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Introduccidn

Escherichia coli productora de toxina Shiga (STEC) es
un importante agente causal de diarrea y la principal
causa de Sindrome Urémico Hemolitico (SUH) post
diarreico. STEC pertenece a un grupo de patdgenos
zoondticos emergentes, caracterizado por poseer
dentro de su genoma los genes stx1 y stx2, respon-
sables de codificar para dos potentes verocitotoxi-
nas llamadas toxina Shiga 1 (Stx1) y toxina Shiga 2
(Stx2), las cuales son reconocidas como su principal
factor de patogenicidad [1].

Tanto el serotipo O157:H7 como los serogrupos
no-0157 son patégenos reconocidos de trasmision
alimentaria, con un aumento de reportes de infeccio-
nes por STEC no-0O157 [2]. El sUH es causado en mu-

chos de los casos por cepas STEC, principalmente por
E. coli O157:H7, y se caracteriza por anemia microan-
giopatica, trombocitopenia e insuficiencia renal. La
asociacion entre SUH y toxina Shiga es la causa de 90%
de casos de este padecimiento entre nifios [3].

El bovino, se ha identificado como el principal
portador asintomatico de la sTEc O157:H7, y son con-
siderados como el principal reservorio y siper propa-
gadores de este serotipo [4]. Acorde al Servicio de In-
formacion Agroalimentaria y Pesquera (STAP-SADER),
México cria y exporta al afio en promedio 1,046,219
bovinos en pie a los Estados Unidos de América. El
estado de Chihuahua es el exportador principal y So-
nora ocupa el segundo lugar; en el primer trimestre
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del 2022, Sonora exportd 55,592 becerros (53,712) y
vaquillas (1,880) en pie. Esta condicion de productor
de bovino en pie con fines de exportacion pone de re-
lieve la importancia de realizar monitoreo ambiental
respecto al movimiento post-excrecion en el aire de
STEC.

Un estudio previo realizado por el equipo de traba-
jo del Laboratorio de Investigacion en Microbiologia
del Instituto Tecnolégico de Sonora (ITSON) estable-
ci6 el primer reporte de la presencia de sTec O157:H7
en heces de bovinos asintomaticos en el Noroeste de
México; en el estudio desarrollado en el ano 2018, se
encontré que la incidencia de la sTec O157:H7 fue
del 3.1% y de sTEC no 0157 de 19.8%. Estos resulta-
dos sugieren que el ganado bovino es un reservorio
primario de STEC en esta region del pais y se sugirio
avanzar en el estudio de las heces de bovinos como
vector importante de contaminaciéon hacia otras ma-
trices [5].

El grupo de trabajo coincide en que, el uso del es-
tado del arte de herramientas de tipo molecular sera
lo que coadyuve a mantener la pertinencia hacia la
iniciativa privada y hacia la sociedad. En ese contex-
to, y bajo un convenio de colaboracién Bioera Méxi-
co — ITSON se incorpor6 el uso de 1a PCR por convec-
cion (cPCR), la cual es una tecnologia novedosa que
incluye el uso de tres placas de calentamiento para la
desnaturalizacion, anillamiento y polimerizacion para
generar la conveccion en los tubos de PCR; el método
no requiere rampas entre temperaturas como ocu-
rre en los termocicladores tradicionales, y por ello el
tiempo de reaccién es drasticamente reducido.

Es importante también resaltar que, el grupo de
trabajo transita hacia el uso de ensayos de flujo late-
ral de 4cidos nucleicos (NALF), el cual es un método
reciente desarrollo para la deteccion de patogenos de
interés en alimentos; basicamente es una deteccidén
indirecta de los productos de pcr amplificados a tra-
vés del uso de anticuerpos contra oligos especificos
etiquetados con Carboxy-fluoresceina (Fam), digoxi-
genina (DIG) y biotina, lo cual permite ir dejando en
uso reducido el gel de agarosa y fluoréforos interca-
lantes de alta toxicidad como el bromuro de etidio.

Los resultados que presentamos en este traba-
jo permiten avanzar en la identificaciéon de la STEC
0157:H7 como un potencial contaminante, a través

del aire, de matrices agroalimentarias en esta region
de México.

Asi mismo, como parte de las aportaciones rele-
vantes, el grupo de trabajo universidad — empresa
plantea, a manera de debate, para posteriores estudios
lo siguiente: el uso y aplicacion de estas técnicas de
CPCR y NALF en campo, atendiendo la necesidad en
el lugar donde se encuentre “in situ”, lo que las nuevas
tendencias definen como pocT (Point Of Care Tes-
ting). Se dejara sobre la mesa la posibilidad y deseo
de desarrollar nuevos trabajos en el futuro cercano
que nos brinden la oportunidad de generar nuevas
conclusiones que nos acerquen a ser de los pioneros
en México, en la implementacion y desarrollo de pro-
cedimientos que permitan integrar estas nuevas tec-
nologias en los protocolos estindar de laboratorios de
diagnostico publico y privado; constituyéndose como
un analisis tipo tamizaje que permite tomar una de-
cision rapida en campo, pero que al mismo tiempo
permita cotejar de manera tradicional en laboratorio,
ya que al usar solo un 10% del producto de pcr del en-
sayo para revelar el resultado por NALF, el resto pue-
de integrarse en una cadena de custodia y de frio que
demande cualquier sistema de calidad con marco de
referencia nacional y/o internacional.

Finalmente, sefalar que se aspira a contribuir en
México, con la actualizacion de las Normas de diag-
nostico animal, asi como para la identificacién de or-
ganismos patdégenos zoondticos; para ello el grupo de
trabajo estd preparandose para documentar lo nece-
sario en la evolucion del diagnostico molecular en el
pais.

El objetivo del estudio fue establecer un piloto so-
bre el potencial de dispersion de E. coli O157:H7 en
areas de crianza de bovinos en el sur de Sonora, me-
diante el estudio de aire/particulas suspendidas con
aislamiento en agar selectivo y empleando cPCR e in-
munoensayos NALF

Metodologia

El muestreo de aire/particula suspendida se realizd
durante el primer semestre del ano 2022 en dos sitios
de crianza de bovino; uno a escala de produccién mi-
cro para consumo local (sitio 1) y otro con fines de
macro produccion para exportacion (sitio 2). Para el
sitio 1 la direccion del viento fue de norte a sur, mien-
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tras que para el sitio 2 de este a oeste; utilizando el sis-
tema CESAVE — SIAFESON (www.siafeson.com/remas)
se verifico que en los dias de colecta de muestra la
velocidad del viento fuera mayor a 10km/h.

Para el muestreo de aire/particula suspendida se
utilizé el equipo aspirador de aire SAS super 100®
colocado por el operador a una altura de 1.5 m, con-
teniendo en el cabezal una placa de contacto con agar
cromogénico Rainbow® O157. En cada sitio de mues-
treo se marcaron sitios a 0, 50 y 100 metros a partir
del cerco perimetral de la granja de bovinos y se co-
lectaron muestras simples a las 0, 6 y 24 horas para un
total de 36 muestras. Utilizando el SAS super 100® se
aspir6 un volumen de 1 m3 de aire y posteriormente,
entre cada muestreo, la caja se retiraba del cabezal y
la tapa y compartimiento para la placa de contacto se
desinfectaba con solucion de alcohol etilico al 70%, y
la placa se resguardd en una bolsa estéril para después
ser transportadas en refrigeracion; una vez en el La-
boratorio se colocaron a temperatura ambiente y se
incubaron a 37°C + 1°C de 18 a 24 h. De cada placa
de agar cromogénico Rainbow® 0157 se selecciona-
ron el total de las colonias que presentaban coloracion
negras, grises, purpuras-azules y se resembraron en
agar de tripticasa de soya (Tsa) (Cat. 236950, BD®),
incubadas a 37°C + 1°C por 18 h, se verifico median-
te tincion Gram que la morfologia de los aislados co-
rrespondiera a la caracteristica de E. coli (bacilo corto
Gram negativo) y finalmente se preservaron a -70°C
en caldo de tripticasa de soya (TsB) (Cat. 211825,
BD®) con 20% de glicerol hasta su andlisis.

Para la extraccion de ApN del control positivo
(cepa O157:H7-ciBNOR) y de las cepas aisladas a
partir de aire/particula suspendida, se utiliz6 un ex-
tractor portatil de acidos nucleicos (Palm Tron® E1,
Ahram BIOSYSTEM) con bateria de Li Polimero, si-
guiendo la metodologia del fabricante que consiste
en mezclar 200 ul. de buffer Quick DE con 20 uL de
muestra (cepa incubada en TSB a 35°C/18 h); poste-
riormente se toman 5 uL de la mezcla y se depositan
en un tubo DE PALM PCR™ con 20 uL de reactivo
DE, se centrifugd por 1 minuto a 8500 rpm en una
centrifuga Ahram® RX1, BIOSYSTEM, para después
colocar los tubos en el equipo Palm Tron® E1 por 6
minutos y finalmente centrifugar por 1 minuto a 8500
rpm, tomando 5 uL del sobrenadante para la PCR; el

resto de la extraccion se mantuvo en almacenamien-
to a -20°C. La concentracion y pureza del ADN fue
determinada utilizando un espectrofotémetro Nano-
Drop 2000c¢ (Thermo Scientific®); la integridad y la
especificidad de los oligonucle6tidos se verificaron
mediante gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de
etidio (0.33 mg/mL), visualizindolo con un sistema
Minibis Pro DNR (sistemas Bio-Imaging®).

La cPCR se desarroll6 en 20 ul. de volumen de re-
accion, conteniendo: 5X PalmTag® Express Master
Mix (5X) (suplementada con 2.5 nM de MgCI2 y 0.2
mM dNTPs, 0.8 U Taq high-speed DNA polymerase)
(Ahram Biosystems®) y 10 uM de cada oligonucleo-
tido. Para la deteccion de Escherichia coli O157:H7 y
verificar la especificidad de la reaccion se utilizo el
inmunoensayo NALF2 (Nucleic Acid Lateral Flow) do-
ble linea de Ahram Biosystems®. Los oligonucleoti-
dos utilizados para el gen del antigeno 0157 (rfbE;
GenBank acceso No. S83460.1): f-Biotin-GGAT-
GACAAATATCTGCGCTGC y r-Digoxigenin-GGT-
GATTCCTTAATTCCTCTCTTTCC, y para el gen
del antigeno flagelar H7 (fliC; GenBank acceso No.
AF228487): f-Biotin-GCGCGAAGTTAAACACCACG
y r-FAM-CGGTGACTTTATCGCCATTCC [6]; se utili-
76 1 uL de ADN gendmico como templado. La cPCR se
llevé a cabo utilizando un termociclador portétil ope-
rado por bateria y de convecciéon térmica PALM PCR
(Mod. G3, Ahram Biosystem®). La velocidad utiliza-
da fue turbo 3 (T3) con una temperatura de anilla-
miento de 56°C. Las reacciones de cPCR incluyeron
35 ciclos (11 minutos).

Resultados y discusion

Los resultados de la especificidad de los oligonucleo-
tidos con la cPCR se presentan en la Figura 1. A)
muestra la altura de los amplicones para el gen del
antigeno 0157 (rfbE, 213 pb) y el gen del antigeno
flagelar H7 (fliC, 108 pb) cuando se utiliz6 ADNg puro
de la cepa sTECc O157:H7-CIBNOR siendo consistente
con lo reportado por Kim et al., 2018 [6]. B) muestra
el inmunoensayo de flujo lateral marcando adecua-
damente las lineas para los amplicones de los genes
bajo estudio en el caso del control positivo (cepa
0157:H7-CIBNOR), mientras que en el caso del con-
trol negativo (sT) solo se observa la banda en el con-
trol.



A partir de las 36 muestras de particula suspendida
se obtuvo una coleccion de 79 aislados que presenta-
ron caracteristicas macroscopicas en agar Rainbow®
0157; al momento 13 aislados han sido analizados
utilizando cPCR (sitio 1, 4 cepas; sitio 2, 9 cepas). La
figura 2 muestra los resultados que demuestra la au-
sencia de la sTEc O157:H7, siendo congruentes con lo
reportado por Yanamala et al. (2011) [7] y Berry et
al. (2015) [8] donde la sTEC O157:H7 estuvo ausente
en muestras de particula suspendida (1m?), en distan-
cias de hasta 45 y 180 metros respectivamente, con-
tiguas a corrales de ganado bovino. Se continuari con
el estudio del resto de los aislados, y adicionalmente
se trabajara con la pcrR multiplex acorde a Rivas-Ruiz
y cols., (2020) [5], a efecto de establecer la presencia
de los genes stx1 y stx2.

Conclusién

El estudio contintia en desarrollo; sin embargo, de
forma preliminar y considerando el aislamiento selec-
tivo de cepas sospechosas a sSTEc O157:H7 y no 0157
en agar cromogénico Rainbow® 0157 es factible su
movimiento en aire/particula suspendida debiendo
esto demostrarse por el grupo de trabajo.
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Deteccién especifica de E. coli O157:H7 empleando cPCR. A) Gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio
(0.33 mg/mL) B) Ensayos NALF2.

ST: Sin Templado (agua ultrapura); M: marcador de peso molecular 1kb pNA Ladder (Cat. G571A, PROMEGA); ApNg de E. coli 0157:H7 (cepa
CIBNOR)
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Deteccién especifica de E. coli O157:H7 empleando cPCR y ensayos NALF2.

Sin Templado (agua ultrapura); AbNg de E. coli 0157:H7 (cepa CIBNOR); 1 — 13, cepas aisladas en el estudio.
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