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RESUMEN 

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) es un microorganismo 
patógeno capaz de generar desde una diarrea leve hasta daño renal agudo. 
Mundialmente, las STEC causan alrededor de 2,800,000 infecciones anuales en 
humanos. Se considera que el reservorio natural de STEC es el ganado bovino, 
aunque también se ha reportado en cerdos y aves. Convencionalmente, los 
estudios de prevalencia de STEC en granjas y materias primas se realizan a 
través de aislamientos bacterianos seguidos por la identificación de los genes que 
codifican para la toxina Shiga (stx1 y stx2). Sin embargo, esta metodología es 
costosa por la cantidad de reactivos y mano de obra requerida. Por tal motivo, se 
necesita el desarrollo e implementación de tecnologías alternas para la 
identificación rápida y precisa de este patógeno. El objetivo del presente trabajo 
fue diseñar y estandarizar una técnica cultivo-independiente basada en la 
amplificación de los genes stx1 y stx2. Para este fin, se realizó un análisis 
bioinformático para seleccionar los iniciadores de PCR capaces de amplificar la 
mayor diversidad de stx1 y stx2. Posteriormente, se validaron protocolos de PCR 
para la amplificación de estos dos genes y se comparó el desempeño de dos 
enzimas Taq-DNA polimerasa comerciales (Thermo Scientific y TaKaRa) en DNA 
extraído a partir de materia orgánica rica (heces) en sustancias que inhiben la 
PCR. La DNA polimerasa TaKaRa mostró mejores límites de detección y fue 
capaz de amplificar muestras inoculadas con 8X10^2 UFC STEC/g. Los protocolos 
con la enzima TaKaRa Taq-DNA polimerasa se utilizaron para detectar la 
presencia de stx1 y stx2 en 85 muestras ambientales provenientes de diferentes 
unidades de producción animal (ganado lechero, ganado de engorda y cerdos). 
Los análisis moleculares revelaron que 7.05% (6/85 muestras) fueron positivas a 
stx1, 52.94% (45/85) para stx2 y 21.17% (18/85) para ambos genes. Estos 
resultados confirman la presencia de STEC en unidades de producción animal y 
resalta la importancia de los métodos moleculares para identificar la presencia de 
este patógeno. Esta herramienta microbiológica será de gran utilidad para conocer 
la diversidad de STEC en México e implementar medidas sanitarias de control.  

Palabras clave: STEC, estudio de prevalencia, PCR, gen stx 
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SUMMARY 

Shiga toxin producing E. coli (STEC) is an important foodborne human pathogen. 
Globally, it causes ~2,800,000 infections annually. It has been proposed that cattle 
are the main reservoir for STEC; nevertheless, this pathogen has been recovered 
from other animal species (e.g. swine and poultry). Conventionally, STEC surveys 
in farms and food are conducted using traditional microbiological methods. 
Unfortunately, these methods are time consuming and require specialized facilities. 
For these reason, it is important to design rapid and inexpensive molecular 
surveillance tools to study the prevalence and distribution of STEC in farm animals. 
In the present study, we design a robust and rapid method for the detection of stx1 
and stx2 genes from environmental samples without the need of pre-enrichment or 
enrichment steps. To achieve this goal, we performed a bioinformatic analysis to 
select a set of PCR primers capable of detecting the stx genes diversity. Later, we 
standardized PCR protocols for the identification of stx1 and stx2 genes and tested 
the performance of two commercially available Taq-DNA enzymes (Thermo 
Scientific and TaKaRa) for the amplification of DNA extracted from feces. TaKaRa 
Taq-DNA polymerase had a better detection limit, amplified the stx genes from 
feces inoculated with 8X10^2 CFU STEC/g. The TaKaRa Taq-DNA polymerase 
protocols were used to detect the presence of stx genes in 85 environmental 
samples collected from dairy, cattle and pig farms. The molecular analysis 
revealed a prevalence of 7.05% (6/85 samples), 52.94% (45/85) and 21.17% 
(18/85) for stx1, stx2 and both genes, respectively. The results confirmed the 
presence of STEC in livestock units and highlight the importance of molecular 
methods for the detection of this pathogen. The molecular tool designed in this 
study will be of enormous value for the determination of the STEC diversity in 
Mexico and the application of sanitary strategies.  

Keywords: STEC, prevalence assay, PCR, stx diversity 
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I.INTRODUCCIÓN 

La Organización Mundial de la Salud reconoce a las cepas de E. coli 

productoras de toxina Shiga (STEC, por sus siglas en inglés) como patógenos 

relevantes para el hombre, debido a que causan severos brotes infecciosos 

asociados al consumos de alimenticios. Recientemente, se estimó que a nivel 

mundial las STEC causan 2,800,000 infecciones anuales. 

El principal factor de virulencia de STEC es la citotoxina Shiga (Stx), la 

cual se clasifica en Stx1 y Stx2 por la variación en su secuencia de aminoácidos. 

Las STEC más estudiadas son las que pertenecen al serovar O157:H7; sin 

embargo, existen más de 100 serovares asociados a la producción de esta toxina. 

Además, existen reportes de cepas de E. coli O157:H7 que no producen esta 

toxina. Se presume que el reservorio natural de STEC es el ganado bovino, 

específicamente la STEC O157:H7. Sin embargo, se ha reportado que otras 

especies de animales destinados al consumo humano, también son portadores de 

este grupo de patógenos. 

Recientemente se ha reconocido la importancia de serovares de STEC 

diferentes a O157:H7. Por tal motivo se requieren nuevas metodologías 

microbiológicas para identificar la diversidad de este patógeno. Las nuevas 

herramientas deben ser rápidas, económicas, cultivo-independiente, fácilmente 

adaptables y capaces de identificar la presencia de los genes stx1 y stx2 en 

muestras ambientales. 

El objetivo del presente estudio fue desarrollar un ensayo molecular 

basado en la amplificación de los genes stx1 y stx2 capaz de identificar de forma 

oportuna la presencia de STEC en unidades de producción animal. Esta 

herramienta será importante para conocer la prevalencia y diversidad genética de 

este patógeno y establecer medidas sanitarias para su control. 
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II. ANTECEDENTES 

II.1 Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC). 

 

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC, por sus siglas en 

inglés) causa anualmente 2,801,000 infecciones humanas alrededor del mundo 

(Majowicz et al., 2014). Se reconoce que existen más de 100 serovares de E. coli 

asociados a infecciones humanas (C L Gyles, 2007). Las STEC se diferencian de 

otros patotipos de E. coli por su capacidad de producir toxina Shiga (Stx), tener 

una dosis mínima infectiva relativamente baja de entre 10-100 células (Willshaw et 

al., 1994)(Tilden et al., 1996) y generar un cuadro de síntomas que van desde una 

diarrea leve a severa hasta síndrome urémico hemolítico (HUS, por sus siglas en 

inglés); caracterizado por generar trombocitopenia, anemia hemolítica 

microangiopática y falla renal aguda (Mele et al., 2014). El Centro de control de 

enfermedades en EE.UU. (CDC, por sus siglas en inglés), engloba a STEC entre 

los primeros cinco patógenos relacionados al consumo doméstico de alimentos 

que provocan hospitalización (CDC, 2011). 

El CDC reportó que en el 2012 se presentaron un total de 4,756 casos 

infecciosos por STEC asociados al consumo de alimentos contaminados (CDC, 

2015). En Europa, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus 

siglas en inglés) reportó para el 2013, 5,301 infecciones causadas por STEC 

(Eurosurveillance, 2013). Desafortunadamente, a pesar de que existen reportes de 

STEC en Asia (Mekata et al., 2014; Bai et al., 2015) y en países latinoamericanos 

(Fernández et al., 2010; Oliveira et al., 2008), no se cuenta con reportes sobre el 

número de casos infecciosos que se presentan por STEC. 
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II.2 Hábitats de STEC 

 

Se ha postulado que el hábitat principal de STEC es el tracto 

gastrointestinal del ganado bovino (lechero y de engorda) (Chase-Topping et al., 

2008; Etcheverría & Padola, 2013). Sin embargo, algunos estudios han reportado 

la presencia de STEC en el tracto gastrointestinal de otros animales destinados al 

consumo humano. Por esa razón, los estudios de prevalencia de STEC se 

enfocan en el análisis microbiológico del contenido intestinal y heces de animales 

destinados al consumo humano. 

En ganado lechero, un estudio desarrollado en Brasil, reportó una 

prevalencia de STEC del 72.72% en 198 muestras de hisopados rectales de 

animales en producción. De los aislamientos recuperados, el gen stx1 tuvo una 

prevalencia de 70.88% (202/285 aislamientos), stx1/stx2 se encontraron en el 

18.95% (54/285) y stx2 en el 10.88% (29/185) (Ferreira et al., 2014). En Argentina, 

un estudio realizado en granjas lecheras mostró una prevalencia de STEC de 

37.5% (540/1440 vacas). En los aislamientos obtenidos, el gen stx2 fue el más 

prevalente, 52% (89/170 aislamientos), seguido por stx1 y stx2 con el 37% 

(62/170) y el gen stx1 con 11% (19/170) (Fernández et al., 2010). En Alemania, 

análisis de muestras provenientes de vacas lecheras reveló una prevalencia de 

STEC del 87.14%. De los aislamientos de STEC, el gen stx2 fue el más prevalente 

con el 56.65% (626/1105), seguido por stx1/stx2 con 34.93% (386/1105) y stx1 

solamente en un 8.41% (93/1105) de los aislados (Menrath et al., 2010).  

En ganado de engorda, un estudio realizado en Japón reportó la 

presencia de STEC en el 64.2% de las muestras (176/274). En los aislamientos la 

prevalencia de los genes stx1/stx2 en el 45.45% (80/176), el gen stx2 en el 

30.68% (54/176) y al gen stx1 en el 23.86% (42/176) (Mekata et al., 2014). En 

Minnesota EE.UU. un estudio realizado en granjas reportó la presencia de STEC 

en el 3.21% de las muestras (71/2208 muestras de excretas);sin embargo no se 

caracterizó la diversidad de los genes stx (Cho et al., 2009) 
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En cerdos, un estudio realizado en rastros en EE.UU. reportó la presencia 

de STEC O157:H7 en el 1.96% (6/305) en los animales posterior al sacrificio. De 

las muestras positivas, el 33.33% (2/6) de las STEC presentaron el gen stx1, 

mientras que el restante 66.67% (4/6) contenían los genes stx1/stx2 (Feder et al., 

2003). En este mismo país, un estudio en granjas de cerdos, reportó una 

prevalencia de STEC del 65.33% (98/150 cerdos), donde stx2 estuvo presente en 

el 98.59% (281/285) de los aislamientos y el gen stx1 en solamente el 1.4% 

(Tseng et al., 2015). 

En aves de corral, un estudio en granjas de Italia demostró la presencia 

de STEC O157:H7 en el 3.6% (26/720) de las gallinas muestreadas; sin embargo 

no se caracterizó la diversidad de los genes stx (Dipineto et al., 2006). En la India, 

se obtuvieron aislamientos de pollos de engorda, donde STEC mostró una 

prevalencia del 20.4% (10/49 animales). De estos aislamientos, se identificó la 

presencia del gen stx1/stx2 en el 40% (4/10 aislamientos), de stx1 en otro 40% 

(4/10) y al gen stx2 en el 20% (2/10) (Dutta et al., 2011).  

Estos estudios demuestran que los animales destinados al consumo 

humano pueden ser portadores de E. coli que contengan los genes stx (stx1 y/o 

stx2), lo que los convierte en un reservorio importante de este patógeno. Por tal 

motivo es necesario desarrollar e implementar metodologías microbiológicas que 

permitan identificar STEC, de manera rápida y precisa, en productos 

agroalimentarios y muestras ambientales.  

II.3 Toxina Shiga (Stx)  

II.3.1 Estructura y clasificación de la toxina Shiga 

Las toxinas que pertenecen a la familia Stx comparten la misma 

estructura general, una subunidad A (dividida en A1 y A2) y un pentámero proteico 

denominado subunidad B, (Figura 1). Basado en la homología de secuencia de 
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aminoácidos, esta toxina se clasifica en dos grandes grupos: Stx1, homologa a la 

toxina de Shigella dysenteriae; y Stx2.  

 

Figura 1. Estructura general de la familia Stx. La estructura se divide en: i) la 
subunidad A dividida en A1 y A2 (color rojo) unidos por un enlace disulfuro (color 
azul) y responsable de la capacidad citotóxica de la toxina; y ii) la subunidad B, un 
pentámero de unidades idénticas (color verde) que conforman un anillo 
responsable de la adherencia a receptores celulares de membrana (adaptado de 
Bergan et al., 2012).  
 

Entre los grupos Stx1 y Stx2 hay una similitud de secuencia de 

aminoácidos de ~50%. El porcentaje de identidad a nivel de aminoácido permite 

clasificar cada grupo en subtipos. Stx1 se divide en tres subtipos (Stx1a, Stx1c y 

Stx1d) y Stx2 en siete (Stx2a, Stx2b, Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f y Stx2g) (Bergan 

et al., 2012; Scheutz et al., 2012). Los subtipos de Stx1 son altamente homólogos, 

comparten entre 92 y 100% de identidad a nivel de aminoácidos (Cuadro 1). En 

contraste, los subtipos de Stx2 sólo comparten del 70 al 95% de su secuencia de 

aminoácidos (Cuadro 1 y 2) (Bergan et al., 2012). Debido a las diferencias de 

homología entre los subtipos de Stx, los genes que codifican para esta proteína 
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son fácilmente detectables mediante ensayos moleculares y se podría diseñar una 

técnica molecular que sea capaz de detectar una Stx específica. 

 
Cuadro 1. Homología en secuencia de aminoácidos entre subtipos de Stx1. 
Los subtipos de Stx1y Stx2a se comparan contra Stx1 (prototipo del grupo) y los 
resultados se expresan como porcentaje de homología (Bergan et al., 2012). 
 

Secuencia 
referencia 

Subunidad 
de la toxina 

 
 

Toxina 
Stx2a Stx1a 

Subtipos 
 
 
 

Stx1d Stx1c 

Stx1 
A 55% 99% 97% 94% 

B 57% 100% 97% 92% 

 
 
Cuadro 2. Homología en secuencia de aminoácidos entre subtipos de Stx2. 
Los subtipos de Stx2 se comparan contra Stx2a (prototipo del grupo) y los 
resultados se expresan en porcentaje de homología (Bergan et al., 2012). 
 

Secuencia 
referencia  

Subunidad 
de la toxina Stx2b Stx2c 

Subtipos 

Stx2e Stx2f Stx2g Stx2d 

Stx2a 
A  94% 100% 99% 94% 71% 96% 

B 89% 97% 97% 87% 83% 94% 

 

II.3.2 Mecanismo de patogenicidad de la toxina Shiga (Stx) 

El mecanismo de patogenicidad de Stx en células humanas se conoce 

desde aproximadamente dos décadas. Primero, la subunidad B de Stx es 

reconocida por el glucolípido celular de membrana Gb3 que le permite introducirse 

a la célula blanco (Jacewicz et al., 1986). Posteriormente, Stx viaja a través del 

citosol donde la maquinaria celular interna separa A1 (parte activamente tóxica) de 

A2 y de la subunidad B (fragmentos no tóxicos) (Figura 1). Finalmente, A1 es 

transportada hasta los ribosomas en donde se adhiere a la adenina en la posición 

4,324 de la subunidad 28S rRNA impidiendo así la síntesis de proteínas (Endo et 

al., 1988; Johannes & Römer, 2010).  
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La virulencia de Stx varía entre los miembros de la familia (Cuadro 3). Por 

ejemplo el grupo Stx2 es más prevalente en paciente que desarrollan HUS (Mele 

et al., 2014). También se ha reportado que el subtipo Stx2e asociado a cerdos con 

edema, tiene una mayor afinidad a la glucoproteína globotetrasolilceramida (Gb4) 

(Weinstein et al., 1988). Un estudio realizado con 5 subtipos de Stx (Stx1a, Stx2a, 

Stx2b, Stx2c y Stx2d) en ratones y cultivo celular renal, mostró que Stx2a y Stx2d 

fueron más citotóxicos comparado con los otros subtipos. Este efecto se atribuyó a 

las diferencias en la secuencia de aminoácidos de la subunidad B, la responsable 

de introducir la toxina a la célula (Fuller et al., 2011). Estos datos indican que la 

diversidad genética de Stx está vinculada a la virulencia de la toxina. Por esta 

razón es importante caracterizar la diversidad de stx prevalente en productos 

agroalimentarios. 

Cuadro 3. Características relevantes de subtipos de Stx. 
 

 

Subtipo 

 

Características relevantes 

 

Referencias 

Stx1 Citotoxina, primera toxina Shiga reportada de ser producida por 

cepas de  E. coli. 

(Strockbine et al., 1986) 

Stx1c Encontrada en pacientes asintomáticos, produce diarrea leve en 

humanos. 

(Zhang et al., 2002) 

Stx2 Relacionada a enfermedades severas en humanos. (Gyles, 2007) 

Stx2c Asociada a diarrea y HUS; común en STEC aisladas de ganado 

ovino. 

(Schmitt et al., 1991) 

Stx2d Productora de diarreas leves en humanos; común en STEC que 

carecen el factor de virulencia eae. 

(Piérard et al., 1998) 

Stx2e Asociada a enfermedad en cerdos; en humanos produce diarreas 

leves y/o infecciones asintomáticas. 

(Sonntag et al., 2005a) 

Stx2f Identificado por primera vez en pichones, posteriormente se ha 

encontrado en casos de infección de STEC en humanos. 

(Sonntag et al., 2005b) 

II.4 Relevancia biológica del gen de la toxina Shiga (stx) 

El gen stx se encuentra en el genoma de un diverso grupo de 

bacteriófagos o fagos (virus bacterianos) llamados fagos-stx, cada tipo de Stx 
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proviene de un fago específico. Estos virus insertan, vía transducción, su material 

genético en el genoma de E. coli, confiriéndoles la habilidad de producir la Stx. En 

la mayoría de los fagos-stx, el gen stx se localiza río abajo del gen anti-terminador 

Q y río arriba del conjunto de genes responsables de la lisis bacteriana (Allison, 

2007).  

Se presume que la producción de la Stx confiere una ventaja biológica 

frente al ataque de protozoarios que habitan el tracto grastrointestinal de bovinos, 

portadores asintomáticos de STEC (Los et al., 2013). Esto fue evidenciado en un 

estudio in vitro realizado por Steinberg y Levin, en donde incubaron a 

Tetrahymena pyriformis, un protozoario que se alimenta de bacterias, con una 

cepa de E. coli portadora y otra no portadora del gen stx. Su trabajo demostró que 

la STEC es más resistente a la depredación por T. pyriformis, sugiriendo que el 

gen stx es una herramienta evolutiva de supervivencia (Steinberg & Levin, 2007). 

Esta idea fue confirmada por Lainhart y colaboradores, quienes demostraron que 

cepas de STEC portadoras de Stx2 co-cultivadas con T. thermophila.(protozoario 

depredador de bacterias) reducen la población del protozoario hasta un 50% 

(Lainhart et al., 2009). Estudios posteriores realizados por Stolfa y Koudelka, 

corroboraron que STEC tienen la capacidad de eliminar a su depredador y 

demostraron que la subunidad B de Stx2 es reconocida por receptores de 

membrana en la superficie de T. thermophila (Stolfa & Koudelka, 2013). De forma 

interesante, la protección contra este depredador no ocurre con STEC portadoras 

de Stx1 (Lainhart et al., 2009). Los estudios anteriores sugieren que la presencia 

del gen stx2 en E. coli podría ser un mecanismo de resistencia a la depredación 

por protozoarios. Por lo tanto, el nicho ecológico podría influir en la diversidad de 

Stx. Específicamente, rumiantes, cuya microbiota intestinal está integrada por una 

gran diversidad de protozoarios.  
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II.4.1 Metodología utilizada en la detección de STEC  

El método tradicional para la identificación de STEC se basa en el 

aislamiento bacteriano usando medios de cultivo selectivos y diferenciales 

suplementados con sales biliares o antibióticos como Cefixima para inhibir 

bacterias Gram positivas y promover el desarrollo de bacterias fermentadoras de 

lactosa, como E. coli. Finalmente, los coliformes aislados son sometidos a una 

identificación molecular (PCR) de los genes de stx1 y/o stx2.  

El aislamiento de bacteriano es considerado el método estándar y se 

emplea por autoridades sanitarias alrededor del mundo. Por ejemplo, la Food and 

Drug Administration de EE.UU, recomienda un pre-enriquecimiento de las 

muestras en agua amortiguadora de peptona (AAP) modificada con piruvato. Una 

alícuota de este caldo de enriquecimiento es sometido a  ensayos de PCR para la 

identificación de los genes stx1 y stx2. Los caldos positivos, son cultivados en 

Agar TC-SMAC, Rainbow® O157 y R&F O157:H7. Los aislamientos con 

características fenotípicas de STEC, son sometidos a pruebas de aglutinación en 

placa para identificar el serovar y su subsecuente confirmación por PCR para la 

amplificación de stx1 y stx2 (Feng et al., 2015). De manera similar, la EFSA utiliza 

el método de detección de STEC descrito en la ISO/TS 13136:2012. La muestra 

es pre-enriquecida en AAP y sometida a ensayos de PCR para la identificación de 

los genes stx1 y stx2. Finalmente, se realiza un asilamiento en placa usando Agar 

Nutritivo (Hald, 2013).  

Desafortunadamente, el aislamiento de STEC puede demorar más 48 

horas. Por esta razón, numerosos investigadores han planteado el uso de 

metodologías rápidas para la oportuna identificación de este patógeno en 

muestras ambientales o clínicas. Estos métodos alternos son cultivo-

independientes y altamente sensibles (Bélanger et al., 2002; Sekse et al., 2005; 

Grys et al., 2009: Lima et al., 2013; Tunsjø et al., 2015). 
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III. HIPÓTESIS 

La diversidad genética de stx1 y stx2 permitirá desarrollar ensayos cultivo-

independiente para la detección directa y rápida de STEC a partir de muestras 

ambientales.  

 

IV. OBJETIVOS 

 

IV.1 OBJETIVO GENERAL 

Diseñar, estandarizar e implementar un método de PCR altamente 

sensible que logre detectar de manera directa (cultivo-independiente) la presencia 

de stx1 y stx2 en muestras ambientales provenientes de unidades de producción 

de ganado bovino lechero, de engorda y cerdos. 

 

IV.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Seleccionar mediante tecnologías bioinformáticas, iniciadores de PCR 

específicos que ayuden a detectar toda la diversidad del gen stx. 

2. Estandarizar e implementar un ensayo de PCR altamente sensible que 

detecte la presencia del gen stx en heces provenientes de granjas de 

bovinos y cerdos. 

3. Determinar la prevalencia y diversidad del gen stx en granjas de ganado 

bovino y porcino. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

V.1 Materiales 

 Fotodocumentador (MiniBis Pro) 

 Mini-sistema de electroforesis horizontal (Bio-rad) 

 Materiales de uso común en un laboratorio de alimentos 

 NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) 

 PowerLyzer® PowerSoil® DNA Isolation Kit (MoBio) 

 PowerLyzer® 24 Bench Top Bead-Based Homogenizer (MoBio) 

 Termociclador, modelo c1000 de 96 pozos (Bio-rad) 

 

V.1.1 Medios de cultivo  

 Agar soya tripticasa (AST), (BD Bioxon)  

 Caldo soya tripticasa (CST), (BD Bioxon)  

 

V.1.2 Soluciones  

 Agarosa al 1, 1.5 y 2% (Invitrogen) 

 Diluyente de peptona 0.1% (DP) (Peptona de caseína, BD Bioxon)  

 Solución salina isotónica (SSI) 0.85%  

 Solución amortiguadora de fosfatos 1X 

 

V.1.3 Reactivos 

 Enzimas comerciales para realizar la PCR: 

o TaKaRa Ex Taq ® Hot Start Version  

o Thermo Scientific Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase 

 

V.1.4 Material biológico 

 Escherichia coli O157:H7 cepa EDL 933 (portadora de los genes stx1 y 

stx2) donada por el Dr. Carlos Alberto Eslava Campos de la Facultad de 

Medicina de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). 
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V.2 Métodos  

V.2.1 Elaboración de una base de datos bioinformática de la diversidad del 

gen stx. 

 

Se creó una base de datos con secuencias de nucleótidos que incluyera 

todos los genotipos de stx reportados en la literatura. Esta base de datos se 

elaboró con la finalidad de validar la eficiencia de los iniciadores para reconocer su 

secuencia blanco. Para integrar la base de datos, se realizó una búsqueda en la 

literatura científica de las secuencias de referencia de cada tipo de stx. Los 

números de acceso fueron registrados y las secuencias descargadas del 

GenBank. Posteriormente, cada secuencia se sometió una búsqueda de 

secuencias homologas usando la  herramienta BLAST del NCBI (Altschul et al., 

1990). Secuencias con un porcentaje de identidad ≥ 99% y ≥ 95% de cobertura 

fueron descargadas y depositadas en nuestra base de datos. La base de datos 

quedó integrada por 28 secuencias de stx1 y 98 secuencias de stx2. 

Las secuencias de nucleótidos obtenidas se alinearon utilizando el 

programa bioinformático MEGA 6 (Tamura et al., 2013) y se calculó el porcentaje 

de identidad para cada subtipo de stx. Los alineamientos de secuencias fueron 

utilizados para la construcción de un árbol filogenético utilizando el método de 

Maximum-Likelihood (Kishino & Hasegawa, 1989) para confirmar los diferentes 

linajes de las secuencias de stx.  

V.2.2 Especificidad de los iniciadores de PCR para la detección del gen stx. 

 

A través de una búsqueda en la literatura científica se seleccionaron 14 

pares de iniciadores (Cuadro 4) reportados frecuentemente para la detección del 

gen stx. De esta búsqueda,  se obtuvieron seis iniciadores específicos para stx1, 

nueve para stx2 y uno para la detección de ambos. Para determinar la efectividad 

de estos pares de iniciadores para reconocer su secuencia blanco, se realizó un 

análisis de PCR in silico, utilizando el programa Primer-Blast del NCBI (Ye et al., 

2012). La eficiencia de cada par de iniciadores se estimó usando el número de 

ciertos (secuencias detectadas) entre el total de secuencias blanco.  
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stx1 stx2 

Iniciadores Secuencia (5´- 3´) Referencia A Iniciadores Secuencia (5´- 3´) Referencia A 

Scheutz 1-F 
ATGTCATTCGCTCTGCAATAGGTAC 

PMC3421821 Scheutz 2A-F 
GGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGT 

PMC3421821 

Scheutz 1-F 
GAAGAAGAGACTGAAGATTCCATCTG 

PMC3421821 Scheutz 2A-R 
ATTAAACTGCACTTCAGCAAATCC 

PMC3421821 

Lee 1A-F 
TCAACGAAAAATAACTTCGCTGAATCCC 

PMC2211750 *Scheutz 2B-F 
GGCACTGTCTGAAACTGCTCCTGT 

PMC3421821 

Lee 1A-R 
CAGTTAATGTGGTTGCGAAGGAATTTACC 

PMC2211750 *Scheutz 2B-R 
TAAACTTCACCTGGGCAAAGCC 

PMC3421821 

Lee 1B-F 
TGTAACCGCTGTTGTACCTGG 

PMC2211750 ‡Scheutz 2C-F 
CGCTGTCTGAGGCATCTCCGCT 

PMC3421821 

Lee 1B-R 
TTAATACTGAATTGTCATCATCATGC 

PMC2211750 ‡Scheutz 2C-R 
TAAACTTCACCTGGGCAAAGCC 

PMC3421821 

Lin-F 
GAACGAAATAATTTATATGT 

8231968 Lee 2A-F 
ATGAAGTGTATATTATTTAAATGGGTACTGTG 

PMC2211750 

Lin-R 
TTTGATTGTTACAGTCAT 

8231968 Lee 2A-R 
TCAGTCATTATTAAACTGCACTTCAG 

PMC2211750 

Pass 1-F 
ACGTTACAGCGTGTTGCRGGGATC 

PMC86652 Lee 2B-F 
TTGCATTAGCTTCTGTTAATGCA 

PMC2211750 

Pass 1-R 
TTGCCACAGACTGCGTCAGTRAGG 

PMC86652 Lee 2B-R 
CATTCCGGAACGTTCCAG 

PMC2211750 

Cebula 1-F 
CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG 

PMC227922 Lin-F 
GAACGAAATAATTTATATGT 

8231968 

Cebula 1-R 
CACCAGACAATGTAACCGCTG 

PMC227922 Lin-R 
TTTGATTGTTACAGTCAT 

8231968 

  
 Pass 2A-F 

TGTGGCTGGGTTCGTTAATACGGC 
PMC86652 

   Pass 2A-R 
TCCGTTGTCATGGAAACCGTTGTC 

PMC86652 

  
 *Pass 2B-F 

CCAGAATGTCAGATAACTGGCGAC 
PMC86652 

   *Pass 2B-R 
GCTGAGCACTTTGTAACAATGGCTG 

PMC86652 

  
 Cebula 2-F 

ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG 
PMC227922 

   Cebula 2-R 
GCGTCATCGTATACACAGGAGC 

PMC227922 

Cuadro 4. Pares de iniciadores para la amplificación del gen stx seleccionados de la literatura. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANúmero de acceso del artículo en PubMed. *Secuencias reconocidas del gen stx2e = 92.85%. ‡Secuencias reconocidas 

del gen stx2f = 10
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V.2.3 Muestreo piloto de colecta de materia orgánica con el sistema de 

hisopos de arrastre. 

 

El sistema de hisopo de arrastre (gaza de 10cm2) aumenta la probabilidad 

de identificar la presencia de STEC. Esto se debe a que los animales infectados 

con este patógeno lo excretar al azar en el corral (Uesugi et al., 2007). Se realizó 

un ensayo piloto para verificar que el sistema de hisopo de arrastre colectaba 

suficiente materia orgánica para el proceso de extracción de DNA. Las muestras 

ambientales (excretas animales) se colectaron en la granja experimental de vacas 

lecheras de la Universidad Autónoma de Querétaro (campus Amazcala). Los 

hisopos (n = 18) fueron arrastrados ~100 m a lo largo de los corrales de 

producción animal. Una vez colectadas las excretas, los hisopos se colocaron una 

bolsa de cierre hermético y se transportaron a 4°C al laboratorio para su posterior 

almacenamiento a -20°C. En el laboratorio, a cada bolsa con muestra se le agregó 

30 mL de solución amortiguadora de fosfatos y se lavaron los hisopos mediante 

masajeó manual por 1 min.  Una vez terminado este proceso, los hisopos fueron 

exprimidos y retirados de las bolsas. El lavado (materia orgánica disuelta) se vertió 

en un tubo de 50 mL y se centrifugó a 13,000 rpm durante 5 min. Al finalizar la 

centrifugación, el sobrenadante fue descartado y el pellet se almacenó a -20°C. 

Para conocer la cantidad de materia orgánica colectada por el sistema de hisopo 

de arrastre, el peso de cada pellet se estimó mediante la diferencia entre el peso 

del tubo vacío y tubo con el pellet.  

 

V.2.4 Extracción del material genético. 

Los pellets de materia orgánica colectados a través del sistema de hisopo 

de arrastre fueron sometidos a extracción de DNA usando el kit comercial 

PowerLyzer® PowerSoil® DNA Isolation Kit (MoBio), un sistema de extracción 

altamente eficaz (Gerd Christensen et al., 2014; Johnson et al., 2015). Para la 

extracción de DNA, se siguieron las recomendaciones del fabricante. La 

homogenización se realizó a 4,000 rpm por 45 segundos en un equipo comercial 

PowerLyzer® 24 Bench Top Bead-Based Homogenizer, (MoBio). La concentración 
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y pureza del DNA fue evaluada con un espectrofotómetro NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific). El DNA obtenido fue utilizado para ensayos de PCR. La 

concentración de DNA de cada muestra se estandarizó a 10 ng/uL de DNA. 

 

V.2.5 Estandarización de ensayos moleculares para la detección de los 

genes stx1 y stx2 en muestras ambientales. 

 

V.2.5.1 Selección de la Taq DNA polimerasa comercial más eficiente para la 

detección de los genes stx1 y stx2 en heces. 

 

Con el fin de seleccionar la mejor taq DNA polimerasa capaz de amplificar 

genes en muestras ricas en sustancias inhibitorias, se utilizaron dos enzimas 

comerciales: TaKaRa Ex Taq Hot Start Version y Thermo Scientific Maxima Hot 

Start Taq DNA Polymerase. Para evaluar la eficiencia de la amplificación, 

alícuotas de 0.25 g de excretas extraídas con los hisopos de arrastre fueron 

inoculados con 2x10^7, 2x10^6, 2x10^5 y 2x10^4 UFC de STEC EDL 933. Las 

excretas fueron sometidas a proceso de extracción de ADN usando el kit 

comercial PowerLyzer® PowerSoil® DNA Isolation Kit (MoBio). La calidad del DNA 

fue evaluada como se describió anteriormente. Con la finalidad de reducir las 

sustancias inhibitorias, el DNA obtenido de cada alícuota fue diluido en 

proporciones 1:10, 1:30 y 1:80. El DNA diluido fue utilizado para ensayos de PCR 

usando las siguientes condiciones: cada reacción consistió: 0-30 ng/µl de DNA, 

1.5 mM MgCl2, 50 mM KCl, 0.2 mM dNTP, 1 µM de cada iniciador (Scheutz1 y 

Cebula2) y 1.25 U Taq polimerasa. Para ambos iniciadores la PCR se realizó con 

el siguiente protocolo: desnaturalización inicial a 94°C por 3 min, seguido de 35 

ciclos de 94°C por 45 s, alineación de 56.2°C por 45 s, una extensión de 72°C por 

1 min y extensión final a 75°C por 5 min. La PCR para cada gen se realizaron de 

forma independiente y los amplicones fueron mezclados antes de su análisis en 

geles de agarosa a una concentración de 1.5%. Cada pozo del gel fue cargado 

con 14 uL de producto de PCR. Los geles fueron analizados con un 

Fotodocumentador (MiniBis Pro).  
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V.2.5.2 Límite de detección de los genes stx1 y stx2 en heces. 

 

Una vez elegida la mejor enzima comercial se prosiguió con la 

estandarización del límite de detección para los genes stx1 y stx2 en STEC 

usando la cepa EDL 933 como referencia. Primero, se realizaron ensayos de 

gradiente de temperatura (48.6, 49.6, 51.3, 53.2, 54.5, 56.2, 57.4, 60.2, 61.3, 63.6 

y 65.4°C) en el paso de la alineación de los oligonucleótidos con el fin de optimizar 

la PCR para cada uno de los pares de iniciadores utilizados. Una vez 

estandarizada la temperatura de alineación, la cepa EDL 933 se inoculó a 

concentraciones que van de 8x10^7 a 8x10^1 UFC/g de materia. La reacción de 

PCR y protocolo se llevó a cabo como se describe en la sección V.2.4.1. 

agregando el gradiente de temperaturas en el paso de alineación. 

 

V.2.6 Prevalencia de los genes stx1 y stx2 en granjas de vacas lecheras, 

becerros de engorda y cerdos. 

 

Con el fin de evaluar la potencial aplicación de nuestro método de 

detección directa de los genes stx1 y stx2, se realizó un estudio en granjas 

comerciales de vacunos lecheros, becerros de engorda y cerdos. El muestreo se 

realizó en el periodo agosto-septiembre del 2014. Las granjas visitadas se 

encontraban en los municipios de Colón, Pedro Escobedo y Ezequiel Montes, del 

estado de Querétaro de Arteaga. En total, se muestrearon siete diferentes granjas 

de mediana (500-1000 animales) y pequeña producción (<500 animales).En total 

se colectaron 85 hisopos de arrastre (40 muestras de vacas lecheras, 12 de 

becerros de engorda y 33 de cerdos) El número hisopos de arrastre colectados en 

cada granja, varió dependiendo el número de corrales en la unidad de producción 

(Cuadro 5). Los hisopos fueron arrastrados ~100 m a lo largo de los corrales, 

procurando pasar por las áreas con mayor tránsito animal y zonas con heces 

frescas. Los hisopos  se depositaron una bolsa estériles de cierre hermético y se 

transportaron a 4°C al laboratorio para ser almacenadas a -20°C. El 

procesamiento de los hisopos para la obtención de DNA, se realizó como se 
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describe a detalle en las secciones V.2.3 y V.2.4. Brevemente, el hisopo fue 

lavado con 30 mL de solución amortiguadora de fosfatos. Posteriormente el lavado 

fue centrifugado para formar el pellet de materia orgánica, el cual fue sometido a 

extracción de DNA usando el kit comercial PowerLyzer® PowerSoil® DNA 

Isolation Kit (MoBio).  

El DNA de cada muestra fue utilizado en ensayos de PCR para detectar la 

presencia de los genes stx1 y stx2, como se describe en la sección V.2.4.1. La 

PCR para cada gen se realizaron de forma independiente y los amplicones fueron 

mezclados antes de su análisis en geles de agarosa a una concentración de 1.5%. 

Cada pozo del gel fue cargado con 14 uL de producto de PCR. Los geles fueron 

analizados con un Fotodocumentador (MiniBis Pro).  

 

Cuadro 5. Tipo de granjas y número de muestras colectadas. 
 

 

 

Tipos de granjas 
muestreadas 

Granjas 
muestreadas  

Número de 
muestras 

Cerdos  2 33 

Vacas lecheras  3 40 

Becerros de engorda   2 12 

Total  7 85 
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VI. RESULADOS Y DISCUSIÓN 

VI.1 Elaboración de una base de datos bioinformática que contenga la 

diversidad de los genes de stx. 

 

Se seleccionaron 126 secuencias representativas de la diversidad 

conocida del gen stx, 28 secuencias para stx1 y 98 para stx2 (Cuadro 6). Los 

subtipos de stx1 mostraron un nivel de homología del 96% entre ellos, mientras 

que los subtipos de stx2 son 93.3% homólogos (Cuadro 7). De manera notable, 

las secuencias de stx2f mostraron un nivel de similitud de ~70% comparadas 

contra el resto de los subtipos de stx2. El análisis de similitud de stx1 vs stx2 

reveló que existe una homología del 60.7% entre ambos grupos, indicando que 

provienen de diferente linaje evolutivo (Figura 2). Esto fue corroborado con la 

construcción de un árbol filogenético de Maximum-Likelihood en donde se 

distinguen dos linajes específicos para cada gen (Figura 3). Este nivel de 

divergencia genética permite la fácil identificación molecular de los genes stx1 y 

stx2 en muestras ambientales. 
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Cuadro 6. Números de acceso en GenBank que conforman la base de datos creada de la diversidad de stx. 
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Cuadro 7. Matriz del nivel de similitud (%) entre los diferentes subtipos de stx. 
 

 

 

 

 

 

 



 

21 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Homología de las secuencias de stx. Análisis del porcentaje de 
identidad de las secuencias stx1 (28) y stx2 (98) dentro de cada tipo de stx y entre 
ellos (stx1 vs stx2). La caja agrupa el 50% de los valores y la línea que la divide es 
la mediana de las muestras. Las barras marcan los valores máximos y mínimos. 
 

 

 

 

 



 

22 
 

 

 

 

 
Figura 3. Árbol filogenético de las secuencias de stx. Análisis filogenético 
Maximum-Likelihood de las 126 secuencias (Cuadro 6) contenidas en nuestra 
base de datos. Se señalan el subtipo y el número de acceso en el GenBank de la 
secuencia.  
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VI.2 Especificidad de los iniciadores de PCR para la detección del gen stx. 

 

El análisis de PCR in silico, reveló que de los 14 pares de iniciadores de 

PCR (Cuadro 4), los iniciadores con mayor número de aciertos fueron Scheutz1 

para stx1 (26/26 aciertos) y Cebula2 y Lin para stx2 (93/98 aciertos), fueron los 

más específicos para detectar la diversidad de stx (Cuadro 8). Debido a que los 

iniciadores Lin también reconocen secuencias del gen stx1, fueron descartados 

para este estudio. 

 

Cuadro 8. Porcentaje de efectividad de los pares de iniciadores reportados 
para la detección de stx in silico. 

 

 

*Secuencias reconocidas del gen stx2e = 92.85%. ‡Secuencias reconocidas del 

gen stx2f = 100%. 

 

 

 

stx1 stx2 

Iniciadores 
Aciertos en 

Primer-Blast (%) 
Iniciadores 

Aciertos en 

Primer-Blast (%) 

Scheutz 1 100 Scheutz 2A 82.65 

Lee 1A 75 Scheutz 2B* 13.27 

Lee 1B 0 Scheutz 2C
‡
 4.08 

Lin 39.28 Lee 2A 71.43 

Pass 1 92.85 Lee 2B 0 

Cebula 1 75 Lin 94.90 

  
Pass 2A 80.61 

  
Pass 2B* 13.27 

  
Cebula 2 94.90 
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VI.3 Muestreo piloto de colecta de materia orgánica con el sistema de 

hisopos de arrastre. 

 

La metodología descrita para procesar los hisopos de arrastre, permitió 

recuperar en promedio 2.7 g de materia orgánica (Figura 4), material suficiente 

para producir 10 alícuotas de muestra para extracción de DNA. El sistema de 

hisopos de arrastre es ampliamente utilizado para muestreos microbiológicos de 

bacterias patógenas en unidades de producción (Molla et al., 2010; Rahn et al., 

1997; Uesugi et al., 2007; Shipp & Dickson, 2012; Zewde et al., 2009). Sin 

embargo, hasta donde conocemos, esta es la primera vez que se estandariza esta 

técnica para colección de muestras sometidas a ensayos cultivo-independientes. 

 

 

Figura 4. Cantidad de materia orgánica recuperada de los hisopos de 
arrastre. La caja agrupa el 50% de los valores y la línea que la divide es la 
mediana de las muestras. Las barras marcan los valores máximos y mínimos y la 
línea roja el peso promedio de los pellets (2.71556). n = 18 pellets. 
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VI.4 Selección de la Taq-DNA polimerasa comercial más eficiente para la 

detección de los genes stx1 y stx2 a partir de muestras de excretas. 

 

Para reducir la concentración de sustancias inhibitorias de la PCR, el DNA 

fue diluido en proporciones 1:10, 1:30 y 1:80. Independientemente de la enzima 

utilizada, la dilución 1:10 mostró una mejor amplificación del material genético. A 

este nivel de dilución, la concentración de DNA se estimó a ~10 ng/uL. Por tal 

motivo estudios subsecuentes utilizaron este nivel de dilución y concentración de 

DNA.  

El ensayo de evaluación de la efectividad de la Taq-DNA polimerasa, 

reveló que la marca TaKaRa fue capaz de detectar la presencia de los genes stx1 

y stx2 en DNA proveniente de excretas inoculadas con 2x10^4 UFC de STEC. En 

contraste, la marca Thermo Scientific solamente detectó stx1 y stx2 en excretas 

inoculadas con 2x10^6 UFC de STEC (Figura 5). En base a estos resultados, se 

seleccionó la marca comercial TaKaRa para el método de detección directa. Esta 

enzima es comúnmente utilizada para amplificar genes a partir de DNA obtenido 

de muestras ricas en sustancias inhibitorias (Nava et al., 2012b; Nava et al., 

2012a; Bloom et al., 2011; Ciorba et al., 2012). 
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Figura 5. Selección de la Taq DNA polimerasa comercial más eficiente para la 
detección de los genes stx1 y stx2. Detección del gen stx1 y stx2 a diferentes 
concentraciones de EDL 933/g de materia orgánica con diferentes factores 
dilución del DNA comparando las enzimas comerciales TaKaRa Ex Taq Hot Start 
Version y Thermo Scientific Maxima Hot Start Taq DNA Polymerase. Los 
productos se corrieron en un gel de agarosa a una concentración de 1.5%. 
 

VI.5 Límite de detección de los genes stx1 y stx2 en heces. 

 

Debido a que en algunas muestras se observó la presencia de productos 

inespecíficos de la PCR, se realizó un ensayo de gradiente de temperatura. El 

rango de temperaturas utilizado en el ensayo fue de 48.6 a 65.4°C. El par de 

iniciadores Scheutz1 que amplifica el gen stx1 mostró un mayor rango de 

temperaturas de alineación de PCR sin la formación de artefactos. En contraste, 

los iniciadores Cebula2 presentan productos inespecíficos en las temperaturas 

que van de 48.6 a 56.2°C. Sin embargo, a temperaturas de 57.4°C la amplificación 

del gen stx2 fue específica (Figura 6B). Además, los amplicones más intensos se 
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observaron a una temperatura de alineación de 61°C. En base a estos resultados, 

los ensayos subsecuentes de PCR para la detección de stx1 y stx2 se realizaron 

con temperatura de alineación de 61°C. 

 

 

Figura 6. Gradiente de temperatura (57 Δ 20°C) para la optimización de la 
PCR. Se utilizó el DNA de EDL 933 inoculado en materia orgánica a una 
concentración de 20,000 UFC. A) PCR con gradiente de temperatura para los 
iniciadores Scheutz1. B) PCR con gradiente de temperatura para los iniciadores 
Cebula2. Cada uno de los carriles representa una T (°C) específica a la que se 
realizó la PCR. Carril 1 = 48.6; carril 2 = 49.6; carril 3 = 51.3; carril 4 = 53.2; carril 5 
= 54.5; carril 6 = 56.2; carril 7 = 57.4; carril 8 = 60.2; carril 9 = 61.3; carril 10 = 
63.6; carril 11 = 65.4; carril 12 = 56.2 (Control positivo, DNA genómico puro). . Los 
productos se corrieron en un gel de agarosa a una concentración de 1.5%. 
 

Una vez obtenidas las mejores condiciones de PCR, se realizó un nuevo 

ensayo de límite de detección. En este ensayo se inocularon excretas con 

concentraciones conocidas de STEC (de 2x10^1 a 2x10^4UFC/0.25 g).  

Estos resultados revelan que el límite de detección del ensayo de PCR 

para la identificación de los genes de stx1 y stx2 es 2x10^2 UFC de EDL 933/0.25 

g de materia orgánica (Figura 7). Esta concentración bacteriana es la carga 
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bacteriana comúnmente excretada por animales en producción  (Sekse et al., 

2005; Fegan et al., 2004; Chase-Topping et al., 2008). Por tal motivo, el ensayo 

directo de PCR para la detección de stx1 y stx2 podría ser una herramienta 

importante para estudiar la prevalencia y distribución de STEC en animales 

destinados al consumo humano. 

 

Figura 7. Estandarización del límite de sensibilidad de la PCR para detectar 
stx1 y stx2 a diferentes concentraciones. Detección del gen stx1 y stx2 a 
diferentes concentraciones de EDL 933/g de materia orgánica con diferentes. Los 
productos se corrieron en un gel de agarosa a una concentración de 1.5%. 
 

VI.6 Prevalencia de los genes stx1 y stx2 en hatos de explotación pecuaria. 

 

Los estudios cultivo-dependientes de prevalencia de STEC en productos 

agroalimentarios son costosos y demoran más de 48 horas para obtener 

resultados. Por esta razón, surge la necesidad de desarrollar metodologías 

rápidas para la oportuna identificación de este patógeno (Bélanger et al., 2002; 

Sekse et al., 2005; Grys et al., 2009: Lima et al., 2013; Tunsjø et al., 2015). El 

objetivo del presente trabajo fue desarrollar un método directo para la detección de 

STEC en muestras ambientales. Este método consiste en la colección de 

excretas, extracción de DNA y amplificación de los genes stx1 y stx2 a través de 

ensayos de PCR. 
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Para validar el método de detección directa desarrollado en el presente 

estudio, se procesaron 85 muestras provenientes de siete unidades de producción 

animal. El 81.17% (69/85) de las muestras fueron positivas para stx. La 

prevalencia de stx1, stx2 y stx1/stx2 fue 7.05%, 52.94% y 21.17%, 

respectivamente. En general, el gen stx2 fue el más prevalente en todas las 

unidades de producción animal.  

La unidad de producción con mayor prevalencia de stx fueron granjas 

lecheras con 92.5% (37/40), donde el gen stx2 fue el más recurrente con un 55% 

(22/40). En granjas de cerdos se observó una prevalencia de stx de 81.81% 

(27/33), siendo el gen stx2 el más recurrente (63.63%, 21/33). En granjas de 

becerros de engorda la prevalencia de stx fue del 41.66% (5/12), stx1/stx2 fue el 

genotipo más recurrente con un 25% (3/12) (Cuadro 9). Los resultados obtenidos 

son comparables con lo reportado en la literatura. Por ejemplo, en ganado bovino 

se han reportado prevalencias que oscilan entre 3% y 87% (Cho et al., 2009; 

Fernández et al., 2010;.Menrath et al., 2010; Ferreira et al., 2014; Mekata et al., 

2014). Estos datos sugieren que esta especia animal es un importante reservorio 

de STEC. De igual forma, otros estudios han reportado altas prevalencia del stx2 

en ganado porcino (Feder et al., 2003; Tseng et al., 2014) Por ejemplo, Tseng y 

colaboradores, reportaron una prevalencia de 98.59% en canales de cerdo (Tseng 

et al., 2015). La detección oportuna de stx2 en productos agroalimentarios es 

altamente relevante debido a que STEC portadoras de stx2, se han asociado a la 

producción de HUS (Keir et al., 2012; (Ethelberg et al., 2004; Orth et al., 2007).  

Los actuales sistemas de producción de alimentos demandan 

herramientas rápidas para la oportuna identificación de STEC en alimentos y 

materias primas. Por tal motivo, numerosos investigadores han diseñado ensayos 

de detección directa (cultivo-independientes) para conocer la prevalencia de STEC 

en muestras ambientales, Por ejemplo, Seske y colaboradores lograron 

implementar una técnica de PCR para heces de ovejas, cuyo rango de detección 

para los genes stx fue de 10^2 a 10^7 UFC de STEC/g de excretas (Sekse et al., 

2005). En humanos, ensayos moleculares han logrado detectar STEC en niveles 

que van desde 10^5 a 10^2 UFC/g de heces (Bélanger et al., 2002; Lima et al., 
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2013; Grys et al., 2009; Lima et al., 2013; Tunsjø et al., 2015). Es estudios resaltan 

la sensibilidad y la importancia de los ensayos directos. Por tal motivo, esperamos 

que la herramienta desarrollada en el presente estudio sea fundamental para 

determinar la prevalencia y diversidad de STEC en productos agroalimentarios. 

En México, sólo existe un estudio que haya detectado la presencia de 

STEC en granjas utilizando la metodología tradicional de aislamiento bacteriano y 

genotipificación de stx. Este ensayo fue realizado en el Valle de Culiacán, Sinaloa, 

en granjas rurales de ovejas, bovinos y gallinas. Se reportó una prevalencia de 

STEC de 15.83% (19/120 muestras). De los aislamientos de STEC obtenidos, el 

52.38% (33/63 aislamientos) portaban el gen stx2, 44.44% (28/63) los genes 

stx1/stx2 y el 3.17% (2/63) al gen stx1 (Amézquita-López et al., 2012). En 

conjunto, estos datos revelan que en nuestro país circulan los dos tipos de stx. Se 

requieren un estudio más extenso para determinar la prevalencia de STEC en los 

diferentes grupos agroalimentarios del país. Además, es necesario realizar 

estudios adicionales para establecer asociaciones entre los diferentes subtipos y 

las unidades de producción animal.  
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Cuadro 9. Prevalencia de los genes stx1 y stx2 para los diferentes tipos de 
granjas muestreados. 
 

 

 

Granja 
Gen de la toxina 

stx1 stx2 stx1 y stx2 Total 

Cerdos 
3/33 

(9.09%) 
21/33 

(63.63%) 
3/33 

 (9.09%) 
27/33  

(81.81%) 

Vacas lecheras 
3/40 

(7.50%) 
22/40 
(55%) 

12/40 
(30%) 

37/40 
(92.5%) 

Becerros de 
engorda  

0/12 
(0%) 

2/12 
(16.66%) 

3/12 
(25%) 

5/12 
(41.66%) 

Total 
6/85 

(7.05%) 
45/85 

(52.94%) 
18/85 

(21.17%) 
69/85 

(81.17%) 
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VII. CONCLUSIONES 

En el presente estudio se desarrolló y validó un ensayo de detección de 

directa de los genes stx1 y stx2, con un límite de detección de 10^2 UFC de 

STEC. Este método es rápido y sensible para estudiar la prevalencia y distribución 

de este stx en unidades de producción animal.  

 

En las muestras analizadas no se observó una relación entre la diversidad 

de stx y las especies animales en producción. Sin embargo, se corroboró que el 

grupo stx2 es más prevalente prevalencia en cerdos y ganado vacuno. Este 

hallazgo es importante, debido al daño que producen las STEC Stx2 en humanos.  

 

En general, la presencia de los genes de virulencia de STEC en granjas 

de animales de producción es preocupante, por el riesgo potencial en humanos. 

Por tal motivo, es imperativo realizar un estudio más extenso para conocer la 

prevalencia y diversidad de STEC en productos agroalimentarios y establecer 

medidas zoonatiras de prevención y control. Consideramos que la herramienta 

molecular desarrollada en el presente estudio será de gran importancia para este 

fin. 
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