalfzi (Shannon): similar El almacenamiento
' Impact of mepntal sanos, | | PowerSoil® [relativa de entre protocolos (p>0.05) ) en RNAlater® puede
storage hombre | MoBio Kit géneros. - P DY) alterar ligeramente la
; * Efecto del almacenamiento: RNAlater . .
condi- y2mu- [(QIAGEN). Efecto del i . , abundancia relativa de
. ; redujo la abundancia de 7/41 géneros bac- | . \
tions and jeres). Ambos con almace- . . o ciertos géneros, aunque
) ) terianos (Roseburia, Clostridium, Strepto- . .
DNA ex- bead-beating | namiento . no afecta la diversidad
: . e coccus, etc.)y 6/40 fungicos (Debaryomy- o
traction repetido (8 (-80°C vs ces, Penicillium, Pleurotus) total. Recomendacion:
protocols. ciclos, 6400 | RNAlater®). y . Yy usar [HMS Q con
e * Efecto del método de extraccion: . .
rpm). - Anélisis , , . , bead-beating y preferir
. afectd 18/41 géneros bacterianos y 1 fun- S, .
multivari- ico (Debaryomyces) congelacion inmediata
ante (PCoA, & ,Q y,. a —80°C para analisis
* ADN fuangico: mas estable con . .
Bray-Cur- bacteriano y fungico

tis).

bead-beating repetido.

combinado.
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* Rendimiento (ng/nL): SPD + Zymo (S-
Cantidad 7)=5.4=+0.5; SPD + MN =4.98 +£0.63; |El protocolo S-DQ
A uniaue NucleoSpin y calidad SPD + DQ =4.65+0.70; SPD + QQ = (SPD + DNeasy Pow-
o rZZi— Soil (Mach- | de ADN 4.2+ 0.6. erLyzer PowerSoil,
able fecal erey-Nagel) (ng/uL, * Pureza (A260/280): S-DQ = 1.8 (6pti- | QIAGEN) ofrecio el
DNA ex- DNeasy A260/280), |mo); MNy Z <1.8; QQ =2.0 (presencia de | mejor rendimiento glob-
sraction PowerLyzer |tamano de RNA). al, combinando pureza
method PowerSoil fragmento * Tamaiio de fragmentos: S-MN = optima (A260/280=1.8),
for 168 Muestras (QIAGEN) (bp), diver- [21,000 bp; DQ y S-DQ =18,000 bp; QQ | diversidad mas alta
“RNA fecales QOlAamp Fast |sidad alfa ~12,000 bp. (>4.5), y precision en
ene and Com- humanas DNA Stool (Shannon), | < Diversidad alfa (Shannon): S-QQ, abundancias (minima
E9 Elie et al. fhot " parativo (n=18: 9 (QIAGEN) proporcion | S-MN, S-Z, S-DQ >4.5 vs. versiones es- | distancia Euclidiana).
(2020) et f . experi- Sanos ’ ZymoBIO- Firmicutes/ |tandar <4.4 (p<0.05). El uso del SPD mejoro
enom%c mental 9 con }C,’ MICS DNA Bacte- * Relacion Firmicutes/Bacteroidetes: todos los indicadores:
cequenc- diffici lej Mini Kit roidetes, aumento en todos los métodos con SPD rendimiento, diversidad,
inq in the " [ (ZymoRe- exactitud (p<0.01). recuperacion de Gram+
a;;ga Iosis search). Todos | (distancia » Exactitud (distancia Euclidiana con y reproducibilidad
o fthje/ - probados con | Euclidiana | mock): menor para S-DQ (mejor pre- (CV<10). Se recomien-
man out y sin Stool con mock), |diccion), seguida de S-QQ y S-MN. da S-DQ como método
micrfbi— Preprocessing | repetibilidad | « Repetibilidad (CV): SPD redujo el estandar para extraccion
ome Device (SPD, |[(coeficiente | CV entre réplicas (de 13.2 a 8.4 en QQ; de ADN fecal humano
’ bioMérieux). [de varia- p<0.01). * Proporcion de muestras con |en estudios de meta-
cion). ADN >5 ng/pL: S-Z (88%), MN (86%), |genomicay 16S rRNA.

S-QQ (82%), S-DQ (81%).
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DISCUSION

La comparacion de los estudios que la integran muestra la gran influencia del método de extraccion en la
cantidad, pureza y representatividad del ADN aislado de heces humanas. Las diferencias entre protocolos
implican cambios en la lisis celular, bead-beating, inhibidores y la estandarizacion de las fases de purificacion,

las cuales influyen en la fidelidad de los resultados metagenomicos.

Los resultados de Yang et al. (2020) y Fernandez et al. (2024) coinciden en que los métodos que incluyen
bead-beating son superiores en la recuperacion de bacterias Gram positivas, tradicionalmente mas resistentes
a la lisis. Yang et al. (2020) demostraron que el kit MagPure Fast Stool DNA KF B logré rendimientos de
hasta 41,8 ng/uL, comparable al protocolo internacional Qiagen Q, pero reduciendo el tiempo y los costos del
procedimiento. En consonancia, Fernandez et al. (2024) encontraron que el método AllPrep, que utiliza lisis
enzimatica y bead-beating, rindi6 hasta 3 veces mas ADN que el QIAamp Fast DNA Stool Kit, con mayor

diversidad alfa y mejor representacion de bacterias del filo Firmicutes.

Por su parte, Rintarhat et al. (2024) se centraron en el microbioma intestinal, y el uso del DNeasy PowerSoil
Pro en combinacion con el Mini-Beadbeater-16 mejord en un 35 % el ADN fungico recuperado y obtuvo una
correlacion >0,9 entre réplicas, lo que demuestra que el control mecanico de lisis es crucial para recuperar el
ADN fuangico. Por ejemplo, Xu et al. (2024) realizaron un estudio multicéntrico de mas de 2.700 muestras y
determinaron que el método de extraccion es el principal factor técnico que determina alrededor del 10% de
la variabilidad total del microbioma, mas que las variables bioldgicas o de almacenamiento. En este caso, los
kits Qiagen dieron mayor pureza y uniformidad taxondmica, en tanto que Promega dio mayor rendimiento,

pero con sesgo hacia bacterias Gram negativas.

Los hallazgos de Elie et al. (2023) y Elie et al. (2020) respaldan la eficacia del protocolo DNeasy PowerLyzer
PowerSoil de Qiagen, especialmente cuando se utiliza junto con el SPD. Este método aument6 la pureza del
ADN (A260/280 = 1.8), la diversidad microbiana (indice de Shannon >4.5) y la reproducibilidad entre réplicas
(CV < 10%). Ademas, el SPD elevo la ratio Firmicutes/Bacteroidetes, indicando una mayor recuperacion de

bacterias Gram positivas.

Sui et al. (2020) corroboraron estos resultados al analizar distintos tipos de muestras y determinar que el
método Promega Maxwell HT 96 gDNA fue el que proporciondé mejor rendimiento y calidad en heces
humanas, aunque la variabilidad interkit se mantuvo en un 4 %. Estos hallazgos subrayan la importancia de la

homogeneidad metodoldgica en estudios comparativos.

En una perspectiva de mayor alcance, Costea et al. (2017) demostraron que la extracciéon de ADN constituye la
principal fuente de variacion técnica entre laboratorios internacionales. En este estudio, en el que se compararon
21 protocolos, se encontrd que el Protocol Q de Qiagen es el protocolo de referencia para la extraccion de
ADN fecal humano, por su capacidad para lograr un equilibrio entre rendimiento, pureza y reproducibilidad
inter laboratorio. Ademas, Angebault et al. (2020) demostraron su superioridad sobre el protocolo PowerSoil,

rindiendo 3,2 veces mas y preservando mejor la estructura bacteriana sin modificar la diversidad fungica.
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En conjunto, los resultados comparados indican que los métodos combinados de lisis mecénica por bead-

beating y purificacion quimica controlada son los mas eficientes y reproducibles. Entre ellos, los protocolos
basados en la tecnologia Qiagen, como el S-DQ (SPD + DNeasy PowerLyzer PowerSoil) de Elie et al.
(2020) y el Protocol Q (IHMS) de Costea et al. (2020), son las estrategias mas robustas. Ambos son muy
puros (A260/280 = 1,8), con buen rendimiento (4—5 ng/uL) y mayor fidelidad taxondémica, disminuyendo la

variacion técnica inter ensayo.

Por lo cual, analizando en conjunto todos los estudios examinados, el método S-DQ (SPD + DNeasy
PowerLyzer PowerSoil, Qiagen) es el que mejor resultado global obtiene, al conseguir un buen equilibrio entre
rendimiento, pureza, diversidad y reproducibilidad. Su aplicacion es un paso adelante hacia la estandarizacion
de la extraccion de ADN fecal humano, necesaria para mejorar la comparabilidad y la validez de los estudios

metagendmicos futuros.

CONCLUSIONES

La comparacion de los estudios analizados permitié determinar que la metodologia utilizada para la extraccion
de ADN de heces humanas es uno de los principales factores técnicos que influyen en la calidad, cantidad y
representatividad del ADN aislado. La revision sistematica mostrd que las variaciones en las etapas de lisis
celular, remocion de inhibidores y purificacion influyen en la microbiota que se detecta y, por lo tanto, en los

analisis metagendmicos posteriores.

En cuanto a rendimiento y pureza, los métodos que combinan la lisis mecanica por bead-beating con una
purificacion quimica controlada fueron los mejores. Entre ellos, los kits comerciales de Qiagen, en concreto el
protocolo S-DQ (Stool Preprocessing Device + DNeasy PowerLyzer PowerSoil), lograron el mejor equilibrio
en concentracion de ADN, pureza (A260/280 ~ 1,8), diversidad microbiana y reproducibilidad interensayo.
Este protocolo, junto con el Protocol Q del International Human Microbiota Standards, se establece como
protocolo de referencia en estudios metagendmicos por su capacidad de generar resultados reproducibles entre

laboratorios.

Los datos recopilados también reafirman que el bead-beating es necesario para una buena recuperacion de
bacterias Gram positivas y hongos, grupos a menudo infravalorados en protocolos que omiten este paso.
Ademas, la automatizacion con sistemas de captura magnética o pretratamiento estandarizado disminuye la
variabilidad técnica, acelera el tiempo de procesamiento y mejora la reproducibilidad, lo cual es crucial en

estudios a gran escala.

Por otro lado, se encontré que una mayor cantidad de ADN no siempre implica un mejor rendimiento
molecular, ya que los inhibidores pueden afectar la eficiencia de amplificacion y la interpretacion de los
perfiles microbianos. En este contexto, la calidad funcional del ADN (su capacidad de amplificarse de manera

reproducible) es un criterio mas importante que la cantidad producida.

Finalmente, la comparacion de métodos y la evidencia de estudios multicéntricos confirman la necesidad

N2
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de protocolos estandarizados de extraccion de ADN fecal humano. La implementacion de metodologias
verificadas, como el protocolo S-DQ o el IHMS Protocol Q, mejorara la comparabilidad de los estudios, reducira
la variabilidad técnica y fortalecera la evidencia cientifica en la que se basan los estudios del microbioma y

la genética molecular humana.
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