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Resumen

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) conforma un grupo de bacterias
patdogenas con un fuerte impacto en la salud publica mundial, debido a su
asociacion con enfermedades entéricas graves como la colitis hemorragica o el
sindrome urémico hemolitico. La expresién de sus toxinas Shiga (Stx1 y Stx2),
factores de virulencia asociados a estas enfermedades y codificados por genes
transportados por bacteriéfagos, es influenciada por dos factores principales: la
estructura genética bacteriana y su relacion con las condiciones ambientales, siendo
esta ultima, muchas veces subestimada. En este trabajo nos propusimos cuantificar
la expresion de toxinas Shiga en cinco aislamientos de STEC obtenidos de cuatro
ambientes distintos, utilizando diferentes secuencias involucradas en la produccion
de las toxinas. Se evaluod la supervivencia y viabilidad bacteriana de los aislamientos
en distintas condiciones nutricionales, y se cuantificd la expresion de stx7 y stx2
mediante qPCR en presencia y ausencia de Ciprofloxacina (CIP) a una
concentracion subinhibitoria (CIM/2), la cual se evalué actuando como inductor.
Todos los aislamientos resultaron viables en los distintos medios, remarcando la
capacidad de adaptaciéon de STEC a diferentes condiciones nutricionales, aunque
con un crecimiento significativamente menor en déficit nutricional. De un total de 30
condiciones evaluadas en el ensayo de expresion, 9 mostraron una amplificacion
positiva (4 para stx7 y 5 para stx2). En el caso de stx2, un unico aislamiento de
origen alimentario se encontré dentro del rango cuantificable, pero el estudio de la
tendencia de amplificacion entre los 5 aislamientos mostré variabilidad entre los
aislamientos. Por otro lado, la expresion de stx71 en un aislamiento de origen animal
cultivado en superavit nutricional aumenté mas de 3 veces en presencia de CIP,
confirmando la induccion mediada por este antibidtico. Estos resultados muestran
variabilidad entre las cepas en cuanto a la expresién de los genes stx y confirman
que la exposicion a antibidticos es capaz de inducir la sobreexpresion de las toxinas
Shiga.
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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNc: Acido desoxirribonucleico copia

AP: Agua con peptona y extracto de levadura
APEC: Escherichia coli patégenas aviares
AR: Agua de arroyo esterilizada

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ARNr: Acido ribonucleico ribosomal

ATCC: American Type Culture Collection

CH: Colitis hemorragica

CIM: Concentracion inhibitoria minima

CLSI: Clinical & Laboratory Standards Institute
Cq: Quantification cycle

DAEC: Escherichia coli de adhesion difusa
EAEC: Escherichia coli enteroagregativa
EHEC: Escherichia coli enterohemorragica
EIEC: Escherichia coli enteroinvasiva

EPEC: Escherichia coli enteropatdégena
ETEC: Escherichia coli enterotoxigénica

EXPEC: Escherichia coli patdbgenas extraintestinales
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Gb3: Globotriaosilceramida

[IBCE: Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable
INPEC: Escherichia coli patdgenas intestinales

IP: Isla de patogenicidad

LAA: Locus of Adhesion and Autoaggregation

LEE: Locus of Enterocyte Effacement

NMEC: Escherichia coli causante de meningitis neonatal
OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

PCR: Polymerase Chain Reaction

gPCR: Quantitative Polymerase Chain Reaction

STEC: Escherichia coli productora de toxina Shiga

Stx1: Toxina Shiga 1

stx1: Gen codificante para toxina Shiga 1

Stx2: Toxina Shiga 2

stx2: Gen codificante para toxina Shiga 2

SUH: Sindrome urémico hemolitico

TSA: Tryptone soy agar

TSB: Tryptone soy broth

UFC: Unidades formadoras de colonias

UPEC: Escherichia coli uropatégenas
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Introduccién

Generalidades de Escherichia coliy STEC

Escherichia coli es una bacteria clasificada como bacilo Gram negativo, de la familia
de las Enterobacterias. Fue descrita por primera vez en 1885 en Alemania por
Theodor Escherich. Su nicho principal es el tracto gastrointestinal de vertebrados de
sangre caliente (Friedmann, 2014; Lincopan et al.,, 2023), y los humanos
representan uno de sus hospederos centrales mas estudiados (Lincopan et al.,
2023). Segun su relacion con el oxigeno se clasifica como anaerobio facultativo, lo
que le permite pasar de estados de fermentacion (sin oxigeno) a respiracion (con
oxigeno), facilitando su transito por el interior del cuerpo de su huésped (Bentancor
et al., 2023). En nuestro organismo, E. coli forma parte de la microbiota, actia como
probidtico, contribuye a mantener el equilibrio intestinal y participa en la sintesis de
vitaminas esenciales como la K2 y la B2 (Nakkarach et al., 2020; Miliwebsky et al.,
2023). Su capacidad de adaptacién no se limita a organismos vivos. Durante mucho
tiempo, la presencia de E. coli en cuerpos de agua fue interpretada exclusivamente
como un indicador de contaminacion fecal reciente, asumiendo que la bacteria no
podia sobrevivir prolongadamente en el ambiente. Sin embargo, actualmente se ha
comprobado su supervivencia durante largos periodos, asi como su potencial
reproduccion en ambientes extraintestinales. Esta competencia para adaptarse al
ambiente resalta la complejidad ecoldgica de E. coli (Bentancor et al., 2023).

Esta especie también presenta una gran versatilidad, visto que existen variantes que
causan diversos tipos de enfermedades. Por un lado, y de acuerdo al sitio blanco,
se agrupan las cepas con patogenia extraintestinal, denominadas EXPEC
(Extraintestinal E. coli), capaces de colonizar nichos fuera del tracto digestivo. Entre
las EXPEC mas conocidas podemos encontrar a las UPEC (Uropathogenic E. coli),
causantes de infecciones urinarias, las NMEC (Neonatal Meningitis E. coli),
asociadas a meningitis neonatal, y las APEC (Avian Pathogenic E. coli), patégenas
aviares (Johnson & Russo, 2002; Kathayat et al., 2021). Por otro lado, existen cepas
que, aunque se encuentran en el tracto intestinal no forman parte de la microbiota,
pero si causan enfermedad entérica, denominadas INPEC (/ntestinal Pathogenic E.

coli). Dentro de este grupo seis virotipos principales se diferencian entre ellos segun
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sus mecanismos de virulencia y los cuadros clinicos que desarrollan los individuos
infectados: E. coli Enterotoxigénica (ETEC), E. coli Enteropatégena (EPEC), E. coli
Enteroinvasiva (EIEC), E. coli Enteroagregativa (EAEC), E. coli de adherencia difusa
(DAEC) y finalmente, E. coli productora de toxina Shiga y/o enterohemorragica
(STEC o EHEC, respectivamente) (Alhadlaq et al., 2024).

Las STEC se caracterizan por presentar al menos una de sus toxinas, la toxina
Shiga Stx1 y la Stx2, codificadas en fagos lisogénicos integrados en el cromosoma
bacteriano. Por otro lado, las EHEC se consideran evolutivamente un subgrupo de
éstas, que ademas de las toxinas Shiga portan la isla de patogenicidad LEE (Locus
of Enterocyte Effacement) (STEC LEE+) (Del Cogliano et al., 2018). Las STEC
pueden presentar mas de un fago integrado en su cromosoma, e incluso mas de un
fago de la misma toxina, dando lugar a STEC stx1*, STEC stx2*, STEC stx1"/stx2".
A su vez, se conocen cuatro subtipos para Stx1 (a, c, d, e) (Probert et al., 2014) y
once para Stx2 (a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k) (Yang et al., 2020). Al igual que las
variantes Stx1 y Stx2, las cepas de STEC pueden presentar mas de un subtipo de
cada toxina, lo que les brinda un fuerte componente extra de complejidad a su

patogenia (Croxen et al., 2013).

Epidemiologia de STEC

STEC es un patdgeno bacteriano con potencial zoonético definido. El ganado es su
reservorio principal, aunque también se aisla de otros rumiantes y animales
silvestres (Tenaillon et al., 2010). En funciéon de la relacién entre STEC y su
hospedero, los bovinos pueden clasificarse en tres categorias: especies reservorio,
especies de derrame y especies callejon sin salida (dead-end hosts); basandose en
las habilidades del animal para transmitir la infeccion a otras especies y mantener la
infeccion en ausencia de una exposicion continua a STEC (Persad & LeJeune,
2014). Las especies reservorio pueden mantener la infeccion asintomatica sin estar
expuestas, asi como transmitirla a otras especies, mientras que, las especies de
derrame pueden transmitirla pero no logran mantener la infeccion. Finalmente, las

especies callejon sin salida no son capaces de mantener ni de transmitir la


https://paperpile.com/c/kDpcAn/5CvM
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infeccion, por lo que no contribuyen a la diseminacién de STEC (Persad & LeJeune,
2014).

Se considera que el ganado es portador asintomatico de STEC debido a que las
toxinas Shiga requieren del receptor Gb3 en las células de las vellosidades
intestinales para ejercer su efecto nocivo, y este receptor no se encuentra presente
en la mayoria de los tejidos de bovinos (Keusch et al., 1991). Sin embargo, este es
un tema de debate actual, debido a que existen reportes donde se las asocia a
enfermedad entérica y riesgo de muerte de terneros (Fernandez et al., 2023).

Las infecciones por STEC pueden generar cuadros clinicos complejos en humanos,
como colitis hemorragica (CH) o sindrome urémico hemolitico (SUH) (Tseng et al.,
2014). Este ultimo suele causar fallo renal agudo en los grupos etarios mas
afectados: niflos menores de 5 afios y adultos mayores con co-morbilidades (Joseph
et al., 2020). La gravedad de la infeccion dependera de varios factores como la
virulencia de la cepa infectiva, las capacidades del sistema sanitario de prevenir
brotes y la condicion médica de los pacientes infectados, entre otros (Joseph et al.,
2020). A esto se le adiciona que el uso de antibidticos es fuertemente
desaconsejado debido por un lado al peligro de generar multirresistencia bacteriana
y por otro, a que el tratamiento con antimicrobianos puede inducir la produccion de
las toxinas Shiga a través de una respuesta SOS. Este estrés inducido en las
bacterias agrava la infeccion e incrementa el riesgo de muerte. Adicionalmente, la
potencial transferencia horizontal de genes de resistencia a otras especies
constituye una amenaza para la salud publica (Davies & Davies, 2010; von
Wintersdorff et al., 2016).

Segun la OMS, las principales fuentes de contagio de STEC son el consumo de
carne picada cruda o poco cocida, frutas, verduras, hortalizas y productos lacteos
contaminados por materia fecal, ingesta de agua contaminada, y por el contacto
humano-ganado (Nada et al., 2023). A esta gran cantidad de fuentes de contagio, se
le suma la antes mencionada emergencia de STEC resistentes a antibioticos de uso
humano y veterinario, y la transferencia horizontal genética a otras especies (Nada
et al., 2023). Se estima que mas de 2,8 millones de personas sufren enfermedades

entéricas agudas anualmente, con unos 4000 casos de SUH causados por STEC,
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muchos de ellos asociados con muertes (Majowicz et al., 2014). En América Latina,
las infecciones por STEC representan casi el 2% de los casos de diarrea aguda y el
20-30% de los casos de diarrea sanguinolenta (Majowicz et al., 2014). En Uruguay,
se estima que la incidencia de SUH seria de 4-5 nifios cada 100.000 menores de 5
afnos (Varela et al., 2008), algo menor a Argentina, pais endémico para SUH, y con
mayor mortalidad en el mundo (Majowicz et al., 2014; ; Brusa et al., 2020).

Existen diversos reportes de brotes causados por STEC asociados a varios
serotipos. El mas conocido y mas caracterizado de ellos es el serotipo O157:H7, con
un amplio espectro de brotes reportados en Norteamérica y Europa desde 1982
hasta la actualidad, y asociado a una alta tasa de morbilidad y de mortalidad en los
grupos etarios mas susceptibles (Reiss et al., 2006). La combinacién de los factores
edad y hacinamiento hacen que por ejemplo los residenciales para adultos mayores
sean un ambiente de alto riesgo para brotes de infeccion por STEC. El primer
reporte de un brote en residencial asociado a O157:H7 se remonta al comienzo de
la década de los ‘80 en Ontario, Canada, donde 31 de 353 residentes fueron
infectados, la fuente: hamburguesas con carne poco cocida. Pocos afos después,
en 1985, un brote similar ocurrié en otro residencial también en Ontario, asociado a
carne cruda, el resultado: 55 de 169 residentes infectados, 12 fueron diagnosticados
con SUH, de los cuales 11 fallecieron (Reiss et al., 2006). Posteriormente, en un
trabajo de revision de brotes de O157:H7 en Norteamérica desde los ‘80 hasta 2003
se reportd que la tasa de mortalidad por infeccidn en la poblacion general variaba
entre el 1y 2%. Ademas, se estimé que un 6% de los infectados desarrollaria SUH,
y de ese porcentaje, la tasa de mortalidad aumentaba al 3-5% (Reiss et al., 2006).
Excluyendo los brotes causados por el serotipo O157:H7, otros serogrupos han
paulatinamente cobrado relevancia en los ultimos anos, asociados a enfermedad
severa. Entre éstos, los mas prevalentes incluyen a STEC de los serogrupos 026,
045, 0103, 0111, 0121 y 0145, los cuales se agrupan en el denominado grupo de
las “Big Six” (Alharbi et al., 2022). Al igual que las STEC O157:H7, estas STEC
no-O157 se han asociado a numerosos brotes alrededor del mundo,
mayoritariamente vinculados a la ingesta de comida o agua contaminada, o al

contacto directo con reservorios (Alharbi et al., 2022; Smith et al., 2014). Por otra
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parte, uno de los brotes mas mortales asociados a STEC ocurrio en 2011 en
Alemania, causado por el consumo de coles contaminados por una variante
particularmente virulenta del serotipo O104:H4, no perteneciente al “Big Six”. El
mismo fue responsable de la muerte de mas de 50 personas (Joseph et al., 2020).
El serotipo O104:H4 presenta la particularidad de ser un hibrido, ya que contiene
caracteristicas tanto de STEC como de EAEC, por lo que representa un unico y
altamente virulento patdgeno, capaz de causar SUH, que enfatiza la importancia de
la deteccion temprana tanto de las O157 como de las no-O157 (Jandhyala et al.,
2013).

Toxinas Shiga de STEC

Las toxinas Shiga son proteinas codificadas por los genes stx7 y stx2, formadas por
una subunidad A con actividad ARN-glicosidasa y 5 unidades B idénticas que
median la union a su receptor Gb3 (globotriaosylceramida) presente en las
membranas plasmaticas de algunas células eucariotas y en tejidos especificos
(Melton-Celsa, 2014). Una vez unida a su receptor, ingresa a la célula e inhibe la
sintesis proteica mediante un mecanismo que implica la formaciéon de un complejo y
consecuente remocién de un residuo de adenina del ARN ribosémico 28S de la
subunidad 60S, modificando asi el sitio de acoplamiento del aminoacil-ARNt,
impidiendo la adicibn de aminoacidos a la cadena polipeptidica en formacion
(Melton-Celsa, 2014). Dicha inhibicibn de la sintesis proteica conlleva una
acumulacion de proteinas defectuosas o parcialmente plegadas en el reticulo
endoplasmatico, contribuyendo al estrés del organelo y aumentando
considerablemente la liberacion de calcio al citosol, que al alcanzar una
concentracion umbral, abre canales presentes en las mitocondrias que permiten la
salida del citocromo C, con la consecuente activacion de la via de las caspasas,
mecanismo principal de muerte celular programada o apoptosis (S.-Y. Lee et al.,
2008). Los genes codificantes para dichas toxinas se expresan cuando sefales de
estrés o posible dafio inducen la respuesta SOS en la célula, mediando el pasaje de
los fagos lisogénicos a la via litica, con la concomitante produccion y liberacion de

las toxinas (Connolly & Roe, 2016). En este sentido, un estudio del afo 2018
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demostré el efecto toxico de dicho pasaje del fago, reportando la muerte de ratones
a las 72 horas de ser inoculados con una E. coli no patogénica con un fago
lisogénico portador de los genes codificantes stx. Los animales asi inoculados
mostraron dafio histopatolégico concordante con dafio renal e intestinal, especificos
de una infeccion de STEC (Del Cogliano et al., 2018).

En lo que refiere a la virulencia, Stx2 esta correlacionada con mas casos clinicos
graves que Stx1, en especifico del subtipo Stx2a. Se considera que existe una
correlacion entre la virulencia de STEC y la cantidad de toxinas producidas,
especialmente en el caso de Stx2 (Burgan et al., 2020; Donohue-Rolfe et al., 2000;
J. E. Lee et al., 2007). Ademas, se ha reportado que la expresion de las toxinas esta
relacionada con la fase de crecimiento de la bacteria, siendo relativamente
constante para Stx1 pero presentando un incremento al final de la fase exponencial.
Para el caso de la expresion de Stx2, la misma presenta un aumento significativo en
la transicion de fase exponencial tardia a fase estacionaria (Bergholz et al., 2007;
Peroutka-Bigus et al., 2024), lo cual podria sugerir una importancia mayor de Stx2
en condiciones de estrés e interaccion con el hospedero.

Ademas de las toxinas Shiga, STEC presenta diversos factores de virulencia. Uno
de ellos son las islas de patogenicidad (IP). Entre las IP mas estudiadas se
encuentra la isla LEE que como se menciond anteriormente, la encontramos en
cepas EHEC (STEC LEE-positivas). La IP-LEE es un segmento de ADN presente en
el genoma bacteriano, compuesto por 5 operones codificantes para varios genes
que aportan a la virulencia. Entre ellos se destaca a la Intimina (codificada por el
gen eae), factor involucrado en la union y adhesion de la bacteria al tejido intestinal
del huésped (Vidal et al., 2007). Si bien las STEC LEE-positivas son las mas
conocidas y mejor caracterizadas, ya que generan un riesgo importante para la
salud, en estudios recientes se ha resaltado el potencial de patogenicidad de
algunas STEC LEE-negativas, y un aumento de su incidencia a nivel global
(Montero et al.,, 2019). En este sentido, entre las LEE-negativas se ha reportado
recientemente la isla de patogenicidad LAA (Locus of Adhesion and
Autoaggregation) en casos clinicos de STEC (Montero et al., 2017), portadora de

varios genes que favorecen la colonizacion del intestino (Montero et al., 2017). Estos
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genes codificantes para adhesinas y otras proteinas de membrana, ademas de
aumentar su virulencia, se ha propuesto que le proveerian mayor persistencia
ambiental, favoreciendo la agregaciéon de colonias, formacion de biofiims y la
adhesion a superficies organicas e inorganicas (Montero et al., 2017). Incluso
algunos estudios la presentan como la isla de patogenicidad mas prevalente entre
las cepas LEE-negativas (Montero et al., 2019), y se sugiere que su adquisicion
seria un evento de evolucion reciente que contribuiria a la gravedad de la
emergencia de STEC (Montero et al., 2017).

Supervivencia, rol en el ambiente e inductores de toxicidad

Fuera del hospedero animal, STEC es capaz de sobrevivir en el ambiente por
periodos de hasta 13 semanas en cursos de agua (ldland et al., 2022) y 18
semanas en heces (Ahmed et al., 2015), y aun asi conservar su competencia para
producir toxinas. Esto no hace mas que resaltar la capacidad que tienen las
bacterias para sobrevivir y aun ser infectivas al encontrarse en el ambiente, no
asociadas a organismos. Un claro ejemplo de esto es la interaccion entre estas
bacterias y algunas amebas de vida libre como Acanthamoeba sp. Algunos trabajos
han demostrado que las STEC pueden ingresar al interior de estos protozoarios,
dentro de los cuales pueden sobrevivir hasta 20 dias en un estado quiescente, para
luego ser reactivadas por un estimulo de naturaleza aun no registrada (Montalbano
Di Filippo et al., 2022). Sumado a esto, dichas bacterias internalizadas mantienen su
potencial de virulencia intacto durante este periodo. Por ello, se ha propuesto que
las STEC utilizarian estas amebas como un medio para resistir las condiciones de
ambientes que no permitan su supervivencia, ya que dentro de estos protozoarios
serian capaces de resistir situaciones de estrés nutricional, ambiental y tratamientos
de desinfeccion de la actividad agricola-ganadera (Montalbano Di Filippo et al.,
2022).

Por otro lado, y en lo que refiere a la virulencia de las toxinas Shiga de STEC, tanto
en el ambiente como en los hospederos, se han reportado algunas moléculas que
actuan como inductoras de la expresion de las mismas. El contacto con antibiéticos

constituye el principal ejemplo, razén por la cual la terapia antimicrobiana es
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fuertemente desaconsejada para tratar infecciones por STEC. En un trabajo
publicado por Ramstad y colaboradores en 2021, el uso de antibiéticos como
Ciprofloxacina, Meropenem y Rifampicina a la mitad de su concentracion inhibitoria
minima (CIM) era capaz de inducir una respuesta SOS de bacterias en fase de
crecimiento exponencial tardio, facilitando la transicién de los fagos a la via litica
(Ramstad et al., 2021), lo que termina empeorando el cuadro clinico en los
pacientes. Ante estos efectos, algunos antibiéticos suelen utilizarse como inductores
en estudios experimentales de expresion de genes stx (Ramstad et al., 2021).
Asimismo, y al igual que los antibiéticos, la Mitomicina C (MMC), utilizada en
tratamientos anticancerigenos, también induce el ciclo litico de los fagos (Idland et
al., 2022). Esta molécula es un potente inductor de la expresion de la toxina Shiga y
también se utiliza como control positivo de la expresion de las Stx (Ramstad et al.,
2021).

Contexto del trabajo final de grado

En el contexto actual, la iniciativa “Una salud”, tiene como objetivo implementar la
vigilancia de enfermedades infecciosas y evaluar la efectividad de Ilos
antimicrobianos dentro de un marco que considera la interaccion entre el humano,
los animales y el ambiente. Con este enfoque holistico, debemos tratar a las STEC
como un unico objeto de estudio, abordando el problema desde las perspectivas
integradas.

Esta tesina de grado se enmarca en un proyecto de investigacién del Departamento
de Microbiologia del Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente Estable. El
estudio plantea que variantes genéticas de STEC en terneros circulan en el
ambiente y alimentos, causando enfermedades en humanos. Las propiedades de
los genomas flexibles de STEC les facilitan adaptarse a distintos ambientes, lo cual
puede manifestarse en fenotipos diferenciales. En contraste, el flujo horizontal de
genes de resistencia se extiende mas alla de las variantes especificas de STEC,
resultando en determinantes de resistencia antimicrobiana que no dependen del
origen del aislamiento. Para investigar esto, hemos secuenciado cepas de STEC de

diversos origenes en el pais y se estan evaluando sus fenotipos en cuanto a
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resistencia a antibidticos y capacidad de formacion de biofilms, entre otras
propiedades fenotipicas y gendmicas. Basados en esta linea de trabajo, en esta
tesina nos propusimos estudiar el efecto de las condiciones de cultivo en la
supervivencia de aislamientos de STEC y en la expresion de las toxinas Shiga, asi
como determinar si dicha expresion se ve afectada por la presencia de

Ciprofloxacina.

Objetivo general
Evaluar el efecto del medio de cultivo y del antibiético Ciprofloxacina en el perfil de

expresion de toxinas Shiga en 5 aislamientos de STEC de diversos origenes y que

presentan diferentes caracteristicas genéticas.

Objetivos especificos

1. Evaluar la supervivencia de los aislamientos en diferentes medios de cultivo.
2. Determinar la capacidad de los aislamientos de expresar los genes six7 y
stx2 en distintas condiciones de cultivo, y evaluar si el antibidtico

Ciprofloxacina tiene un efecto en dicha expresion

Materiales y métodos
Aislamientos bacterianos

Se evaluaron cinco aislamientos, uno proveniente del cepario del Departamento de
Microbiologia del 1IBCE, obtenido de la muerte de un bovino (cepa MBG10
(Fernandez et al., 2023)), positivo para stx1. Otro proveniente del cepario de la
Unidad de Bacteriologia y Virologia del Instituto de Higiene, Fac. de Medicina,
UdelaR, aislado de un caso clinico con CH (cepa 4H (Mota et al., 2020)), positivo
para stx1y stx2. El tercero de origen alimenticio también proveniente del Instituto de
Higiene (BZ0742) (Mota et al., 2020), positivo para stx2. Por ultimo, se evaluaron
dos aislamientos de origen ambiental, uno obtenido por el equipo, en el arroyo Los
Chanchos, en Lavalleja (CBVS85) en 2023 (Figueroa et al., 2025) y otro obtenido en

el marco de esta tesina (CAVS123), también del arroyo Los Chanchos, ambos
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positivos para stx2. Como control se utilizé una STEC 026:H11 de referencia ATCC,
positiva para todos los genes de interés.

En todo momento se aplic6 la técnica aséptica y se trabajo con los cultivos
bacterianos en camaras de bioseguridad con filtros HEPA en el Departamento de
Microbiologia del IIBCE.

Colecta de muestra para aislamiento de STEC en agua de arroyo

Se realiz6 un muestreo de agua en una locacion previamente estudiada por nuestro
grupo en el arroyo Los Chanchos, departamento de Lavalleja, en el marco de un
proyecto de investigacion en el que participamos. Se recolectaron muestras de agua
superficial en bidones de 5 litros, que fueron transportadas al laboratorio para su
procesamiento en un lapso no mayor a 10 horas. Las mismas fueron sometidas a un
procedimiento de filtracidon por membrana utilizando filtros estériles de 0,22um de
tamano de poro, los cuales fueron posteriormente colocados en placas con medio
m-FC agar, selectivo y diferencial para coliformes fecales e incubados por 18-24
horas a 42°C. Aquellas colonias con un color azul oscuro, detectadas como
coliformes fecales, fueron re-aisladas en medio TSA e incubadas 24 horas a 37°C.
Posteriormente, se extrajo el ADN gendmico de las mismas por lisis térmica (basada
en el uso de altas temperaturas para degradar las membranas celulares y obtener el
material genético), y se utilizé el extracto para buscar por PCR los genes de las
toxinas stx7 y stx2 indicativos de STEC (Figueroa et al., 2025), utilizando ADN
extraido de una STEC 026:H11 ATCC del cepario del Departamento de
Microbiologia como control positivo. A partir de este procedimiento se obtuvo el

aislamiento CAVS123 (Figueroa et al., 2025), evaluado en esta tesina.

Medios de cultivo

En este trabajo se utilizaron tres medios liquidos diferentes, los aislamientos fueron
cultivados por triplicado en matraces con cada uno de los siguientes medios: agua
de arroyo esterilizada (AR), colectada en el arroyo Los Chanchos; medio nutriente
liquido TSB (Oxoid) y en un tercer medio compuesto por una solucion del agua de

arroyo esterilizada suplementada con 5% de peptona y 5% extracto de levadura
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(mayor concentracion de nutrientes que TSB) (AP). El objetivo de este ultimo medio
fue generar un gradiente nutricional entre medios, teniendo al TSB como el método
de cultivo estandar, al agua con peptona y levadura como el medio con excedente
de nutrientes y al agua esterilizada como el déficit de los mismos.

Previo a su utilizacion, el agua de arroyo se filtr6 para eliminar bacterias usando
filtros de membrana de 0,22 ym y posteriormente se esterilizd mediante el uso de
calor humedo a 121°C durante 15 minutos, a una presién de 1,05 atm (autoclave)

para eliminar posibles fagos que pasen por el filtro.

Viabilidad y supervivencia bacteriana ante variaciones nutricionales

Con el fin de confirmar la viabilidad y supervivencia de las cepas, a partir de cultivos
frescos en placas de TSA se realizaron suspensiones bacterianas en suero
fisiolégico, ajustadas a una concentracion de 0,5 McFarland (medida en
densitometro Den-1), equivalente a 1,5x10® células/mL y se inoculé con 1mL de
cada suspension bacteriana en 9 mL de cada uno de los tres medios (Fig. 1). Los
cultivos se incubaron a 37°C de forma estatica y transcurridas 24 horas (basado en
ensayos previos realizados en nuestro laboratorio) se tomaron alicuotas, las cuales
fueron diluidas serialmente en base 10, para realizarles recuentos por siembra en
superficie en placas de TSA, a aquellas diluciones que esperabamos fueran
cuantificables (-6, -7, -8), por duplicado (Fig. 1).

C
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Figura 1. Esquema de trabajo del ensayo de viabilidad y supervivencia bacteriana ante
variaciones nutricionales
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Con el fin de determinar si existian diferencias en el crecimiento dependiendo de los
nutrientes disponibles, se realiz6 un analisis estadistico utilizando el programa
RStudio (edicion 2024.09.0+375) el cual constd de tres pasos: linealizacion de las
unidades a log,o(UFC/mL), ANOVA para evaluar diferencias significativas dentro de
cada grupo de estudio (aislamientos en cada medio de cultivo) y por ultimo, en los
casos afirmativos, un test Post Hoc Tukey HSD para comparar entre cada par de
muestras y determinar si habia diferencias significativas en el crecimiento
microbiano de cada aislamiento segun la disponibilidad nutricional. Se consideré

diferencia estadistica un p-valor < 0,05.

Concentracién Inhibitoria Minima de la Ciprofloxacina

Para determinar la CIM de la Ciprofloxacina para cada cepa se siguié un protocolo
del CLSI (Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility Tests for Bacteria That
Grow Aerobically: Approved Standard, 2012) con algunas modificaciones.
Primeramente, se tomaron 20 tubos de vidrio estériles de 10 mL y se repartio 1mL
de TSB en cada uno. Al tubo inicial se le agregd 1 mL de CIP (Ciproion, Laboratorio
lon S.A.) diluida en agua destilada estéril, a una concentracién de 0,1mg/mL y luego
se realizaron diluciones seriadas al 2 hasta el tubo numero 20, mediante la
resuspensiéon y pasaje de 1mL entre tubos, descartando 1 mL del ultimo tubo.
Paralelamente, se prepararon suspensiones bacterianas de las cepas de STEC
partiendo de cultivos frescos en placa de TSA, las cuales se ajustaron a una escala
0,5 McFarland en suero fisiolégico y luego diluyeron 1/100, para obtener
suspensiones con una concentracion final de 10° células por mL. Finalmente, cada
uno de los tubos con antibidtico fue inoculado con 1mL de las suspensiones
bacterianas. El resultado: 20 tubos con concentraciones de TSB y suspension
bacteriana constantes, y un gradiente descendiente al 2 de Ciprofloxacina (Fig. 2).
La misma aproximacion experimental se adapté tanto para el medio AP como para
AR.

Los tubos finales fueron incubados a 37°C y transcurridas 24 horas se determiné el

crecimiento bacteriano como turbidez detectable visualmente. La concentracion
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inhibitoria minima del antibidtico para cada cepa fue la presente en el ultimo tubo sin
crecimiento, mientras que la CIM/2 (utilizada en el ensayo de expresion), fue la
presente en el primer tubo con crecimiento bacteriano (Fig. 3). Como controles, se
utilizaron un tubo con caldo TSB y suspension bacteriana (positivo, sin antibiético), y

uno con caldo TSB y antibidtico (negativo).
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Figura 2. Esquema de
la disposicién de cada Figura 3. Esquema gjemplificado para determinacion visual
tubo para CIM de la CIM y CIM/2

Puesta a punto del ensayo de expresion de genes de virulencia

La cuantificacion de ADNc de los genes de las toxinas Shiga por gPCR se puso a
punto utilizando el aislamiento 4H de origen humano, el cual presenta los genes de
ambas toxinas: stx7 y stx2. Se utilizaron los primers previamente disefiados para el
gen stx2 (Gonzalez Revello, 2020; Figueroa et al., 2025), y tres concentraciones
diferentes del antibiotico Ciprofloxacina: CIM, CIM/2 y CIM/4.

Se generd un esquema de trabajo, con una serie de pasos y colecta de alicuotas
para usar como “puntos de control”’. El primer punto de control fue la extraccion del
material genético, a partir de 3 suspensiones obtenidas tras realizar un ensayo de
CIM con el aislamiento 4H en caldo TSB (concentraciones CIM, CIM/2 y CIM/4,
buscando abarcar todo el rango de posible sobreexpresion), tal como se menciona
anteriormente. Para la misma se utilizé el kit PurePrep Pathogens de MOLGEN

(basado en la separacidon magnética de fases) que coextrae ARN y ADN, y se
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realizé de forma automatizada, en el servicio del Laboratorio de Bioseguridad del
IIBCE. ElI material genético extraido se cuantific6 en nanodrop y se ajusté su
concentracion para que todos los tubos tuvieran aproximadamente 100ng/uL.

El segundo punto de control fue cuando se realizd la digestion con DNAsa. La
digestién enzimatica se realizd siguiendo los protocolos y reactivos del kit comercial
TURBO DNA-free Kit (Invitrogen), basado en el uso de una DNAsa de alta eficiencia
y un reactivo de inactivacion de la misma. Finalmente, el tercer punto de control se
realizé en la retrotranscripcion del ARN. En esta etapa se ultilizé el kit y protocolo del
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), basado en una
enzima transcriptasa inversa que retrotranscribe ARN a ADNc. para obtener una
porcién representativa del ARNm codificante para stx, en forma de ADNCc.

Todas las alicuotas obtenidas en los puntos de control se utilizaron como molde en
la reaccién de qPCR, utilizando el fluoréforo SYBR Green, siguiendo el protocolo
previamente puesto a punto en el laboratorio (Gonzalez Revello, 2020; Figueroa et
al., 2025) y mejor detallado en el Anexo. En el proceso de la gPCR, se utiliz6 ADN
de una STEC 026:H11 ATCC como control positivo. Ademas, se amplificé el gen
que codifica para el ADNr 16S por qPCR siguiendo un protocolo adaptado y
utilizado previamente en el laboratorio (Evans, 2006), para corroborar la correcta
amplificacion esperada en el primer y tercer punto de control (post extraccién y post

retrotranscripcion), asi como la no amplificacion del segundo punto (post DNAsa).

Expresion de genes de las toxinas Shiga

Los 5 aislamientos fueron cultivados a 37°C, agregando 1 mL de suspension
ajustada a 0,5 McFarland de cada uno, en matraces estériles conteniendo 9 mL de
cada uno de los tres medios (AR, TSB y AP). Ademas, se incorporaron réplicas de
los cultivos a los cuales se agreg6 Ciprofloxacina a una concentracién equivalente a
la mitad de su CIM (CIM/2 en AR, CIM/2 en TSB, CIM/2 en AP). Transcurridas las
24 horas de incubacion basadas en experimentos previos del laboratorio donde se
evaluo expresion, se extrajeron alicuotas de 3mL de cada cultivo para proceder con
las etapas de extraccidén, digestion enzimatica, retrotranscripcion y qPCR. Primero,

se realizo la extraccion de ARN total con el kit utilizado en la puesta a punto, y el


https://paperpile.com/c/kDpcAn/lQCb
https://paperpile.com/c/kDpcAn/lQCb

UNIVERSIDAD &éﬁy FACULTAD DE 2 jibce
DE LAREPUBLICA %.:$ CIENCIAS () ) e
URUGUAY 1\ “ e

U ESTABLE

mismo fue cuantificado en Nanodrop. Posteriormente, se procedid con el tratamiento
con DNAsa, utilizando 1uL de dicha enzima cada 100ng/uL de acidos nucleicos,
buscando eliminar cualquier contaminante de ADN en la muestra. Por ultimo, se
realizé la retrotranscripcion del ARN, transformando ese ARNm celular en ADNc. El
ADNCc total extraido fue cuantificado en Nanodrop.

Previo a la cuantificacion del ADNc de aquellas muestras que entraron en la curva
se realiz6 un BLAST para definir cuantas copias del gen stx7 y del gen stx2
presentaba cada aislameinto (Altschul et al., 1990). Se compararon los genomas de
los cinco aislamientos cuantificables (genomas disponibles en nuestro laboratorio,
Figueroa et al., datos no publicados), con secuencias de referencia para todas las
variantes conocidas de stx7 y stx2 (Scheutz et al., 2024). Utilizando el lenguaje de
programacion Python, se filtr6 cada coincidencia de cualquier variante de stx7 y/o
stx2 en un rango de 1000 pares de bases, para contabilizarlas como una unica
copia del gen, independientemente de la variante o de posibles mutaciones/cortes
en la secuencia.

Para el ensayo de qPCR se utilizaron primers especificos para las toxinas Shiga 1y
2 (Gonzalez Revello, 2020), siguiendo protocolos previamente establecidos en el
laboratorio (Figueroa et al., 2025). Para cada corrida de qPCR se generaron curvas
de calibracidon para cuantificar los genes de interés, utilizando ADN gendmico de la
cepa de referencia ATCC STEC 026:H11 (stx1"/stx2"), utilizando triplicados de 8
diluciones que abarcaron concentraciones desde 2,5x10° hasta 3,2x10" UFC/mL. Se
utilizaron triplicados de la cepa de referencia ATCC STEC O26:H11 (stx1%/stx2")
como controles positivos y triplicados del mix de qPCR sin ADN agregado como
controles negativos. Finalmente, se amplificé cada punto de la curva de calibracion
por triplicado en las qPCR de stx71 y stx2, y se registro su Cq (numero de ciclos
necesarios para detectar una sefial de material genético en una qPCR), con el fin
de cuantificar la expresion del ARNm (copias de ADNc/mL) presente en las
muestras, que fueron amplificadas en la misma qPCR, empleando un volumen
constante de 2uL de ADNc.
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Resultados

Viabilidad v supervivencia bacteriana ante variaciones nutricionales

En primer lugar, y luego de contar las UFC/mL, se determind que los cinco
aislamientos resultaron viables y cultivables en los tres medios de interés,
independientemente de su origen (Fig. 4, 5y 6).

A continuacién, se analizé cada medio individualmente y se graficé segun la media y
desvio estandar obtenidos. En el agua suplementada con peptona y extracto de
levadura (AP), el crecimiento del aislamiento 4H (SUH humano) fue
significativamente mayor al de BZ0742 (alimento), mientras que el resto de los
aislamientos (dos ambientales y el clinico de origen animal) no presentaron
diferencias significativas con ninguno de estos dos ni entre ellos (Fig. 4). En el
medio TSB, no se encontraron diferencias significativas en el crecimiento entre
ningun aislamiento (Fig. 5). Por otro lado, en agua esterilizada (AR) hubo un
crecimiento significativamente mayor en el aislamiento de origen ambiental
CBVS85, respecto de los aislamientos clinicos 4H (SUH humano) y MBG10 (ternero
muerto por enfermedad entérica) (Fig. 6). A su vez, los recuentos del otro
aislamiento originario del arroyo (CAVS123) no presentaron diferencias significativas

con los del de origen alimentario (Fig. 6)
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significativas entre el crecimiento de cada aislamiento en los tres medios (Fig. 7).

Para las 5 cepas de STEC se obtuvo que el recuento en agua esterilizada (AR) fue
significativamente menor que en AP y TSB. No se encontraron diferencias

significativas entre los valores de UFC/mL en TSB y AP para ninguna cepa.
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Figura 4. Crecimiento y viabilidad de las cinco cepas
cultivadas en agua con peptona y extracto de levadura
(AP).

Logaritmo en base 10 de las UFC/mL de cada aislamiento
a las 24 horas.

Test estadistico ANOVA (p < 0,05) y prueba post hoc de
Tukey HSD (p < 0,05).

Letras compartidas indican que no hay diferencias
significativas.

Figura 5. Crecimiento y viabilidad de las cinco cepas
cultivadas en Tryptone Soy Broth (TSB).
Logaritmo en base 10 de las UFC/mL de cada
aislamiento a las 24 horas.

Test estadistico ANOVA (p < 0,05) y prueba post hoc de
Tukey HSD (p < 0,05).

Letras compartidas indican que no hay diferencias
significativas.

Figura 6. Crecimiento y viabilidad de las cinco cepas
cultivadas en agua de arroyo esterilizada.
Logaritmo en base 10 de las UFC/mL de cada
aislamiento a las 24 horas.

Test estadistico ANOVA (p < 0,05) y prueba post hoc de
Tukey HSD (p < 0,05).

Letras compartidas indican que no hay diferencias
significativas.

ultimo, se realiz6 un analisis estadistico para determinar diferencias
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Figura 7. Crecimiento comparative individualizando cultivos en AP, TSB y AR para cada cepa a las 24
horas.
Legaritmo en base 10 de las UFC/mL de cada aislamiento a las 24 horas.
Test estadistico ANOVA (p = 0,058) y prueba past hoc de Tukey HSD (p < 0,05).
Letras compartidas indican que no hay diferencias significativas dentro de cada aislamiento.

Concentracion inhibitoria minima de la Ciprofloxacina

Una vez finalizado el tiempo de incubacién y visualizando la turbidez en los tubos
con distintas diluciones de antibiético, se determiné la CIM de la Ciprofloxacina para
cada uno de los aislamientos y medios de cultivo (Tabla 1). Se buscé conocer cual
dilucion, desde la 0 a la -20, corresponde a la CIM para utilizar la siguiente como
CIM/2. Es decir, si la ultima suspension sin crecimiento bacteriano corresponde a la
dilucion -12, esa sera la CIM, por lo que tomamos la dilucién -13 como la CIM/2. A
partir de las mismas, se tomaron 3 mL de la CIM/2 de cada muestra, los cuales

fueron utilizados para el ensayo de expresion.
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Tabla 1. Concentracion Inhibitoria Minima de la Ciprofloxacina para cada aislamiento cultivado a
37°C en agua suplementada con peptona y extracto de levadura (AP), Tryptone Soy Broth (TSB) y
agua de arroyo esterilizada (AR).

Aislamiento Medio Dilucién CIM

BZ0742 TSB -11

4H TSB -9

MBG10 TSB -1

CAVS123 TSB -4

CBVS85 TSB -3

Puesta a punto del ensayo de expresion de genes de virulencia
Una de las estrategias para cuantificar la expresion de un gen de interés es la PCR

cuantitativa a partir de ADNc (RT-gPCR). En esta estrategia, se cuantifica
indirectamente la cantidad de ARNm de dicho gen en una condicion o momento
dado, a diferencia de la PCR a tiempo final, que solo permite detectar presencia o
ausencia del gen. Debido a que la enzima utilizada en esta reaccion no es capaz de
copiar en ARN, es necesaria una reaccion de retrotranscripcion previa del ARNm

25
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obtenido en ADNCc, asi como la eliminacién del ADN contaminante mediante el uso
de la DNAsa.

El ensayo de RT-gPCR realizado con las alicuotas tomadas en los tres puntos de
control confirm6 que la extraccion de ARN. El tratamiento con DNAsa y la
retrotranscripcion se realizaron correctamente y los kits efectivamente estaban en
condiciones de uso (Fig. 8). Se observdé un pico de amplificacion luego de la
extraccion automatizada (el kit coextrajo ADN/ARN), ausencia de amplificacién en la
alicuota post digestion enzimatica (la enzima degradd efectivamente el ADN) y
luego nuevamente un pico de amplificacion en la qPCR (corroborando la
retrotranscripcion del ARN) (Fig. 8).

En paralelo, se confirmé la induccion de la expresion mediada por la Ciprofloxacina,
ya que se obtuvo la expresidon esperada (amplificacion positiva, con observacion de
un pico a la temperatura esperada, post extraccion; negativa post DNAsa y
nuevamente positiva post retrotranscripcion) del gen stx2 en los cultivos tratados
con CIM/2 y CIM/4 para cada uno de los puntos de control (Fig. 8).

Sumado a esto, se obtuvo la amplificacion esperada (igual a la mencionada en el
parrafo anterior) del gen que codifica al ADNr 16S en los puntos de control,
corroborando que el proceso se realizé correctamente (similar a la mostrada en la

Figura 8, datos no mostrados).
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Puesta a punto del ensayo de expresion

e Peak ]

Figura 8. Resultados de puntos de control de la
puesta a punto del ensayo de expresion

Obtenidos mediante el software de analisis de
gPCR: CFX Maestro Software for Bio-Rad CFX
Real-Time PCR Systems.
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Cuantificacion de la expresion de genes de virulencia por g°PCR

Una vez que se establecié el protocolo se procedid a evaluar la expresion de las
toxinas Shiga a las 24 horas de incubacion en los distintos aislamientos y
condiciones de interés (en total 30: 5 aislamientos / 3 medios / 2 condiciones: con y
sin antibiotico). Se obtuvieron 9 positivos mediante la observacion de sus curvas de

melting (Fig. 9), 4 correspondientes a stx7y 5 a stx2 (Tabla 2).

Para el caso del gen stx1, se observd una expresion asociada soélo a aislamientos
clinicos. Por un lado, el aislamiento clinico humano 4H en AP y TSB antibidtico y por
otro lado, en los dos cultivos del aislamiento clinico animal MBG10 en AP, con y sin
antibiotico (AP/Atb+) y (AP/Atb-) (Fig. 9).
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Por otro lado, para el gen stx2, los cultivos en los que se observd una expresion
fueron los siguientes: dos cultivos de STEC de origen alimenticio: BZ0742,
(AP/Atb+) y BZ0742 (TSB/Atb+), las STEC ambientales CAVS123 (AP/Atb+) y
CBVS85 (AP/Atb-) y por ultimo, el aislamiento clinico 4H (TSB/Atb+) (Fig. 9).

Para ninguno de los genes se observé expresion en aislamientos cultivados en agua

de arroyo esterilizada (AR).

Expresion positiva

b)

Figura 9.

a) Curva de meilting de triplicados MBG10 / AP / Atb+. b) Curva de melling de triplicados MBG10 / AP / Atb-.
En todos los casos el eje Y representa y el eje X representa la temperatura en grados Celsius
Obtenidas mediante software de anlisis de qPCR: CFX Maestro Software for Bio-Rad CEX Real-Time PCR
Systems

28
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Tabla 2. Cultivos con una expresion positiva de los genes stx7 o stx2 y sus Cq promedio asociados.
Se indican medios: agua suplementada con peptona y extracto de levadura (AP) y Tryptone Soy
Broth (TSB). CIM/2 de CIP: indica la presencia o ausencia de Ciprofloxacina a la mitad de su

Concentracion Inhibitoria Minima en el medio, como inductor de la expresion.

Aislamiento Medio CIM/2 de CIP stx1 stx2 Cq promedio

4H TSB - X 35,37

4H AP - X 36,27
MBG10 AP - X 33,75
MBG10 AP + X 28,89
CBVS85 AP - X 38,97
BZ0742 TSB + X 37,83
4H TSB + X 37,405
BZ0742 AP + X 34,39
CAVS123 AP + X 36,29

A partir de los valores de Cq y utilizando el software de analisis de gPCR: CFX
Maestro Software for Bio-Rad CFX Real-Time PCR Systems se obtuvo la curva de
calibracion para cada gen (Fig. 10). Las mismas fueron realizadas utilizando ADN
genomico de la cepa de referencia ATCC STEC O26:H11 (stx1%/stx2").
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Figura 10. Curvas de calibracion para stx1 (a) y stx2 (b).
Generadas a partir de ADN gendmico de STEC.

Las curvas de calibracién obtenidas tanto para el gen stx7 como para el gen stx2
presentaron una eficiencia de amplificacion superior al 90% (Fig. 10), confirmando
que el ensayo de gqPCR se realizd correctamente y que la cuantificacién absoluta
mediante la interpolacion de los Cq de las muestras a sus respectivas curvas

otorgaria resultados certeros.

A continuacién, se ubicod el Cq promedio de las tres réplicas de cada muestra
positiva en su curva de calibracidon correspondiente, con el fin de ilustrar la
distribucion de la expresion de las diferentes muestras (Fig. 11). Partiendo de los
valores obtenidos de Cq, se pudo encontrar una tendencia a aumentar la expresiéon
en el caso de stx71. Para el aislamiento clinico de origen animal MBG10, cultivado en
agua suplementada con peptona y extracto de levadura (AP), se obtuvo una

amplificacion poco menos de 5 ciclos antes en el tratamiento con Ciprofloxacina,
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comparado con el cultivo sin antibiético (Tabla 2). En el caso de 4H (AP/Atb+) y 4H
(TSB/Atb+), la expresion de stx1 fue muy baja, aunque ingresé dentro del rango de
la curva. Por otro lado, en el rango de la curva de stx2 ingresoé un unico cultivo:
BZ0742 (AP/Atb+) (Fig. 11).

=

4H + TSB + Anbibiatico: Si
4H + AP + Anfibidtica: Mo
& BI0742 + AP + Antibidtico: Si

\ Muestra s | \ Muestra

® 4+ TSE + Antibidbioo: No
® BZ0T42 + TSB + Antibidlico: Si

A ® CAWS123 + AP + Anlibidtico. Si
CEYS8S = AP + Anfibidtico: No

g promedio
Cq prormedio

#® MBG1D+AP + Antibidtco: Mo
MEG10 + AP + Anlibidtica. Si

log10 (celulas/mL) log10 (célulasimL)

Figura 11. Cq promedio de resultados positivos en la expresion de stx7 (a) y stx2 (b) en sus respectivas
curvas estandar

Los resultados obtenidos en el BLAST realizado con el fin de definir cuantas copias
del gen stx7 y del gen stx2 presentaba cada aislamiento fueron los siguientes: dos
copias para 4H (una de stx1 y otra stx2), una copia de stx7 para MBG10 y
finalmente, una copia de stx2 para BZ0742, CAVS123 y CBVS85.

Una vez confirmado que cada genoma presentaba una unica copia para cada gen,
lo que equivale a una unica copia por célula, fue posible cuantificar la expresién de
las toxinas. Se interpold el Cq de cada muestra que ingresé al rango cuantificable
usando la ecuacion de la curva, y se expresoé dicho valor en copias del gen por mL
(Tabla 3).
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Tabla 3. Cuantificacion de la expresion de stx1y stx2 de las muestras que ingresaron en el rango de
la curva de calibracion. Muestras expresadas como aislamientos en agua suplementada con peptona
y extracto de levadura (AP) y en Tryptone Soy Agar (TSA), en presencia (Atb+) o ausencia (Atb-) del

antibiotico CIP. Valores expresados en copias de ADN / mL.

Gen Muestra Cq promedio  Copias ADNc / mL
stx1 MBG10 (AP/Atb+) 28,89 5463,6

stx1 MBG10 (AP/Atb-) 33,75 210,7

stx1 4H (TSB/Atb-) 35,36 71,5

stx1 4H (AP/Atb-) 36,27 38,9

stx2 BZ0742 (AP/Atb+) 34,39 67,83

Para el caso del gen stx71 sélo hubo expresion cuantificable en los aislamientos
clinicos, presentando el aislamiento de origen animal (MBG10) un mayor niumero de
copias del gen que el aislamiento humano (4H) (Tabla 3). Ninguno de los
aislamientos ambientales ni el alimentario fue cuantificable. En lo que refiere a la
induccion por la adicion de Ciprofloxacina, los resultados mostraron una expresion
25 veces mayor del gen stx7 en la muestra MBG10 (AP/Atb+) que en su contraparte
sin antibiotico, MBG10 (AP/Atb-) (Tabla 3; Fig. 12), lo que indicd que la expresion de
la toxina Shiga en esta cepa se indujo mediante el uso de la CIP a la mitad de su
CIM. Por otra parte, en los cultivos de la STEC clinica humana (4H) sin antibidtico,
se observaron diferencias en cuanto al medio de cultivo, presentando la muestra
incubada en el medio intermedio (TSB) menos que el doble de copias de ADNc/mL
que la incubada en el medio mas rico (AP). En ambos casos, la expresién fue baja
(Tabla 3; Fig. 12).

Por otro lado, en el caso del gen stx2, el unico aislamiento con una expresion
cuantificable fue el de origen alimentario (BZ0742), aunque con una expresion

considerablemente baja (Tabla 3; Fig. 12).
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Finalmente, y a modo de explotar los resultados utilizamos los valores de Cq
correspondientes a todos los cultivos que expresaron algunas de las toxinas, incluso
los que no ingresaron en la curva de calibracion, para intentar identificar tendencias
dentro de las muestras analizadas. Con el fin de visualizar la distribucién y de
comparar los valores se representaron los Cq de los nueve cultivos donde se

observo expresion (stx1 y stx2) mediante boxplots (Fig. 13; Fig. 14).

Para el caso del gen stx7, las muestras humanas 4H (AP/Atb-) y 4H (TSB/Atb-)
presentaron un Cqg con medias similares entre ellas y similar a la muestra clinica
animal MBG10 (AP/Atb-), por lo que los tres cultivos sin antibidtico presentaron
medias similares (Fig. 13). Por otro lado, al comparar los dos cultivos de MBG10 en
AP, a pesar de no detectarse diferencias significativas, se pudo observar una
tendencia a aumentar la expresion de stx7 (p valor = 0,08), cuando se adicion6 el
antibidtico (Cq casi 5 veces inferior en MBG10 con antibidtico respecto de sin
antibidtico) (Fig. 13).
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Por otro lado, en el caso del gen stx2, el cultivo de la cepa alimentaria BZ0742
(AP/Atb+), presentd un boxplot con la media mas baja (caja amarilla) respecto de los
otros cultivos que amplificaron pero que quedaron fuera de la curva de calibracién
(Fig. 14). En este caso particular, se comparo la expresion del gen stx2 entre los
medios de cultivo (AP y TSB) en presencia del antibiotico CIP. Pudimos observar
que la cepa alimentaria tiene una expresion significativamente mayor (p-valor = 0,2)
en el medio mas rico (AP) que en el intermedio (TSB) (caja verde, amplificacion de
casi 3 ciclos mas alta que su contraparte amarilla) (Fig. 14). Ademas, la tendencia
de expresion de los cultivos clinico 4H (TSB/Atb+) y ambiental CAVS123 (AP/Atb+)
fue intermedia, mientras que el cultivo con la tendencia mas baja fue el ambiental,
CBVS85 (AP/Atb-), alcanzando un Cq de aproximadamente 39 ciclos (Fig. 14).

Tendencias en expresion de stx1

a a | Figura 13. Tendencias en la expresion de
o

aislamientos positivos para stx? en el ensayo
% — de RT-qPCR.
& - Resultados expresados como valores de
» ciclo umbral (Cq). Cada boxplot corresponde
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'r\\"
&
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Tendencias en expresion de stx2
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Discusién

STEC representa un grupo de patdgenos transmitidos por alimentos con fuerte
impacto en la salud publica a nivel mundial, tanto por la frecuencia con la que
causan infecciones, como por el desenlace, en muchos casos fatal, en el que
pueden resultar (Alhadlaq et al., 2024; Majowicz et al., 2014). La ausencia de un
tratamiento antibiético especifico hace que la resolucién de dichas infecciones
dependa, en gran parte, de la capacidad intrinseca de las bacterias de producir y
liberar las toxinas (Joseph et al., 2020; Melton-Celsa, 2014), lo cual resalta la
importancia de establecer una base sélida sobre cémo varia dicha expresion.

La expresion de los factores de virulencia de STEC es un proceso altamente
vinculado a la estructura genética de las mismas y al contexto ambiental en el cual
estas bacterias se desarrollan, con el potencial de afectar la vida cotidiana de las
personas que entran en contacto con ellas (Montero et al., 2019; Bergholz et al.,
2007). En este trabajo, se abordd este aspecto desde una perspectiva integral,
conjugando cepas de diversidad de origenes, con diferentes genes codificantes de
toxinas Shiga, y evaluandolas frente a cambios en la disponibilidad de nutrientes y

ante la induccion por antibidticos.

En primer lugar, se pudo comprobar la viabilidad y supervivencia bacteriana en los
tres medios evaluados, factor que resalta la flexibilidad de adaptacién de estos
microorganismos a gradientes nutricionales asi como la capacidad de persistir y
reproducirse en una diversidad de ambientes. En segundo lugar, al analizar el
ensayo de viabilidad aislamiento por aislamiento, vimos que todos se desarrollaron
mejor en los medios mas ricos, mientras que los recuentos brindaron un resultado
inferior en el agua de arroyo esterilizada (AR), lo cual indicaria que ninguno de los
cinco aislamientos se destaca en bajas frente a altas concentraciones nutricionales,
aunque esto no implica que se vean favorecidos por altas concentraciones. Por otro
lado, entre el medio mas nutritivo (AP) y el intermedio (TSB), no hubo diferencias.
Esto puede explicarse debido a una saturacion del medio, en el cual, a altas
concentraciones de nutrientes, la tasa de crecimiento se estanca, actuando como

una funcion hiperbdlica (Allen & Waclaw, 2019; Monod, 1949). También, esto podria


https://paperpile.com/c/kDpcAn/T4NR+5CvM
https://paperpile.com/c/kDpcAn/4rLw+aXon
https://paperpile.com/c/kDpcAn/jtPz
https://paperpile.com/c/kDpcAn/jtPz
https://paperpile.com/c/kDpcAn/ifEA+8AmD

UNIVERSIDAD &éﬁy FACULTAD DE 2 jibce
DE LA REPUBLICA = 13 CIENCIAS () s
URUGUAY 1\ “ e

J ESTABLE

deberse a cambios en las vias metabdlicas de las bacterias, inducidos por un
exceso de azucares, sales, etc., que resultan en un crecimiento menor al esperado

o en la sintesis de inhibidores del mismo (Vemuri et al., 2006; Kazan et al. 1995)

Sin embargo, al analizar los recuentos por medio y no por cepa, se pudieron
observar algunas diferencias significativas. El aislamiento de origen humano (4H) se
desenvolvié mejor que el aislamiento de carne (BZ0742) en el medio con superavit
de nutrientes, algo que se ha observado en bacterias sometidas a condiciones
similares, donde se registra la pérdida y/o adquisicion de caracteristicas de
supervivencia metabdlicas y fenotipicas (Adade et al., 2025; Wu et al., 2022). Esto
podria reflejar una adaptacion de 4H al interior del cuerpo humano, un ambiente
altamente nutritivo, mientras que BZ0742, como aislamiento de origen alimenticio,
pudo haber estado expuesto a procesamiento industrial, cadena de frio y otras
condiciones de la industria carnica, resultando en una adaptacion evolutiva a

ambientes estresantes.

Por otro lado, en el medio con déficit de nutrientes se destacé uno de los
aislamientos de agua (CBVS85) por encima del humano (4H) y el animal (MBG10).
Podriamos atribuir este ultimo resultado a alguna posible adaptacion de CBVS85 al
estrés nutricional, que, al ser originaria de un curso de agua, carece del excedente

de nutrientes que presentan 4H y MBG10 en su ambiente.

Por ultimo, el hecho de no encontrar diferencias significativas en tres STEC en el
medio rico AP (CAVS123, CBVS85 y MBG10), en ninguno en TSB y dos en AR
(BZ0742 y CAVS123), es una muestra de la enorme variabilidad y adaptabilidad que
pueden presentar las STEC, las cuales podrian ser fuertemente influenciadas por el
ambiente del cual son extraidas, afectando su supervivencia y tasa de crecimiento
(Jang et al., 2017).

Para el ensayo de expresidon de los genes de virulencia, se determind la
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de la Ciprofloxacina para cada uno de los 30
aislamientos y se logré la puesta a punto del ensayo unificando los tres Kkits
utilizados para la extraccion de ARN, digestion con DNAsa y retrotranscripcidon en un

unico protocolo estandarizado conformado por cuatro pasos secuenciales


https://paperpile.com/c/kDpcAn/0uDU
https://paperpile.com/c/kDpcAn/n5qa+vViq
https://paperpile.com/c/kDpcAn/W3Lq

UNIVERSIDAD Q@% FACULTAD DE iibce
DR aRERBHCA w:.:a CIENCIAS T
URUGUAY @’2%@?/ @%? ‘ Egﬁ%ﬁés

independientes (extracciéon, DNAsa, retrotranscripcion y gPCR), sentando un

precedente para futuras investigaciones.

Los resultados obtenidos en el ensayo de expresidn de genes de virulencia indican
que, en primer lugar, todos los aislamientos presentaron al menos condiciéon con
expresion en las qPCR con primers especificos para los genes stx7 y/o stx2, por lo
tanto, podemos afirmar que, a pesar de la baja expresion, cada uno de estos
aislamientos presenta la produccion de toxinas Shiga in vitro. De 30 condiciones,
solo se obtuvo expresion en 9 de ellas, resultado que pone un énfasis en la fuerte
dependencia del origen del aislamiento, asi como de su contexto ambiental para la
expresion de las toxinas Shiga. Asimismo, consideramos que las condiciones del
experimento podrian haber tenido una influencia en estos resultados. En otros
estudios similares donde se evalud la expresion de los genes de las toxinas Shiga
stx1 y stx2 diferencialmente, se observaron diferencias dependiendo de la fase de
crecimiento bacteriana. La mayor expresion del gen stx7 se observé al final de la
fase exponencial (4 horas), y a principio de la fase de latencia para el gen stx2 (0-1
horas) (Peroutka-Bigus et al., 2024). Debido a esto, consideramos que la baja
cantidad de condiciones en las que se observé expresidon (30% de las condiciones)

podria estar asociado al tiempo de cultivo de 24 horas analizado en este trabajo.

Para el caso del gen stx7, se observd su expresion exclusivamente en aislamientos
clinicos, tanto de origen animal (MBG10) como humano (4H), mientras que en
ninguno de los aislamientos ambientales ni de alimento se obtuvo expresion. Este
resultado podria estar vinculado a alguna diferencia en la regulacion de la expresion
de stx1 al presentarse en hospedadores, la cual no se haria presente o no seria
necesaria al encontrarse fuera de organismos. Un estudio del afio 2012 aborda esta
tematica tomando al hierro como un regulador negativo de la expresion de stx71. El
hierro se encuentra en mayor disponibilidad en el ambiente, debido a que en el
cuerpo se encuentra secuestrado, unido a proteinas como la hemoglobina. Por ello,
la ausencia de este elemento dispararia la expresion del gen stx1, pero sin afectar la

expresion de stx2 (Pacheco & Sperandio, 2012).
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El aumento de mas de 25 veces en la expresion de stx? en el aislamiento animal
MBG10 (AP/Atb+) en comparacion con su contraparte sin antibiotico, al igual que la
tendencia observada en sus Cq, confirman el efecto inductor de antibiéticos como la
CIP a concentraciones subinhibitorias en la expresion de las toxinas Shiga en las
condiciones experimentales de este trabajo, reforzando el peligro que conlleva el
tratamiento antibiético de infecciones o enfermedades causadas por STEC
(Ramstad et al., 2021).

Ambos aislamientos clinicos presentaron comportamientos similares. Sin embargo,
el de origen humano (4H) presentd una mayor expresion en el tratamiento sin
antibiético que con el agregado de CIP, algo opuesto a lo planteado por Ramstad et
al. (2021) y corroborado en esta tesina, por lo que seria un buen tratamiento

comparativo a repetir en futuros estudios.

La expresion del gen stx2 fue mayormente baja. El aislamiento alimentario BZ0742
(AP/Atb+) fue el unico cuantificable y amplificé casi 3 ciclos antes que su contraparte
en TSB/Atb+. Si consideramos que la produccion de Stx es una respuesta a
condiciones adversas para la célula y que, en el ensayo de viabilidad BZ0742
mostré el crecimiento mas bajo en AP, puede inferirse que este aislamiento se
encuentra desfavorecido en ambientes ricos en nutrientes. Tal y como se vio en
estudios previos, esto podria deberse a adaptaciones adquiridas por este
aislamiento durante su procesamiento dentro de la industria carnica (Adade et al.,
2025; Wu et al., 2022). Sumado a esto, no se encontraron grandes diferencias entre
la tendencia de la expresion de CAVS123 (AP/Atb+), BZ0742 (TSB/Atb+) y 4H
(TSB/Atb+). Sin embargo, el aislamiento CBVS85 (AP/Atb-) amplificd algunos ciclos
mas tarde que el resto de los aislamientos. Esto puede haberse debido dos factores:
en primer lugar, el hecho de que el cultivo que mas tardé en amplificar sea el unico
sin antibiotico agregado refuerza la idea de la Ciprofloxacina como un inductor de la
expresion. En segundo lugar, la expresion diferencial de los dos aislamientos
ambientales, mas alla de la posible induccidn por antibiético, es una muestra de la

variabilidad que pueden presentar las STEC.


https://paperpile.com/c/kDpcAn/ZKQQ
https://paperpile.com/c/kDpcAn/n5qa+vViq
https://paperpile.com/c/kDpcAn/n5qa+vViq

UNIVERSIDAD @@a% FACULTAD DE libce
DE LA REPUBLICA . :a CIENCIAS
URUGUAY N = B

Cabe destacar que todos los resultados positivos en el g°PCR se observaron con las
STEC cultivadas en los medios AP o TSB, mientras que ninguno se detectd en AR,
el medio nutricionalmente mas desafiante. Esto resulta llamativo, considerando que
la produccién de toxinas Shiga suele inducirse por sefiales de estrés ambiental.

En primer lugar, el medio AR se considera suficientemente estresante, ya que el
agua de arroyo filtrada y esterilizada, carece completamente de factores
nutricionales y de crecimiento. Sin embargo, la temperatura de cultivo utilizada (37
°C), generalmente favorable para el crecimiento bacteriano, podria no reflejar
adecuadamente las condiciones ambientales donde se manifestaria dicho estrés
nutricional. Por otro lado, las mediciones de ADN mediante Nanodrop, realizadas
tras la retrotranscripcion, mostraron concentraciones de entre 2 y 10 ng/uL,
considerablemente menores que las empleadas en estudios similares, que oscilan
entre 80 y 100 ng/pL (Ramstad et al., 2021), lo cual podria explicar la baja expresion
para esta variante de la toxina Shiga.

Referido a este ultimo ensayo, el mismo presentd algunas limitaciones. Tanto el
servicio de extraccion de ARN, como el uso de los kits utilizados para la digestion
con DNAsa y la retrotranscripcion implican un alto costo econdémico, un largo
procesamiento y un mantenimiento adecuado, cualidades que acotaron el numero
de condiciones experimentales, réplicas y repeticiones del ensayo posibles en esta
tesina de grado.

A pesar de limitar el alcance de este proyecto, encuentro este ultimo punto como
una enorme oportunidad para abordar futuros estudios vinculados a la expresion de
los genes de virulencia de STEC, habiendo sentado una base sélida, mediante la
puesta a punto de la extraccion de ARN, digestion con DNAsa y tratamiento con
retrotranscriptasa, generando un protocolo que contempla y vincula estos tres
ensayos secuenciales independientes y su posterior analisis por gqPCR, para usos

futuros en estudios similares.


https://paperpile.com/c/kDpcAn/ZKQQ

UNIVERSIDAD &3@@% FACULTAD DE iibce

DE LA REPUBLICA "% CIENCIAS

URUGUAY N = B
PERSPECTIVAS

Entre las perspectivas mas fuerte de este trabajo se destaca ampliar la cantidad de
aislamientos de cada origen, para aumentar la complejidad y valor estadistico del
ensayo, asi como presentar una mayor cantidad de réplicas bioldgicas, lo cual
implicaria una inversibn mayor en extracciones y tratamientos para un mismo
cultivo. Sumado a esto, un planteo inicial para esta tesina que fue desestimado por
lo previamente explicitado, era utilizar diferentes temperaturas de cultivo, pasando
por los 20°C y descendiendo hasta temperaturas reales de los cursos de agua
donde podrian persistir las STEC.

Asociado al punto anterior, una de las ideas planteadas que, personalmente,
considero la mas desafiante y que promete resultados interesantes implica estudiar
la expresion de las toxinas Shiga a diferentes y menores tiempos de incubacion
(fase de latencia (0 horas), exponencial media (2 horas) y exponencial tardia (4
horas)). Basandonos en trabajos previos (Peroutka-Bigus et al., 2024), donde se
observa una expresion diferencial de las variantes stx7 y stx2 en dichas fases, se
esperaria encontrar una asociacion de stx7 a la fase exponencial tardia y de stx2 a
la latencia, lo cual podria ayudarnos a dilucidar qué rol cumple cada una en las
distintas etapas del crecimiento bacteriano. Previo a esto seria importante
determinar las curvas de crecimiento de los aislamientos, con el fin de conocer los
tiempos de cada fase de crecimiento para cada aislamiento.

Por ultimo, como perspectivas mas generales se plantean el uso de medios
intermedios con mas o menos nutrientes de los utilizados, la utilizacion de otros
antibiéticos inductores de la produccion como Meropenem o Rifampicina y el uso de
otras moléculas inductoras mas generales como la Mitomicina C, usada en una gran
diversidad de estudios, buscando obtener resultados mas robustos que contribuyan

al conocimiento de STEC y su relacion con el ambiente.
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Anexo

Mecanismo de accién de las toxinas Shiga
Extraido de: Enterohemorrhagic Escherichia coli and Other Shiga Toxin-Producing

E. coli, Sperandio and Hovde. ASM Press. (2015)
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Ensayo de viabilidad y supervivencia bacteriana: Recuentos a las 24 horas

nwamens Moo MRl Réplenz Replend  promeds
4H AP 6,3x 108 1,5 x 10° 3,0x 108 1,7 x 10°
MBG10 AP 2,6x108 5,0x 108 - 3,8x 108
BZ0742 AP 6,0 x 107 2,0x108 - 1,3 x 108
CAVS123 AP 4,0x 108 6,0 x 108 - 5,0x 108
CBVS85 AP 1,7 x 108 4,0 x 108 - 2,9x108
4H TSB 3,4x108 5,0x 108 1,0 x 108 3,1x108
MBG10 TSB 2,3x108 3,0x 108 9,0x 108 4,8 x 108
BZ0742 TSB 3,0 x 108 3,3x 108 7,0x 108 4.4 x 108
CAVS123 TSB 2,1x108 3,9x 108 8,0x 108 47 x 108
CBVS85 TSB 5,5x 108 1,0 x 10° 1,0 x 10° 8,5x 108
4H AR 2,5x108 7,3 x 108 - 4,9 x 10°
MBG10 AR 1,8 x 108 7,2 x 108 - 4,5 x 108
BZ0742 AR 1,1x 107 1,1x 107 3,0x 107 1,7 x 107
CAVS123 AR 1,6 x 107 2,6 x 107 2,0x 107 2,1x107
CBVS85 AR 5,0 x 107 5,0 x 107 - 5,0 x 107
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Protocolo de gPCR para genes codificantes para stx1 y stx2

Concentracion
Volumen una
Reactivos En mix determinacion
(uL)
H20dd estéril - - 9,5
PowerSYBR
Green PCR 2X 0,776X 7,76
Master Mix
Primer stx
(1-2) F 25nM 3nM 0,12
Primer stx
(1-2)R 25nM 3nM 0,12
BSA 30mg/mL 15ul/mL 0,5
ADN 50 ng/uL 5 ng/uL 2
Volumen Final - -
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Cuantificacién en Nanodrop: ADNCc total extraido post retrotranscripcién

Condicién ng/uL Condicion ng/uL
BZ0742 (TSB) 12,4 BZ0742 (TSB+CIP) 25,3
4H (TSB) 19,6 4H (TSB+CIP) 42,5
MBG10 (TSB) 34,0 MBG10 (TSB+CIP) 54,2
CAVS123 (TSB) 57,6 CAVS123 (TSB+CIP) 8,8
CBVS85 (TSB) 25,6 CBVS85 (TSB+CIP) 8,2
BZ0742 (AP) 53,7 BZ0742 (AP+CIP) 119,2
4H (AP) 71,7 4H (AP+CIP) 113,5
MBG10 (AP) 81,8 MBG10 (AP+CIP) 93,5
CAVS123 (AP) 744 .4 CAVS123 (AP+CIP) 77,0
CBVS85 (AP) 175,2 CBVS85 (AP+CIP) 77,5
BZ0742 (AR) 12,1 BZ0742 (AR+CIP) 3,1
4H (AR) 3,1 4H (AR+CIP) 3,1
MBG10 (AR) 11,4 MBG10 (AR+CIP) 3,2
CAVS123 (AR) 2,4 CAVS123 (AR+CIP) 24,1
CBVS85 (AR) 2,5 CBVS85 (AR+CIP) 3,2
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Curvas de calibracion
stx1
Dilucion Cq réplica 1 Cq réplica 2 Cq réplica 3 Cq promedio Copias
ADNc/mL
0 18,79 19,21 19,56 19,19 2,5x10°
1/5 22,07 21,62 22,70 22,13 5,0x 10°
110 24,32 23,53 25,75 24,53 1,0 x 10°
115 27,07 26,45 27,08 26,87 2,0 x 10*
1/20 29,78 30,45 30,18 30,14 4,0x10°
1/25 32,63 32,51 33,45 32,87 8,0 x 10?
1/30 33,81 33,69 34,65 34,05 1,6 x 10?
1/35 34,12 35,58 36,70 35,47 3,2x 10’
stx2
Dilucion Cq réplica 1 Cq réplica 2 Cq réplica 3 Cq promedio Copias
ADNc/mL
0 17,59 17,09 17,69 17,46 2,5x10°
1/5 21,06 21,15 21,18 21,13 5,0x 10°
1/10 23,22 23,05 22,83 23,03 1,0 x 10°
115 25,93 26,12 2547 25,84 2,0 x 10*
1/20 29,00 28,18 28,14 28,44 4,0x10°
1/25 30,88 30,99 29,42 30,43 8,0 x 10?
1/30 32,34 34,87 34,71 33,97 1,6 x 10?
1/35 35,23 34,21 35,39 34,94 3,2x 10’
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stx1
Condicién Cq réplica 1 Cq réplica 2 Cq réplica 3 Cq promedio
4H (TSB) 35,50 34,09 36,50 35,36
MBG10 (TSB) 37,53 N/A 34,94 36,24
4H (AP) 36,34 37,94 34,54 36,27
MBG10 (AP) 33,31 34,18 33,76 33,75
4H (AR) 38,62 37,81 37,20 37,88
MBG10 (AR) 37,60 39,05 38,70 38,45
4H (TSB+CIP) 32,10 31,00 30,03 31,04
MBG10 (TSB+CIM) 25,54 26,26 24,71 25,50
4H (AP+CIP) 13,53 N/A 16,70 15,12
MBG10 (AP+CIM) 29,23 28,59 28,85 28,89
4H (AR+CIP) 20,01 N/A 15,63 17,82
MBG10 (AR+CIM) 34,75 37,86 37,20 36,60
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stx2
Condicién Cq réplica 1 Cq réplica 2 Cq réplica 3 Cq promedio
BZ0742 (TSB) N/A N/A N/A N/A
4H (TSB) N/A N/A 39,60 39,60
CAVS123 (TSB) N/A 38,66 36,93 37,80
CBVS85 (TSB) 34,84 38,94 38,87 37,55
BZ0742 (AP) 39,56 34,91 38,08 37,52
4H (AP) N/A 39,28 N/A 39,28
CAVS123 (AP) 36,32 37,90 37,72 37,31
CBVS85 (AP) 38,73 38,37 39,21 38,77
BZ0742 (AR) N/A N/A N/A N/A
4H (AR) N/A 36,88 N/A 36,88
CAVS123 (AR) N/A 34,59 N/A 34,59
CBVS85 (AR) 34,62 N/A N/A 34,62
Bz0742 (TSB+CIP) 38,21 37,45 39,84 38,50
4H (TSB+CIP) 38,08 34,43 36,73 36,41
CAVS123 N/A 35,24 39,25 37,25
(TSB+CIP)
CBVS85 35,32 35,69 N/A 35,51
(TSB+CIP)
BZ0742 (AP+CIP) 35,03 34,33 33,81 34,39
4H (AP+CIP) N/A N/A N/A N/A
CAVS123 35,04 37,13 36,70 36,29
(AP+CIP)
CBVS85 (AP+CIP) N/A 34,91 N/A 34,91
BZ0742 (AR+CIP) 34,55 N/A N/A 34,55
4H (AR+CIP) 22,18 20,59 22,29 21,69
CAVS123 38,06 39,50 N/A 38,78
(AR+CIP)
CBVS85 (AR+CIP) N/A N/A 34,76 34,76




