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Efecto de los Factores en la Técnica de Reaccidon en Cadena de la
Polimerasa (PCR) sobre el Tamafo de los Amplificados del Gen Stx1 de

Escherichia coli .

Resumen

La Escherichia coli enterohemorragica (EHEC) es una bacteria que tiene gran importancia
en salud publica, siendo relevante el serotipo O157:H7 perteneciente a este tipo de E. coli,
dado que es el responsable del sindrome urémico hemolitico (SUH). En el presente trabajo
se utilizaron cepas de origen porcino y canino obtenidas de investigaciones previas, ya que
en los resultados de la electroforesis de los amplificados del gen stx1 de estas cepas se
observo una disminucion en el tamafio molecular de dicho gen en comparacion con el
mismo gen correspondiente a cepas de origen humano. Se utilizaron diferentes
combinaciones de temperaturas y tiempos para conformar distintos ciclos de PCR
(Polimerase Chain Reaction) para observar el efecto de estos factores sobre el tamafio
molecular del gen stx1, utilizando dos cepas como controles positivos la cepa EDL933 y la
cepa 933J. Como resultado en la electroforesis de los amplificados de gen stx1 se observo
que no se lograba la amplificacion esperada del gen al emplear ciertos ciclos; por otra parte
cuando se logré amplificar correctamente al gen stx1, en la mayoria de los ciclos se observo
una disminucién en el tamafio molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen
animal con respecto a la cepa EDL933, pero al realizar la prueba estadistica de analisis de
varianza no se encontré una diferencia significativa, Unicamente en el ciclo ANA3 se
encontrd una diferencia significativa entre el tamafio molecular del gen stx1 de las cepas de
origen animal con respecto a las cepas de origen humano. Se concluye que la modificacién
de las constantes de temperatura y tiempo no altera significativamente el tamafio molecular

de los amplificados del gen stx1.



Introduccion

A) Caracteristicas de tincion, bioquimicasy de crecimiento en agar

La Escherichia coli es una bacteria que forma parte de la flora intestinal normal de
humanos, mamiferos y aves (Bibek, 2001), es perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, los microorganismos incluidos en este género tienen las siguientes
caracteristicas: Son bacilos Gram (-) dotados de motilidad por flagelos o carentes de
motilidad, son anaerobios facultativos, fermentan la lactosa con produccién de acidos y gas,
fermentan glucosa, son catalasa (+), oxidasa (-), indol (+), lisina descarboxilasa (+),
fermentacion del manitol (+) y reducen el nitrato a nitrito (Granados y Villaverde, 2003;
Brooks y col., 2005; Holt y col., 1994).

Estas bacterias crecen bien cuando son sembradas en medios de cultivo como el agar Mac
Conkey, sobre peptona 0 medios con extracto de carne sin adicion de NaCl; el crecimiento
ocurre entre 10-50°C, siendo la temperatura 6ptima de 30-37° C (Granados y Villaverde,
2003; Brooks y col., 2005; Holt y col., 1994).

E. coli forma colonias lisas, circulares, convexas y con bordes bien definidos, incluso

algunas cepas son capaces de producir hemélisis en agar sangre (Brooks y col., 2005).

B) Estructura antigénica

La estructura antigénica de la E. coli se compone por tres antigenos:
1. Antigeno O: es la parte mas externa de la pared lipopolisacarida de la célula. Se
compone por unidades repetidas de polisacaridos (Brooks y col., 2005).
2. Antigenos K: son antigenos capsulares, en el caso de la E.coli son polisacaridos
(Brooks y col., 2005).



3. Antigenos H: son los flagelos y se desnaturalizan o retiran mediante alcohol o calor.
Son una secuencia de peptidos flagelares (Brooks y col., 2005).

4. Antigenos F: son los antigenos de los pili o fimbrias, responsables de la adherencia
a las células. Se componen por unidades repetidas de un solo polipéptido
(Eisenstein, 1987).

C) Clasificacion de E. coli patogenas (Patotipos)

Existen diferentes formas de clasificar a la E. coli, una de estas es la clasificacion segun sus
factores de virulencia:

1. E. coli enteropatogena (EPEC) (Brooks y col., 2005; Ldépez y Guevara, 2002): se
adhieren a las células mucosas del intestino delgado y provocan el borrado de las
microvellosidades y en ocasiones llegan a penetrar a los enterocitos. Es la causante
de diarrea en los lactantes (Brooks y col., 2005).

2. E. coli enterotoxigenica (ETEC) (Brooks y col., 2005; Lépez y Guevara, 2002): se
adhiere al epitelio intestinal y produce exotoxina termolabil (LT) y/o enterotoxina
termoestable (ST). Estas cepas son las responsables de la diarrea del viajero e
importante en la diarrea de lactantes (Brooks y col., 2005).

3. E. coli enterohemorragica (EHEC) (Brooks y col., 2005; Lépez y Guevara, 2002):
producen una verotoxina similar a la toxina de Shiga (ST) (Brooks y col., 2005;
Bibek, 2001). Se han asociado con colitis hemorragica, diarrea grave y sindrome
urémico hemolitico (SUH) (incluye Insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica
microangiopatica y trombocitopenia), el serotipo mas comun es el O157:H7
(Brooks y col., 2005; Bibek, 2001). Los animales, particularmente el ganado bovino
son considerados los portadores del agente (Bibek, 2001). La ingestion de 10-100
células es suficiente para producir enfermedad, especialmente en individuos
susceptibles (Bibek, 2001).

4. E. coli enteroinvasiva (ECEI) (Brooks y col., 2005; Lopez y Guevara, 2002): las
bacterias invaden a los enterocitos. La enfermedad que se produce es muy similar a
la Shigelosis (Brooks y col., 2005).



5. E. coli enteroagregativa (ECEA o EAgEC) (Brooks y col., 2005; Lépez y Guevara,
2002): produce una toxina muy parecida a la ST y una hemolisina. Provocan diarrea
aguda y crénica con una duracion menor a 14 dias (Brooks y col., 2005).

6. E. coli de adherencia difusa (ECAD) (Lépez y Guevara, 2002; Nataro, 2002;
Gunzburg y col., 1993; Levine y col., 1993): este tipo de bacterias se definen por la
habilidad de adherirse a las células HEp-2 en un patron difuso, con poca adherencia
al sustrato (Nataro, 2002). Se ha asociado a este grupo con cuadros de diarrea
persistente en nifios entre 18 (Gunzburg y col., 1993) y 60 meses de edad (Levine y
col., 1993).

D) Genes
Los genes responsables de la patogenicidad de las cepas EHEC son:
e Genes stxly stx 2----- codifican la produccion de Citotoxinas (responsables
del dafio celular)
o Gen eaeA----- codifica la produccion de la Proteina intimina (responsable de
la union y el borrado de las microvellosidades (A/E))
e Gen hlyA-----codifica la produccion de la Enterohemolisina (responsable de

la hemolisis)

En las cepas EHEC la produccion de las verotoxinas (citotoxinas) depende de la presencia
de los genes stx1 y stx2 (incluyendo sus variantes); estos genes se encuentran dentro de
bacteriofagos integrados al cromosoma bacteriano (Nelly y Friedman, 1998). Lo anterior
resulta importante por que existe la posibilidad de transduccion de los fagos a cepas de E.
coli distintas, dando como resultado nuevos tipos de cepas EHEC (Schmidt y col., 1999;
Ohnish y col., 2002).

E) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)



Para la identificacion segura y rapida de genes existe una técnica que esta tomando cada
vez mayor importancia dentro de la investigacion médica y biologica, es la Reaccion en

cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction, PCR) (De la Rosa y Prieto, 2005).

La PCR es una técnica de diagnostico molecular en la cual el material de partida es un
segmento de la doble cadena de ADN que contiene la secuencia especifica a detectar (De la
Rosa y Prieto, 2005). Esta técnica fue descrita por primera vez en 1980 por Kary Mullis
(Hogg, 2005).

La PCR es el mayor avance tecnoldgico en el analisis de ADN y ARN, clonacion de ADN,
diagnostico genético y de deteccion de mutaciones (Wang y col., 1989; Kaufman y col.,
1995; Dale, 1998).

Para la reaccion se requieren cebadores o primers (oligonucleétidos sintéticos), una ADN
polimerasa termoestable y una mezcla de nucledtidos (De la Rosa y Prieto, 2005). Los
primers flanquean y limitan la secuencia del ADN que se desea amplificar, cada primer
hibrida un trozo de una de las dos cadenas de ADN, lo cual quiere decir que la sintesis a
partir de cada primer se realiza en sentido contrario a la sintesis del otro primer encerrando
el fragmento de ADN a amplificar (De la Rosa y Prieto, 2005; Hogg, 2005). Por su parte la
ADN polimerasa sintetiza cadenas de ADN complementario de la secuencia diana a partir

de los cebadores (De la Rosa y Prieto, 2005).

El PCR comienza con la extraccion del ADN presente en la muestra, al cual se le agregan
los reactivos para poder iniciar el proceso dentro de un termociclador (De la Rosa y Prieto,
2005).

Dentro del termociclador se llevan a cabo las tres fases del PCR:

1) Desnaturalizacion: consiste en la separacion de las 2 hebras de ADN mediante
calentamiento. Se realiza a una temperatura de 94-95° C (De la Rosa y Prieto, 2005;
Hogg, 2005).



2) Hibridacion: los primers se fijan en los extremos de la zona a amplificar. Esto ocurre a
una temperatura de 50-60° C (De la Rosa y Prieto, 2005; Hogg, 2005).

3) Elongacion: la ADN polimerasa extiende el primer adhiriendo nucleétidos
complementarios formando una segunda hebra de la secuencia diana, la reaccion se
realiza siempre en sentido 5’----3’ (De la Rosa y Prieto, 2005). Se realiza a una
temperatura de 72° C, esta es la temperatura éptima para el funcionamiento de la
enzima, ya que éesta es obtenida de una bacteria termofilica como la Thermus aquaticus
(De la Rosa y Prieto, 2005; Hogg, 2005).

Este proceso se repite de 30 a 35 veces (en los protocolos normales), dando como resultado
la sintesis de millones de copias de la secuencia amplificada en unas cuantas horas (De la
Rosa y Prieto, 2005; Hogg, 2005).
El producto obtenido puede observarse mediante distintas técnicas como la electroforesis
en gel (De la Rosa y Prieto, 2005).



Antecedentes

Las cepas utilizadas en el presente trabajo fueron obtenidas de trabajos de investigacion
previos en donde se estudiaron las cepas de origen animal (canino y porcino
respectivamente), dichas cepas mostraron una ligera disminucion en el tamafio molecular

del gen stx1 en comparacion con el mismo gen de las cepas conocidas de origen humano.

Vésquez (2007), trabajoé con cepas de origen porcino obtenidas de casos que llegaron al
laboratorio clinico veterinario DIVET y con algunas cepas igualmente de origen porcino
proporcionadas por el M.V.Z. Victor Quintero de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan — UNAM. Un ejemplo de los resultados obtenidos se encuentra en la siguiente
imagen (Figura 1).

Figura 1

2HGEEEEHESEPRERRES RS S EEE B R 0
L 18 19 2022 2527 78 79 30 3| 32 3536 MerB331BT K2 A B H J U C? C4 D3 - +

Figura 1. Foto electronica de la electroforesis de los amplificados de PCR multiplex de cepas de E. coli de
origen porcino. En los carriles correspondientes a las cepas Al y 32 respectivamente se observa una
disminucion en el tamafio molecular de la banda correspondiente al gen Stx1 con respecto a las cepas control

(Aler, 933¢ IBT ) (Vazquez, 2008).

Estrada (2007), trabajo con cepas de E. coli de origen canino obtenidas mediante un
muestreo en el albergue “El Rosado” 'y algunas cepas que fueron donadas por el

laboratorio clinico veterinario DIVET. En los amplificados del gen stxl de estas cepas



también se observd una disminucion en el tamafno molecular de dicho gen con respecto a

los amplificados de las cepas control.

Esto es importante, ya se sabe que es posible que se genere diversidad gendmica en el
serogrupo O157 cuando existe variacion estructural y posicional extensa de los
bacteriofagos (Ohnish y col.,, 2002); por otra parte se debe considerar el efecto del
almacenamiento prolongado y de las multiples resiembras que se realizaron con las cepas
utilizadas en el presente trabajo, ya que esto pudo haber modificado el genoma provocando

ligeras variaciones en el mismo (Shima y col., 2006).

Por otra parte en estudios previos se han identificado variantes del gen stx2 (Cicuta y col.,

20006), asi como variantes del gen eae (Blank y col., 2002).






Hipotesis

Si al modificar las constantes de tiempo y temperatura de la técnica de PCR no se observa
un cambio en el tamafio molecular del gen stx1, entonces las cepas de origen animal

cuentan con un gen distinto al gen de las cepas de origen humano conocidas.



Objetivo General

Evaluar las alteraciones producidas por la variacion de temperatura y tiempo sobre el
tamafno molecular observado en amplificados del gen stx1 de Escherichia coli aisladas de

animales domésticos.



Obijetivos Particulares

1. Evaluar el efecto de la modificacion de la temperatura de desnaturalizacion sobre el
tamafo molecular de los amplificados del gen stx1 presente en las distintas cepas de

Escherichia coli utilizadas.

2. Evaluar el efecto de la modificacion de la temperatura de hibridacion sobre el
tamafo molecular de los amplificados del gen stx1 presente en las distintas cepas de

Escherichia coli utilizadas.

3. Evaluar el efecto de la modificacion del tiempo durante los ciclos de PCR sobre el
tamafo molecular de los amplificados del gen stx1 presente en las distintas cepas de

Escherichia coli utilizadas.



Materiales y Métodos

A) Cepas utilizadas

Para el trabajo se utilizaron las siguientes cepas de Escherichia coli:

1) Control Positivo: Cepa 933J (presenta el gen Stx1) (Vazquez, 2008; Solis, 2008).

2) Control Positivo: Cepa EDL 933 (presenta los genes (Stx1, stx2 y eaeA) (Vazquez,
2008; Solis, 2008).

Las cepas control fueron proporcionadas por el Doctor Guillermo Valdivia Anda de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

3) Cepas Problema: (Obtenidas de trabajos previos) Al, CIVB032 (origen porcino) y
EEla, EElc (origen canino).

Todas las cepas fueron sembradas en medio de Mc Conkey a 37°C durante 24h para su

purificacion (Holt y col., 1994).

B) Extraccion del ADN

Todas las cepas fueron sembradas en caldo soya tripticaseina (AST) durante 24h a 37°C
(Valdivia, 1995), posteriormente los cultivos se centrifugaron (centrifuga UNICO™
182-E Ridge Dayton, NJ 08810) a 1500 rpm por 3-4 minutos (Paton y Paton, 1997), se
desecho el sobrenadante y posteriormente se resuspendié el sedimento en 1 ml de agua

inyectable y fue colocado en microtubos estériles tipo Eppendorf de 1.5ml (Paton y

Paton, 1997).

Los microtubos se colocaron en bafio maria durante 15min, después se refrigeraron las
muestras durante 10 min (Paton y Paton, 1997). Una vez transcurrido este tiempo se
realiz6 una segunda centrifugacion (microcentrifuga BIORAD, model 16K) a 4000 rpm
por espacio de 2 minutos.

Finalmente las muestras fueron guardadas en congelacion a -20 °C hasta su utilizacion.



C) PCR (Polimerase Chain Reaction)

Se llevd a cabo la técnica de PCR multiplex (Cuadrol), para la cudl se realizo la
preparacion de cada una de las 6 muestras de acuerdo con las cantidades mostradas a

continuacion (Cuadro 2):

Cuadro 1. Primers utilizados para realizar el PCR Multiplex

Gen Secuencia

stxl F SCTGGATTTAATGTCGCATAGTC?
stx1 R YAGAACGCCCACTGAGATCATC®
stx2 F YGGCACTGTCTGAAACTGCTCC?
stx2 R YTCGCCAGTTATCTGACATTCTG®
eaeA F “GACCCGGCACAAGCATAAGC®
eaeA R “CCACCTGCAGCAACAAGAGG®

Reactivo Concentracion Cantidad

Buffer 10x 2.5ul
(INVITROGE

N)

Mg Cl, 50mM 1l
(INVITROGE
N)

dNTPs 200uM 2ul
(INVITROGE

N)

Primers 50pM/ul 3.5ul
(INVITROGE

N)

H,0 13.8ul

Taq 5Ul/ul 0.2ul
(INVITROG
EN)

TOTAL 23ul




Se colocaron 23l de la mezcla anterior en 7 microtubos eppendorf de 0.6ml, ya que se
consideraron 2 cepas testigo, 4 cepas problema y un blanco. Posteriormente se
agregaron 2ul de ADN a cada microtubo respectivamente, dejando al microtubo
marcado como blanco sin ADN. Los microtubos fueron colocados en el termociclador

(MJ RESEARCH INC, PTC-100™), para realizar el proceso de PCR.

Se realizo la programacion del termociclador tomando en cuenta los criterios que se
muestran a continuacion (Cuadro 3). Posteriormente se eligié el programa que se

deseaba utilizar y se habilit6 en el termociclador.

Cuadro 3. Disefo experimental

Ciclo Variables
Temperatura | Tiempo

STEC2 (normal) | 94°C 45seg
50°C

ANA1 90°C 45seg
45°C

ANA2 96°C 45seg
55°C

ANA3 90°C 45seg
50°C

ANA4 96°C 45seg
50°C

ANA5 94°C 30seg
50°C

ANAG6 94°C 55seg
50°C




De esta forma los ciclos utilizados fueron los siguientes (Cuadro 4):

Cuadro 4. Condiciones empleadas en la PCR para la evaluacion del gen stx1

Paso Ciclo

STEC2 ANA1 ANA2 ANA3 ANA4 ANAS ANAG6
1 94°C por Smin 90°C por Smin 96°C por Smin 90°C por 5Smin 96°C por Smin 94°C por 5 min 94°C por Smin
2 50°C por 2min 45°C por 2min 55°C por 2min 50°C por 2min 50°C por 2min 50°C por 2min 50°C por 2min
3 72°C por 45seg 72°C por 45seg 72°C por 45seg 72°C por 45seg 72°C por 45seg 72°C por 30seg 72°C por 55seg
4 94°C por 45seg 90°C por 45seg 96°C por 45seg 90°C por 45seg 96°C por 45seg 94°C por 30seg 94°C por 55seg
5 50°C por 45seg 45°C por 45seg 55°C por 45seg 50°C por 45seg 50°C por 45seg 50°C por 30seg 50°C por 55seg
6 Repite 35 veces Repite 35 veces | Repite 35 veces | Repite 35 veces | Repite 35 veces | Repite 35 veces | Repite 35 veces

paso3as paso3a$ paso3as paso3as paso3as paso3as paso3a$

7 72°Cpor 10min | 72°C por 10min | 72°C por 10min | 72°C por 10min | 72°C por 10min | 72°C por 10min | 72°C por 10min
8 4°Coo 4°C o 4°C o 4°C o 4°C oo 4°C o 4°C o0
9 Fin Fin Fin Fin Fin Fin Fin




D) Electroforesis

Se realiz6 una mezcla homogénea de 30ml de solucion TAE 1X estéril + 0.6g de Agarosa
(Rodriguez, 2002), se calentd hasta que la muestra adquirié una apariencia transparente.
Posteriormente la mezcla de agarosa se dejo enfriar ligeramente y se agregaron 10ul de
Bromuro de Etidio, se mezcl6 para que el bromuro de Etidio se distribuyera correctamente
en toda la mezcla. Se colocaron los separadores y el peine en su lugar correspondiente en la
camara de electroforesis en gel (LIFE TECHNOLOGIES~, HORIZON 58) y la mezcla fue
vertida dentro de la camara. Se dej6 enfriar hasta que el gel endurecio. Se retiraron
separadores y el peine, dejando libre el gel, el cual se cubre con solucion TAE 1X dentro la

camara de electroforesis.

Los productos amplificados se colocaron en los pozos formados por el peine. El primer
pozo se dejo libre para colocar el marcador de peso molecular al final. Para cada pozo se
realizd una mezcla de 1.5ul de Buffer + 6.5ul de la muestra elegida respectivamente,
después se coloco esa mezcla en el pozo correspondiente y por ultimo se colocéd el
marcador de peso molecular (123bp DNA Ladder) en el primer pozo del gel. Se conect6 la
camara a la corriente eléctrica y se dejaron correr las muestras con una corriente constante
(75V) y amperaje constante, durante 45 minutos aproximadamente. Por ultimo se saco el
gel de la camara de electroforesis y se colocd en el transluminador (SYNGENE) donde se
obtuvo una fotografia digital utilizando luz ultravioleta, se proceso dicha fotografia

mediante el programa IMAGE-Pro Plus.

E) Analisis estadistico

Se realiz6 el andlisis estadistico de los resultados utilizando el método de andlisis de
varianza (ANOVA) (Sokal y Rohlf, 1999; Daniel, 1984) para establecer si existia una
diferencia significativa entre los resultados obtenidos para el gen stx1 de las cepas de origen

humano y de las cepas de origen animal, asi como también se probd si existia una



diferencia significativa entre los resultados para el gen sStxlen los diferentes ciclos

utilizados.



Resultados

Al realizar la electroforesis de los amplificados de las diferentes cepas de E. coli
obtenidos al utilizar el ciclo STEC2 de PCR se encontrd una disminucion del tamafio
molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen animal en relacion con el
mismo gen correspondiente a las cepas de origen humano, siendo poco evidente esta
diferencia con respecto al gen stx1 de la cepa 933J y mas marcada con respecto al gen
stx1 de la cepa EDL933. (Figura 2).

Figura 2
Resultados de la electroforesis de los amplificados correspondientes
al ciclo STEC2 (Normal)
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Figura 2. Se observa una disminucién en el tamafio molecular del gen stx1de las cepas de origen animal
con respecto al mismo gen de la cepa EDL 933 siendo poco evidente en el caso del gen stx1 de la cepa
933J



Al obtener el resultado numérico del tamafio molecular de cada banda correspondiente
al gen stx1 presente en el gel de agarosa correspondiente al ciclo STEC2 de PCR, se
encontro que el tamafio molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen
animal fue menor en todos los casos, que el tamafio molecular del mismo gen
correspondiente a la cepa EDL933. Por otra parte, al comparar el tamafio molecular del
gen stx1 correspondiente a las cepas de origen animal con el tamafio molecular del
mismo gen correspondiente a la cepa 933J se encontr6 que el tamafio molecular del gen
stx1 fue igual en relacion con las cepas de origen porcino, mientras que las cepas de
origen canino presentaron un tamafio molecular mayor del gen stx1 con respecto al
tamafno molecular que presenta el mismo gen correspondiente a la cepa 933J. (Cuadro 5

y Figura 2.1).

Temperatura: Desnaturalizacion 94°C, Hibridacion
50°C. Tiempo: 45s

933J 170

Al 366, 170

EEla 561, 379, 184

Cuadro 5. El tamafio molecular del gen stx1 varia entre las cepas de origen humano y las
cepas de origen animal (170pb a 198pb).



Figura 2.1

Resultados de los amplificados del gen stx1 de
las cepas de E. coli segun su origen utilizando

el ciclo STEC2
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Al aplicar la prueba estadistica de analisis de varianza (ANOVA) a los resultados
obtenidos del tamafio molecular de los amplificados del gen stx1 correspondientes al
ciclo STEC2, se obtuvo que no existe una diferencia significativa entre el tamafio
molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen animal con respecto el
mismo gen encontrado en las cepas de origen humano, por lo tanto el tamafio molecular

del gen stx1 es semejante entre todas las cepas comparadas.(Cuadro 5.1 y Cuadro 5.1.1)

HUMANO  ANIMAL

Suma de cuadrados 68104 125512 193616
Suma total de cuadrados /n total | 192962.6667
S.C. grupos 65.33333333




Origen de la variacién . .C. .C. Razén de varianza
Y-Y intragrupos

Ho= HUMANO = ANIMAL
Por lo tanto el tamafno molecular segun el origen es semejante

Al realizar la electroforesis de los amplificados de las diferentes cepas de E. coli
obtenidos al utilizar el ciclo ANAL de PCR se encontrd una disminucion del tamafio
molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen canino en relacién con el
mismo gen correspondiente a la cepa EDL933. No se obtuvo el amplificado del gen stx1
correspondiente a la cepa 933J ni el correspondiente a las cepas de origen porcino (Aly
CIVBO032). (Figura 3).
Figura 3
Resultados de la electroforesis de los amplificados correspondientes
al ciclo ANA1

Figura 3. Se observa una disminucién en el tamafio molecular del gen stx1de las cepas de origen animal
con respecto al mismo gen de la cepa EDL 933. No se observa el gen stx1 en los carriles correspondientes
a las cepas 933J, Al ni en CIVB032.



Al obtener el resultado numérico del tamafio molecular de cada banda correspondiente
al gen stx1 presente en el gel de agarosa correspondiente al ciclo ANAL de PCR, se
encontrd que el tamafio molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen
canino (EEla y EElc) fue menor que el tamafio molecular del mismo gen
correspondiente a la cepa EDL933. (Cuadro 6 y Figura 3.1).

Temperatura: Desnaturalizacion 90°C, Hibridacion 45°C

933J

-

EEla 198

Cuadro 6. Se observa una disminucién en el tamafio molecular del gen stx1de las cepas de origen animal
con respecto a la cepa EDL 933. El tamafio molecular del gen stx1varia de 198pb en los amplificados
de origen canino con respecto al tamafio molecular de 226pb del mismo gen, que se observa

en el amplificado correspondiente a EDL933.

Figura 3.1
Resultados de los amplificados del gen stx1 de
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Los resultados obtenidos al aplicar la prueba estadistica de analisis de varianza
(ANOVA) al tamafio molecular de los amplificados del gen stx1 correspondientes al
ciclo ANA1, demostraron que no existe una diferencia significativa entre el tamarfio
molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen animal con respecto el
mismo gen encontrado en las cepas de origen humano, por lo tanto el tamafio molecular

del gen stx1 es semejante entre todas las cepas comparadas.(Cuadro 6.1 y Cuadro 6.1.1)

Origen HUMANO ANIMAL Columnl

198

SUMA 226 396 622

Suma de cuadrados 51076 78408 129484

Suma total de 128961.3333

cuadrados /n total

S.C. grupos 522.6666667

Q
N




Origen de la variacion gl. S.C M.C. Razon de varianza

Y-Y intragrupos 1 0 0

Ho= HUMANO = ANIMAL

Por lo tanto el tamafio molecular seguin el origen es semejante

La electroforesis de los amplificados de las diferentes cepas de E. coli obtenidos al
utilizar el ciclo ANA2 de PCR mostr6 que Unicamente fue posible obtener el
amplificado del gen stx1 de la cepa EDL933, el resto de los carriles no mostrd
resultados. (Figura 4).
Figura 4
Resultados de la electroforesis de los amplificados correspondientes
al ciclo ANA2

Figura 4. Unicamente se observa en amplificado correspondiente a la cepa EDL933

en donde se observan dos bandas, la Gltima correspondiente al gen stx1.



El resultado numérico del tamafio molecular del gen stx1 de la cepa EDL933 obtenido al
utilizar el ciclo ANA2 de PCR fue de 226pb (Cuadro 7 y Figura 4.1)

Temperatura: Desnaturalizacion 96°C, Hibridacion

55°C

933J

-

EEla

Cuadro 7. El amplificado correspondiente a la cepa EDL933 que presenta 226pb

es el correspondiente al gen stx1.

Figura4.l
Resultados de los amplificados del gen stx1 de

las cepas de E. coli segun su origen utilizando
el ciclo ANA2
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Los resultados obtenidos al aplicar la prueba estadistica de analisis de varianza
(ANOVA) al tamafio molecular de los amplificados del gen stx1 correspondientes al
ciclo ANA2, demostraron que no existe una diferencia significativa entre el tamarfio
molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen animal con respecto el

mismo gen encontrado en las cepas de origen humano, por lo tanto el tamafio molecular

del gen stx1 es semejante entre todas las cepas comparadas.(Cuadro 7.1 y Cuadro 7.1.1)

Origen HUMANO ANIMAL Columni

Suma de cuadrados de 51076
SUMA

S.C. intragrupos

Origen de la variacion gl. S.C. M.C. Razon de varianza

Y-Y intragrupos 0 - #DIV/0!
Ho= HUMANO = ANIMAL

Por lo tanto el tamaiio molecular segun el origen es semejante




Al realizar la electroforesis de los amplificados de las diferentes cepas de E. coli
obtenidos al utilizar el ciclo ANA3 de PCR se encontrd una disminucion del tamafio
molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen animal en relacién con el
mismo gen correspondiente a las cepas de origen humano, siendo poco evidente esta
diferencia con respecto al gen stx1 de la cepa 933J y mas marcada con respecto al gen
stx1 de la cepa EDL933. (Figura 5).
Figura 5
Resultados de la electroforesis de los amplificados correspondientes
al ciclo ANA3

EEle  Blanco

Figura 5. Se observa una disminucion en el tamafio molecular del gen stx1 de las cepas de origen animal
con respecto al tamafio molecular del mismo gen de la cepa EDL 933, siendo poco evidente la diferencia

en relacién con el gen stx1 de la cepa 933J.

Al obtener el resultado numérico del tamafio molecular de cada banda correspondiente
al gen stx1 presente en el gel de agarosa correspondiente al ciclo ANA3 de PCR, se
encontrd que el tamafo molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen
animal fue menor que el tamafio molecular del mismo gen correspondiente a las cepas

de origen humano (Cuadro 8 y Figura 5.1).



Temperatura: Desnaturalizacion 90°C, Hibridacion 50°C

Seler 212

Al 645, 617, 505, 449, 393, 296, 198

EEla 575, 449, 407, 198

Cuadro 8. Se observa una disminucién en el tamafio molecular del gen stx1 de las cepas de origen animal
(198pb) con respecto al mismo gen de las cepas EDL 933 (226pb) y 933J (212pb).

Figura 5.1

Resultados de los amplificados del gen stx1 de
las cepas de E. coli segun su origen utilizando
el ciclo ANA3
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El resultado del analisis estadistico (ANOVA) aplicado a los resultados del tamafio
molecular del gen stx1 obtenidos mediante el ciclo ANA3 de PCR demuestra que existe
una diferencia significativa entre el tamafio molecular del gen stx1 presente en las cepas
de origen animal con respecto al tamafio molecular del gen stx1 presente en las cepas de
origen humano, por lo tanto el tamafio molecular de dicho gen es diferente entre las

cepas de origen animal y las cepas de origen humano. (Cuadro 8.1 y Cuadro 8.1.1).

Origen HUMANO ANIMAL Columnl

226 198

198

SUMA 438 792 1230

Suma de cuadrados 96020 156816 252836

Suma total de 252150

cuadrados/n total

S.C. grupos 588

a 2




Origen de la variacion gl. S.C. M.C Razodn de varianza

Y-Y intragrupos 4 98 24.5

Ho= HUMANO = ANIMAL

Por lo tanto el tamaifio molecular segun el origen tiene una diferencia significativa

Al realizar la electroforesis de los amplificados de las diferentes cepas de E. coli
obtenidos al utilizar el ciclo ANA4 de PCR se encontrd una disminucién del tamafio
molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen canino en relacion con el
mismo gen correspondiente a la cepa EDL933, por el contrario al comparar el tamafo
molecular del gen stx1 de las cepas de origen canino con el tamafio molecular del
mismo gen correspondiente a la cepa 933J éste se observé muy similar. No se obtuvo el
amplificado del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen porcino (Al y
CIVBO032). (Figura 6).



Figura 6
Resultados de la electroforesis de los amplificados correspondientes
al ciclo ANA4
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Figura 6. Se observa una disminucion en el tamafio molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de
origen canino con respecto al tamafio molecular del mismo gen correspondiente a la cepa EDL933;
mientras que el tamafio molecular del gen stx1 de las cepas de origen canino se observa muy similar al
tamafio molecular de dicho gen de la cepa 933J. No se lograron obtener los amplificados correspondientes

a las cepas de origen porcino.

Al obtener el resultado numérico del tamafio molecular de cada banda correspondiente
al gen stx1 presente en el gel de agarosa correspondiente al ciclo ANA4 de PCR, se
encontrd que el tamafo molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen
canino fue menor que el tamafio molecular del mismo gen correspondiente a la cepa
EDL933, pero mayor que el tamafio molecular del gen stx1 de la cepa 933J. (Cuadro 9y
Figura 6.1).



Temperatura: Desnaturalizacion 96°C, Hibridacion 50°C

933J 198

Al

EEla 212

Cuadro 9. Se observa una disminucion en el tamafio molecular de las bandas

correspondientes al gen stx1 de las cepas de origen animal con respecto a EDL933
(212pb y 226pb respectivamente), siendo este tamafio molecular mayor que el que se
presenta en 933J(198pb). No se lograron obtener los amplificados correspondientes a las cepas de

origen porcino.

Figura 6.1

Resultados de los amplificados del gen stx1 de
las cepas de E. coli segun su origen utilizando
el ciclo ANA4
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Los resultados obtenidos al aplicar la prueba estadistica de analisis de varianza
(ANOVA) al tamafio molecular de los amplificados del gen stx1 correspondientes al
ciclo ANA4, demostraron que no existe una diferencia significativa entre el tamarfio
molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen animal con respecto al
tamafno molecular del mismo gen encontrado en las cepas de origen humano, por lo
tanto el tamafio molecular del gen stx1 es semejante entre todas las cepas comparadas.

(Cuadro 9.1y Cuadro 9.1.1)

Origen HUMANO ANIMAL Columni

226 212

SUMA 424 424 848

Suma de cuadrados 90280 89888 180168

Suma total de 179776

cuadrados/n total

S.C. grupos 0

Origen de la variacion gl. S.C. M.C Razon de varianza

N
w
)
N
=
O
(o)}

Y-Y intragrupos

Ho= HUMANO = ANIMAL

Por lo tanto el tamafio molecular segun el origen es semejante




La electroforesis de los amplificados del gen stx1 obtenidos mediante el ciclo ANA5 de
PCR mostré una disminucion del tamafio molecular del gen stx1 correspondiente a las
cepas de origen animal con respecto al tamafio molecular del mismo gen
correspondiente a la cepa EDL933. Por otra parte el tamafio molecular del gen stx1 de la

cepa 933J parece menor al observado para el resto de las cepas. (Figura 7).

Figura 7
Resultados de la electroforesis de los amplificados correspondientes
al ciclo ANA5
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Figura 7. Se observa una disminucion en el tamafio molecular del gen stx1de las cepas de origen animal
con respecto al tamafio molecular de dicho gen para la cepa EDL 933, mientras que en el caso de la

cepa 933J el gen stx1 presenta un tamafio molecular menor con respecto al resto.



Al obtener el resultado numérico del tamafio molecular de cada banda correspondiente
al gen stx1 presente en el gel de agarosa correspondiente al ciclo ANA5 de PCR, se
encontro que el tamafio molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen
animal fue menor que el tamafio molecular del mismo gen correspondiente a la cepa
EDL933 y mayor que el tamafio molecular del mismo gen correspondiente a la cepa
933J. (Cuadro 10 y Figura 7.1).

Tiempo: 30s

561, 226

589, 421, 240

617, 435, 240

Cuadro 10. Las cepas de origen animal presentan una disminucidn en el tamafio molecular del gen stx1
(240pb) con respecto a la cepa EDL933 (254pb) , mientras que presentan un tamafio molecular mayor de

dicho gen con respecto a la cepa 933J (226pb)



Figura7.1

Resultados de los amplificados del gen stx1 de
las cepas de E. coli segun su origen utilizando
el ciclo ANAS
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Los resultados obtenidos al aplicar la prueba estadistica de andlisis de varianza
(ANOVA) al tamafio molecular de los amplificados del gen stx1 correspondientes al
ciclo ANA5, demostraron que no existe una diferencia significativa entre el tamarfio
molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen animal con respecto el
mismo gen encontrado en las cepas de origen humano, por lo tanto el tamafio molecular
del gen stx1l es semejante entre todas las cepas comparadas.(Cuadro 10.1 y Cuadro
10.1.1)



Origen

Suma de cuadrados

HUMANO

254

SUMA

480

115592

ANIMAL

240

240

960

230400

Columnl

1440

345992

Suma total de

cuadrados/n total

S.C. grupos

345600

o

N

Origen de la variacion

Y-Y intragrupos

Ho= HUMANO = ANIMAL

gl. S.C.

Por lo tanto el tamaio molecular segtn el origen es semejante

M.C.

Razon de varianza




Los resultados de la electroforesis de los amplificados del gen stx1 obtenidos mediante
el ciclo ANAG6 mostraron que el gen stx1 correspondiente a las cepas de origen animal
aparenta tener un menor tamafio molecular con respecto al tamafio molecular del mismo
gen de la cepa EDL933, mientas que dicho gen correspondiente a la cepa 933J se
observa del mismo tamafio molecular que en las cepas de origen animal. (Figura 8). Al
utilizar este ciclo no vario el numero de bandas de los amplificados con respecto a los

obtenidos con el ciclo STEC2.

Figura 8
Resultados de la electroforesis de los amplificados correspondientes
al ciclo ANAG
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Figura 8. Se observa una disminucion en el tamafio molecular de los amplificados
correspondientes al gen stx1 en los carriles de las cepas de origen animal, con
respecto al amplificados del gen stx1 del carril de EDL933; mientras que el
amplificado correspondiente al mismo gen de 933J se aprecia con el mismo

tamafio molecular que en las cepas de origen animal.



Al obtener el resultado numérico del tamafio molecular de cada banda correspondiente
al gen stx1 presente en el gel de agarosa correspondiente al ciclo ANAG6 de PCR, se
encontré que el tamafio molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen
animal fue menor que el tamafio molecular del mismo gen correspondiente a la cepa
EDL933, pero mayor que el tamafio molecular del gen stx1 de la cepa 933J. (Cuadro 11

y Figura 8.1).

Tiempo: 55s

933J 198

Al 366, 212

505, 379, 212

Cuadro 11. El tamafio molecular del gen stx1 para las cepas de E. coli de origen animal (212pb)
es menor que el tamafio de dicho gen para la cepa EDL933(226pb), por el contrario el tamafio
molecular del gen stx1 para la cepa 933J (198pb) es menor que el correspondiente para las cepas de

origen animal.



Figura 8.1

Resultados de los amplificados del gen stx1 de
las cepas de E. coli segun su origen utilizando
el ciclo ANAG

o
: o~

y —-

HUMANO ANIMAL

Los resultados obtenidos al aplicar la prueba estadistica de andlisis de varianza
(ANOVA) al tamafio molecular de los amplificados del gen stx1 correspondientes al
ciclo ANAG, demostraron que no existe una diferencia significativa entre el tamafio
molecular del gen stx1 correspondiente a las cepas de origen animal con respecto al
tamafno molecular del mismo gen encontrado en las cepas de origen humano, por lo

tanto el tamafio molecular del gen stx1 es semejante entre todas las cepas comparadas.

(Cuadro 11.1y Cuadro 11.1.1)



Origen

SUMA

Suma de cuadrados

Suma total de

cuadrados/n total

S.C. grupos

HUMANO

226

424

90280

269664

o

N

ANIMAL

212

212

848

179776

Columnl

1272

270056

Origen de la variacion

Y-Y intragrupos

Ho= HUMANO = ANIMAL

gl. S.C.

Por lo tanto el tamaiio molecular segun el origen es semejante

M.C.

Razon de varianza




En resumen encontramos que utilizando seis de los siete ciclos diferentes en el
termociclador, no se observa una diferencia significativa del tamafio molecular del gen

stx1 entre los amplificados de las cepas de origen animal y las cepas de origen humano.

Unicamente en el ciclo ANA3 se encontré una diferencia significativa entre el tamafio
molecular de los amplificados del gen stx1 entre las cepas de origen humano y las cepas
de origen animal; en este ciclo la temperatura de desnaturalizacion se disminuyé (90°C),
la temperatura de hibridacion y el tiempo se mantuvieron iguales (50°C y 45seg

respectivamente) con respecto al ciclo STEC2.



Figura 9

Resultados de los amplificados del gen stx1 de las diferentes cepas de
E. coli en los diferentes ciclos de PCR utilizados
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Figura9 En esta grafica se muestran los resultados de los amplificados del gen stx1 para las distintas cepas utilizando diferentes ciclos de PCR. Ciclo STEC2: 933J (170pb),
EDL 933 (198pb), A1 (170pb), CIVB032 (170pb), EE1a (184pb) y EE1c (184pb). Ciclo ANAL: EDL933 (226pb), EE1a(198pb) y EE1c (198pb). Ciclo ANA2: EDL933
(226pb). Ciclo ANA3: 933J (212pb), EDL933 (226pb), A1 (198pb), CIVB032 (198pb), EE1a (198pb) y EE1c (198pb). Ciclo ANA4: 933J (198pb), EDL933 (226pb), EEla
(212pb) y EE1c (212pb). Ciclo ANAS: 933] (226pb), EDL 933 (254pb), Al (240pb), CIVB032 (240pb), EE1a (240pb) y EE1c (240pb). Ciclo ANA6: 933J (198pb), EDL 933
(226pb), Al (212pb), CIVB032 (212pb), EEla (212pb) y EE1c (212pb).



Utilizando el ciclo ANA1 solamente se obtuvo el amplificado del gen stx1 para las cepas
EDL933, EElay EE1c. En todos los casos se observd un aumento en el tamafio molecular
del gen con respecto al resultado obtenido para la misma cepa al utilizar el ciclo STEC2.
(Figura 9).

En el ciclo ANA2 sélo se obtuvo el amplificado del gen stx1 correspondiente a la cepa
EDL933, y se observd un aumento en el tamafio molecular del mismo con respecto a su
homdlogo utilizando el ciclo STEC2 de PCR. (Figura 9).

Con el ciclo ANA3 se obtuvo como resultado el aumento del tamafio molecular del gen
stxl correspondiente a cada cepa con respecto al resultado obtenido con STEC2
respectivamente. Se igualo el tamafio molecular entre las cepas de origen canino y porcino.
(Figura 9).

Al analizar los datos obtenidos con la utilizacién de cada ciclo sobre el tamafio molecular
del gen stx1, observamos que usando el ciclo ANA4 los amplificados del gen stx1

obtenidos para cada cepa presentaron un incremento en el tamafio molecular. (Figura 9).

Al aplicar el ciclo ANA5 se encontr6 que el tamafio molecular para el gen stxl
correspondiente a las diferentes cepas (de origen humano y animal respectivamente),
aumento en todos los casos con respecto a su igual obtenido al utilizar el ciclo STEC2.
(Figura 9).

En el ciclo ANAG6 se encontrd que el tamafio molecular del gen stxlpara cada una de las
cepas se encontrd incrementado en comparacién con el tamafio molecular del gen obtenido

para cada cepa al utilizar el ciclo STEC2. (Figura 9).



El resultado del andlisis estadistico (ANOVA) del tamafio molecular de los amplificados

del gen stx1 de todas las cepas utilizadas empleando los diferentes ciclos de PCR demostro

que no se produjo una diferencia significativa en el tamafio molecular del gen stx1 con los

diferentes ciclos utilizados. (Cuadro 12 y Cuadro 12.1)

SUMA

Suma de cuadrados

stec2 ANA1 ANA2 ANA3 ANA4 ANA5 ANA6

198 198 226 226 254 226

170 198 212 240 212

184 198 240 212

1077 622 226 1230 848 1440 1272 6715

194034.8004 129484 51076 252836 180168 345992 270056 1423646.8

Suma total de

cuadrados/n total

S.C. grupos

Q
~

1409176.326

11437.13272







Discusion

Segun lo publicado por Gelfand (1989) e Innis y Gelfand (1990), si la temperatura de
desnaturalizacion es muy alta, la DNA polimerasa disminuye su efectividad. Por otra parte
Mas y col. (2001), afirman que cuando la temperatura de desnaturalizacion es mayor a
94°C se requiere disminuir el tiempo para no reducir la actividad de la DNA polimerasa;
esto puede ser la razén por la que no se logré la amplificacién del gen stx1 de todas las
cepas al utilizar los ciclos ANA2 y ANA4. En el caso del ciclo ANAA4 la razon por la que el
tamafno molecular del gen stx1 para todas las cepas en las que se logro la amplificacion,
aumentOd con respecto a los resultados obtenidos al utilizar el ciclo STEC2 puede

relacionarse con este incremento de la temperatura de desnaturalizacion.

La disminucidén de la temperatura de desnaturalizacion podria ser la causa del incremento
del tamafio molecular del los amplificados del gen stx1 en todas las cepas empleando el
ciclo ANAS3, a causa de una separacion pobre o defectuosa de las hebras de DNA, lo cual
modifica el resto del proceso y origina la presencia de amplificados inespecificos. Mientras
que en el ciclo ANAL la disminuciédn de las temperaturas de desnaturalizacion e hibridacion

resultd en que no se obtuvieron los amplificados correspondientes a todas las cepas.

Gelfand (1989) e Innis y Gelfand (1990), afirman que al incrementar la temperatura de
hibridacion, los primers no se uniran adecuadamente, disminuyendo la utilidad del producto
deseado, lo cual puede explicar el aumento del tamafio molecular del gen stx1 para la cepa
EDL933 en comparacion con el tamafio molecular de dicho gen obtenido al utilizar al ciclo
STEC?2, por otra parte, junto la disminucidon de la efectividad de la DNA polimerasa, puede

ser la razon por la que no se logro obtener el resto de los amplificados.

Por otra parte Sansinforiano y col. (2001) y Parejo y col. (1997), concuerdan en que al
incrementar la temperatura de hibridacion se reducen las uniones especificas entre el primer
y el ADN molde ademas de que se presenta la incorporacion errénea de nucledtidos dando
como resultado la formacion de productos inespecificos; este efecto no se observé como

resultado al utilizar el ciclo ANA2 ya que se incrementd al mismo tiempo la temperatura de



desnaturalizacion y no es posible determinar el efecto que tendria incrementar Gnicamente

la temperatura de hibridacion.

Innis y Gelfand (1990), también mencionan que si la temperatura de hibridacién es baja el
primer se unird inespecificamente; pudiendo ser esta la razén por la que en el ciclo ANAL
se modifico el tamafio molecular del gen stx1 de EDL933 con respecto al tamafio molecular
obtenido al utilizar al ciclo STEC2, aunque no se evalud el efecto producido Unicamente

por la disminucion de esta temperatura.

La disminucién del tiempo para cada reaccion en el ciclo ANAS produjo en todos los casos,
un incremento el tamafio molecular del gen stx1 en comparacion con los resultados
obtenidos al utilizar el ciclo STEC2. No existe mucha bibliografia al respecto, Unicamente
Sansinforiano y col. (2001), publicaron que en su experimento la disminucion del tiempo
de desnaturalizacion provoca una pérdida de rendimiento de las amplificaciones, pero en el

presente trabajo los amplificados se observan similares a los obtenidos con el ciclo STEC2.

En el ciclo ANAG el incremento en el tiempo para cada reaccion provocé el aumento del
tamafno molecular del gen stx1 en comparacion con los resultados obtenidos al utilizar el
ciclo STEC2; mientras que en la bibliografia consultada, mientras que al incrementar el
tiempo de desnaturalizacion se obtiene una variacion en el patron de las bandas. En el

presente trabajo no se observo ese efecto.

Debido a que el tamafio molecular del amplificado del gen stx1 presente en las cepas de
origen animal y el tamafio molecular del amplificado del gen stx1 presente en las cepas de
origen humano presentd una diferencia significativa se recomienda la secuenciacion de los
amplificados del gen stx1 correspondientes a las cepas de origen canino y porcino utilizadas

en el presente trabajo



Conclusiones

La modificacién las constantes fisicas de tiempo y temperatura implicadas en los ciclos de
PCR, no alter6 significativamente el tamafio molecular de gen stx1 en las cepas de origen

animal ni en las cepas de origen humano.

La disminucion de la temperatura de desnaturalizacion (ciclo ANA3) produjo una
diferencia significativa en el tamafio molecular del gen stxl entre las cepas de origen
animal y las cepas de origen humano; por lo tanto, probablemente exista una diferencia
estructural en el gen stx1 perteneciente a las cepas de origen animal en comparacion con el

mismo gen presente en las cepas de origen humano.
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