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RESUMEN 

México es uno de los principales exportadores de mango a nivel 

mundial; sin embargo en los últimos anos se han presentado 

problemas comel'"ciales relacionados con la inocuidad de productos 

frescos que han afectado el mercado de exportación. En el año 

2000 se reportó en Estados Unidos un brote de salmonelosis a 

partir de mangos y esta bacteria se ha encontrado también en 

otros productos ácidos. Los métodos tradicionales utilizados para 

su identificación son demasiado largos y poco sensibles, por lo que 

es necesario el uso de técnicas más rápidas. sensibles y 

especificas para la detección de Sa/tTKJnella. 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica 

molecular que se utiliza para el desarrollo de métodos que 

cumplen con las expectativas deseadas de acuerdo a la rapidez, 

sensibilidad y especificidad. El uso de estos métodos rápidos ha 

ido en aumento en los últimos años. ya que ha sido un excelente 

auxiliar en problemas donde los microorganismos se encuentran 

en los alimentos en bajas concentraciones. 

El objetivo de éste trabajo fue establecer una técnica capaz de 

detectar cuentas bajas de Salrnonella en la superficie del mango y 

detenninar la incidencia de esta bacteria en la superficie de 

diferentes muestras comerciales de mango. 

Se estableció un método de PCR múltiple. utilizando tres pares 

de primers que amplifican el sitio phoPlphoQ de bacterias 

colifonnes patógenas Hin y H-Li especif"tcas para Salrnonella. que 

codifican regiones del gene de la flagelina. 



Se demostró la especificidad del método, confinnando la 

amplificación selectiva para Salmonella spp. Se detectó la 

presencia de un inhibidor en el extracto del mango, por lo cual fue 

necesario llevar a cabo un enriquecimiento previo de fas muestras 

analizadas. Se demostró que la mayor sensibilidad se obtiene 

después de 5 horas de enriquecimiento en caldo BHI para detectar 

un inóculo de 1 UFC/ mango. El método de la PCR fue más 

sensible con respecto al tradicional, en la relación de 1 o a 1 , para 

la detección de Sal1110nella en el mango. 

El muestreo de mangos se realizó de 5 sitios de diferente 

procedencia (bodegas de la Central de Abastos). Se detectó la 

presencia de Salrnonella sp. en 3 de ellos. No fue posible el 

aislamiento de las cepas de Saln10nella, por lo que será necesario 

utilizar otros métodos para detenninar si estaban muertas o en 

estado viable no cultivable. 



1. ANTECEDENTES 

1.1 MANGO 

1.1.1 ASPECTOS GENERALES 

El mango es uno de los frutales rnlls import8ntes de los pafses 

tropicales y nocibe el nombre clentlfico de lllangife'8 Indica L. 

pertenece a la famlla de las Anacaldatceas, que a su -z fonna 

parte del orden de las Tereblnhlles (lbar, 1979). La e~ 

Mangifem indica - de origen indio-birmano (Norte de la India) o 

malayo y fue trasladada por loa PQftugueses al Brasil, de donde se 

extendió por todo Cen-m6ñca (lbar, 1979). 

El fruto del mango - una drupa que puede contener uno o rn6s 

embriones. Los .. medos de tipo Indio (de le lndlm) aon 

monoembriónicos y entre e- - encuentran la mayorfa de los 

cultivares c:omen:iales. Los frutos ...tan en peso desde 200 g 

hasta unos de 2 Kg.; en forma, desde redonda haista ovoide, y en 

color. entre verde. amarillo y distintas ~ del rosa. rojo y 

violeta. 

Tiene un valor alimenticio con un contenido de azúcar entre el 

10 y el 20% y un contenido de protefna alrededor del 0.5%. 

además de ser una fuente de vitamina e (Saúco, 1990). La fruta 

madura contiene cerca de 11.8% de carbohidrato•, 48001U de 

vitamina A. 13mgl100g de 6cido aac6rbico, y gqin canlldmd de ,,.... 

Carotenos (Kalra, 1995). 

Los cultivares de mango pueden agrupane en 3 grupos 

principales: 

1 
J 
o 



Cultivares Indios: Son monoembriónicos (semilla con un solo 

embrión). susceptibles a la antracnosis y deterioro interno. La 

longitud de las fibras y el color de la piel son muy variables. 

teniendo algunos una piel bastante roja. La mayoría son dutces 

con un contenido de ácidos bajo. 

Cultivares Indochinos y Filipinos: Son poliembriónicos (semilla con 

varios embriones), relativamente resistentes a la antracnosis, 

dulces y sin fibra. La epidennis es verde amarillenta. Carabao es el 

cultivar más importante en Filipinas. y se exportan en cantidades 

considerables a Japón. 

Cultivares de Florida: El Haden se desarrolló en Florida como 

planta de semilla del cv.indio Mulgoba en 1910. Las siguientes 

características lo han hecho muy popular en el comercio 

internacional: color rojo atractivo de la piel, alta resistencia de la 

piel. lo cual es muy importante para el transporte a 1a,-ga distancia 

y contenido en ácidos relativamente atto. Desde 1940 se han 

desarrollado en Florida un grupo de cultivos con caracteristicas 

similares. Algunos ejemplos son Tommy Atkins, Zill. Torbet, 

Kensington, lrwin, Haden Glenn. Lippens, Van Dyke, Sensation, 

Osteen. Keitt. El orden de maduración es aproximadamente el 

mismo en diferentes zonas de cultivo <www.crfg.org, 

www.infoagro.com). 

Los principales cultivares que se comercializan en México son 

'"Haden", lrwin", "'Kent"', ""Manila", "Palmer"', ·sensation", ""Tommy 

Atkins", '"Van Dyke" y '"Ataulfo" (www.raians.com>. 



... nao ... nl,. 
Es de origen mexicano, descendiente del cultivar de Hawal de 

tipo filipino. Es un fruto que m.dura tempranamente, es susceptible 

a la antracnosls y en su mayorla se cultiva en Veracruz. Su 

temporada comienza a finales de abril y tennlna en agosto. El fruto 

tiene una forma alargada plana, color am.rillo, tam.llo pequello no 

mayor a 300g y de -bor dulce (Morton, 1987). 

Mango Alllúlfo 

Es originario de un cultivar de Hawai. - a su vez desciende 

directamente del mango Manila. Su tempon¡da comienza a finales 

de abril y se extiende hasta agosto. La fruta es pequella, plana, de 

forma alargada, con un peso apnncimado entre 150 y 300g, su 

color va de amarillo verdoso a amarillo oro cuando - maduro, su 

sabor es muy dulce y casi no tiene ftbnl (Morton, 1987). 

La India contribuye con cerca de un 64% de la producción 

mundial, pero tarnbi6n existen otros pal- productoras, entre loa 

que se encuentran M6xico (como ten:er lugar), Pakist6n, Brallil, 

Filipinas y Tailandia (Kalra. 1995). M6xico ocupa el tercer lugar en 

producci6n de mango a nivel mundial, mientras - en la 

elCpOl'taci6n el producto nac:lonal ,,,..,,...-... una ten.re parte del 

c:omen:io en el mundo. La impor1ancia del mango en W><ico se 

debe a - en nuestro pala se dedica un mayor poccentaje de su 
producci6n a la exportación (Fog.1. 1 ). 

En M6xico el ,._,go tiene une oferta estacional bien definida en 

el mercado; los ~ pnxtuctonts de mango son: Nayarit 

(16.7%), Chiapas (15.2%), Veracruz (12.9%), SiNlloa (12.5%), 

G.........., (12.2%), Oaxace (11.9%), Mlchoec6n (7.9%) y Colima 

----



(1.3%). El 80% de 18 pnxlucci6n ......... 1 - obtiene desde fines 

de abril ti.- principio de...,...,_ (Www . .......,..corn.mx). 

M6alco 
•'1% 

..... 1.1Pilnclp _____ ,,__,1-

F-5'11GARPAy PROEXIN 

1.1.2 PLAGAS Y ENFERMEDADES 

El mango ea una especie mfectada por el llt8que de nun.roaas 

plagas y enfennededes, c:lt6nclo9e en el orden de 87 pM(lgelios, 

més de 350 eapecles de --. ocho especies de ...,.. y 13 

eapec:ies de rwn6k>do9. No tlDdos ...._, .. -... lrnpartW1Cia y 

asl destacan como enfenned8des de mayar difusión mundial ta 
antracnosla. tanto en pre corno en post-c:osecha, et oidio y tas 

manchas negl8s bacterianas (Sauc:o, 1990). 

1.1.2.1 PLAGAS O PESTES 

En esta dalliflcad6n - ...:uentran 18 1110SC8 de i. fruta (Karta, 

1995), Tripa Sel&nothtips IUbtocinclus Girad (Th~: 



Terebranlia) (Mora, 1997) y los insectos escamosos (Pu/vinaria 

polygonata, Aspidiatus destructor, Ceroplastis sp. y Rastococcus 

sp.). 

1.1.2.2 ENFERMEDADES 

El mango sufre severas enfennedades en todas las etapas de 

su vida. Todas las partes de las plantas son atacadas por 

numerosos patógenos. hongos, bacterias y algas. Estas 

enfennedades pueden causar las mayores pérdidas a nivel 

económico. 

1. 1.2.2. 1 Antrac.nosis. Es producida por el hongo GlomereUa 

cingulata. la enfermedad se mani'ftesta cuando ocurren condiciones 

ciimáticas no favorables como lo son una elevada humedad, lluvias 

frecuentes y temperaturas entre 24-32º C; los sintomas son 

diversos, en los que se induye marchites de la panicula, manchas 

en las hojas, frutos y pudrición de los mismos. 

1.1.2.2.2 Manchas negras bacterianas. También llamada 

mancha bacteriana o cáncer bacteriano, favorecida en condiciones 

climáticas calientes y húmedas, es causada por la bacteria 

Xanthornonas campestris cepa Mangiferae indica. Los principales 

sfntornas en las hojas son pequenas lesiones acuosas que con el 

tiempo fornlan tnanchas negras irregulares con halos amarillos. El 

centro de cada lesión es oscuro y frecuentemente se quiebra 

formando cánceres en fonna de estrellas. La exposición de la 

pulpa subyacente atrae a los insectos. produciéndose una invasión 

posterior de otros microorganismos. 



1.1.2.2.3 Moho arenoso (oidio). Esta enfermedad es causada por 

Oidium mangiferae y se desarrolla mejor a 20-25 ºC. Sus 

sfntomas son la aparición de parches de crecimiento blancos 

pulverulentos en la plantas y en la panfcula. También afecta a las 

flores y lleva a una calda prematura del fruto, reduciendo 

considerablemente la cosecha. 

1.1.2.2.4 Pudrición de la cicatriz del pendúculo o muerte negra 

(Stem-end rol). De esta enfermedad es responsable el hongo 

Lasioidplodia theobromae. Durante la floración y formación del 

fruto, ta colonización del hongo aumenta confonne tas flores 

mueren y se empiezan a fomiar frutos. Esta enfennedad afecta 

áreas dañadas mecánicamente del pend8culo o de la piel. El 

hongo crece a partir del pedúnculo fonnando lesiones negras 

circulares alrededor del mismo (Johnson. 1993). 

1.1.2.2.5 Pudrición por hongo negro. Esta enfermedad es 

causada por Aspergillus niger v. Tieghem y otros Aspergil/us spp. 

Los frutos afectados muestran amarillamiento en la base del fruto y 

manchas gris-verdosas de forma irregular que se vuelven negras 

o forman lesiones negras (Pathak. 1980). 

1.1.2.2.6 Sarina o verrugosis (mango scab). Los hongos 

responsables de esta enfermedad son Elsínoe mangiferae y 

SphaceloTna rnangiferae. k>s cuales atacan a las hojas. flores. 

frutos y varas. En etapas tempranas. esta enfennedad se parece a 

la antracnosis. Las lesiones del fruto se cubren con un tejido 

esponjoso de color café. 

1.1.2.2. 7 Pudrición por Rhizopus. Esta enfermedad es causada 

por Rhizapus arThizus el cual produce una separación de la 



cáscara y desarrollo de una mancha blanca CX>n espora de 

cabezas negras <www.scisoc.om>. 

1. 1.2.2.8 Polvo de hollin (sooty mould). Esta enfermedad es 

causada por varios individuos del hongo Melíola spp .• en especial 

del hongo Melíola mangíferae. La enfennedad en el campo se 

reconoce por la presencia de una cubierta negra aterciopelada en 

la superficie de las hojas, y en casos severos, los árboles se 

vuelven CX>mpletamente negros <www.rajans.com>. 

1.1.3 DAÑOS PRE-COSECHA Y POSTCOSECHA 

El mango pude tener desordenes fisiológicos y dar'\os fisicos antes 

de la cosecha, los cuales aparecen de manera inesperada. 

1.1.3.1 QUEMADURA POR LATEX. Color pardo-negro a negro 

de la piel debido al dano quimico y fisiológico del exudado que 

emana al cortar el pedúnculo. 

1.1.3.2 ABRASIONES DE LA PIEL. Las abrasiones debidas al 

roce entre frutas o contra supeñtcies rugosas produce cambios de 

color de la piel y una pérdida acelerada de agua. 

1.1.3.3 DAÑO POR FRIO. Los slntomas incluyen maduración 

heterogénea, desarrollo pobre de color y sabor, picado de la 

superficie, color grisáceo de la piel parecido al escaldado, aumento 

de la susceptibilidad a las pudriciones y, en casos severos, 

pardeamiento de la pulpa. La incidencia y severidad de esta 

fisiopatia dependen del cultivar, estado de madurez. (los mangos 

más maduros son menos susceptibles) la temperatura y duración 

de La exposición. 



1.1.3.4 DAfilO POR CALOR. La exposición a temperaturas 

superion!s a 30 ºC (86ºF) por periodos mayores a 10 dias provoca 

maduración heterogénea. moteado de la piel y sabor intenso. 

Cuando se excede el tiempo y/o la temperatura recomendados 

para el control de insectos y/o pudriciones se presentan también 

danos por catar (escaldado de la piel. moteado y niaduración 

heterogénea): por ejempk>. en el tratamiento disenado para el 

control de insectos. cuando la fruta se sumerge por más del tiempo 

recomendado (65-90 minutos, dependiendo del tamano del mango) 

o el agua esta a más de 46.4 .. C (115.5ºF), que es la temperatura 

recomendada. 

1 .1.3.5 DESCOMPOSICIÓN INTERNA DE LA PULPA, 

AHUECAMIENTO DE LA ZONA PRÓXIMA A LA CICATRIZ DEL 

PEDÚNCULO. Se caracteriza por la descomposición de la pulpa y 

el desarrollo de cavidades internas entre la semilla y el pedúnculo. 

Esta fisk>patia es más frecuente en mangos madurados en el 

árbol. 

1.1.3.6 SEMILLA GELATINOSA, MADURACIÓN PREMATURA. 

Desintegración de la pulpa que rodea a la semilla en forma de una 

masa gelatinosa. 

1.1.3.7 PUNTA BLANDA. Ablandamiento del tejido del ápice o 

punta floral. La pulpa luce sobre madura y puede alterar su color y 

volverse esponjosa. Esta fisiopatia puede estar relacionada con 

deficiencia de calcio. 



1.1.4 ALMACENAMIENTO POST-COSECHA 

Muchos factores como la maduración. el método de cosecha, el 

empaquetamiento, el transporte y las enfermedades entre otros, 

afectan la estabilktad del mango. Debido a que éste tiene ta 

capacidad de responder metabólicamente al ambiente en donde 

se encuentra almacenado, se han disenado métodos para 

extender la vida de anaquel y reducir las pérdidas. Éstos se 

ciasif'tean en métodos fisicos y qufmicos (Kalra, 1995). 

1.1.4.1 ALMACENAMIENTO A BAJAS TEMPERATURAS 

Debido a que el mango es una fruta tropical, es sensible al fria; por 

Jo que el almacenarto a bajas temperaturas reduce el rango de 

respiración y baja la posibilidad de producción de etileno, lo que 

ayuda a retardar su maduración (Kalra, 1995). El problema de este 

método es que el almacenamiento prologado a bajas 

temperaturas afecta la maduración de la fruta y en condiciones 

extremas éste puede sufrir dano por fria. Se considera que la 

temperatura óptima para su almacenamiento está entre 12 y 13ºC 

(Mitra, 1997). 

1.1.4.2 ATMÓSFERAS CONTROLADAS 

Uno de los métodos utilizados para mantener la calidad del mango 

es el uso de atmósferas cont..-oladas, las cuales usan 

concentraciones de C02 mayores que las del aire y de 0 2 

menores, lo que provoca el incremento de la respiración y de los 

niveles de etanol asi como la disminución de ta producción de 

etileno. En México se han probado atmósferas modificadas que 

contienen baja cantidad de 0 2 (<1%) yana de C02(70-80%) para 

el control de la mosca de la fruta, las cuales han resultado 



excelentes si se utilizan alternativamente tratamientos quimicos y 

tratamientos hidroténnicos (Mitra. 1997). 

1.1.4.3 ALMACENAMIENTO HIPOBÁRICO 

El almacenamiento hipobárico consiste en almacenar la fruta a 

condiciones bajas de presión. Se han hecho estudios en donde se 

ha encontrado que presiones entre 76-152mm de Hg a 13ºC con 

98-100% de humedad relativa por tres semanas. aumentan de 

manera considerable la aceptación de la fruta ya que retarda la 

maduración y por lo tanto aumentan su vida de anaquel (Mitra, 

1997). 

1.1.4.4 uso DE REVESTIMIENTOS, ENCERADOS y 

PELICULAS DE ENCUBRIMIENTO 

Se han reportado el uso de recubrimientos y encerados para 

alargar la vida de anaquel del mango, ya que éstos modifican la 

atmósfera y ayudan a disminuir la pérdida del agua. Los 

recubrimientos de aceite disminuyen la respiración más que las 

ceras ya que se crea un ambiente con condiciones anaeróbicas 

severas capaces de dai\ar la fruta, aunque ambos disminuyen la 

pérdida de agua (Mitra, 1997). 

1.1.4.5 USO DE RADIACIÓN IONIZANTE 

Los mangos son irradiados para su desinfección y para retardar el 

proceso de maduración y crecimiento fisiológico. Las dosis de 

irradiación reportadas varian enonnemente, asi corno los efectos 

de la irradiación sobre la fruta. Las dosis requeridas para la 

desinfecci6n oscilan entre los 75 Gy para el control de la mosca de 

fa fruta y 300 Gy para esterilizar otros insectos. Sin embargo, 

muchos de estos estudios de inadiaciOn de frutas y hortalizas, 

enfocados en alargar la vida de anaquel del mango, que utilizan 



dosis entre 1000 a 3000 Gy, generalmente tienen resultados 

adversos (Mitchell, 1992). 

1.1.4.6 TRATAMIENTO TÉRMICO 

El tratamiento térmico ha sido desarrollado para garantizar la 

seguridad contra insectos. pestes y controlar las enfermedades 

post-cosecha. Se ha utilizado regufannente en la maduración de 

las frutas y en el control de la pérdida por pudrición durante el 

almacenamiento. Se ha reportado la utilización de este método 

para controlar la aparición de ta antracnosis en diferentes tipos de 

mangos con temperaturas entre 50-55°C (Kalra, 1995). 

El cambio que produce el tratamiento hidrotérmico (inmersión en 

agua caliente) en la fruta ayuda a tener un buen control tanto de 

insectos como de enfermedades (Mitra, 1997). 

1.1.4.7 USO DE OTRAS SUSTANCIAS OUIMICAS 

Varias sustancias químicas han sido utilizadas para apresurar o 

postergar la maduración. reducir pérdidas y para mejorar o 

conservar el color, calidad y durabilidad de las frutas por un mayor 

periodo de tiempo (Kalra, 1995). 

Existen algunos reportes de sustancias quimicas utilizadas para la 

conservación de la fruta post-cosecha, como son la aplicación del 

ácido giberélico en fonna de spray que ayuda a retardar la 

maduración y tratamientos con calcio que ayudan a reducir el 

incremento de temperatura (Mitra, 1997). 

e: ., 



1.1.5 PROBLEMAS POST-COSECHA 

El mayor dano que puede sufrir el fruto es debido a daños 

mecánicos. el cual se refiere a las lesiones que sufre el fruto por 

mal manejo durante la cosecha y el almacenamiento. Los frutos 

con danos mecánicos se deterioran rápidamente, ya que las áreas 

dañadas son susceptibles de infecciones microbianas. Entre ros 

danos mecánicos se incluyen. entre otros: abrasiones de la piel 

cuando se producen cambios de color y una pérdida acelerada de 

agua debido al roce entre frutas o contra superficies rugosas 

(Khader, 2000). 

Para reducir los altos porcentajes de rechazo de producto en el 

mercado en la planta de empaque se debe evitar el traslado de 

frutos con manchas de antra01osis, golpes, rasgufios, 

defonnaciones, manchas de látex, danos de insectos. pasados o 

faltos de maduración o peso, asl corno semilla negra. 

1.1.6 MICROORGANISMOS EN EL MANGO 

No se conoce mucho acerca de los microo..-ganismos que se 

encuentran presentes en el mango: pe..-o actualmente se han 

relacionado casos de gast..-oenteritis con el consumo de éste. El 

abono con sustancias de mala calidad y el riego con aguas 

contaminadas constituyen un facto..- de riesgo en el producto f'111al. 

la post-recolecxión y la manipulación del mango debe sel'" 

extremadamente cuidadosa para evita..- causa..- danos en la piel. 

que to hacen extremadamente susceptibles a las pudriciones y al 

ataque de patógenos (Saúco, 1990). 



Lo poco que se conoce de los microorganismos presentes en el 

mango lo describe O'Connor, et al (1995) quien realizó un estudio 

de cuenta de coliforrnes en muestras de mangos frescos, en puré 

y rebanados. El mayor porcentaje de los coliforrnes encontrados 

(71%) fueron identificados como Klebsiella pneumoniae, Ja 

siguiente especie con mayor prevalencia fue Enterobacter cloacae 

(7 cepas aisladas); otros microorganismos aislados aunque con 

mucha menor frecuencia (2 cepas aisladas) fueron Klebsiella 

oxytoca. Entarobacter aggtomerans y Rahnel/a aquatilis. 

En enero de 2000 ocurrió un brote de salrnonelosis en Estados 

Unidos que involucraba como vehículo a mangos provenientes de 

Brasil. Al llevar a cabo investigaciones se encontró que los tanques 

utiliZados para llevar a cabo el tratamiento ténnico para el control 

de la mosca de la fruta no se encontraban tapados, de manera que 

los sapos y pájaros que se encontraban alrededor defecaban en el 

agua. Cuando los mangos eran introducidos dentro del agua frfa 

absorbían el agua y los microorganismos patógenos que se 

encontraban ah·I, como Sa/mone//a (Ackerman, 2002). 



1.2 SALalOHELLA 

1.2.1 ASPECTOS GENERALES 

Cerca del lllglo XIX. ~goe flwoc:H.. doc:urTW ... Oii .. 

primera all0Ci9cl6n de ülcerma 111..-..... hurrmna• con un agente 

contagioao, .. cual ~ ... .,., .... fue --- fiebre tifoidea; 

_..rlonnente en Europa - alalaron y C8llld9rtzafon baciloa -
._.. .. ..,,, reaponaablea de .. ,_,.. tifoide8 y - ~ ..... 

pruebas -rodlagnóaticaa para poder cletlld8r el agente de la 

enfermedad. Dunlnte el ~ cuarto del alglo XX oaJrTiefon 

grandes avances para la detecci6n de antlgenoa aomMicoa y 
flagelares de Sa/monella, pero no fue hasta 1928 cuando por 

primera vez While y_.,....,._,.. Kauffman (1941) crean el 

esquema Kautfmmm-Whillt, el cual --..,,.. maa de 2,400 

serovaliedadea (Ooyle, 2001). 

Saknonella spp. pettetiece a la famillm E~ que 

incluye bacilos gram l"Mlg8tiw>a, ~ fllCUllatlvoa, m6vilea a 

base de flagelos peritrfticoa (aunque - a1g ..... 
serovariedmdea no flagelarea), quimlool'ganolr y ~ 

meta~ los nutrtantes tanto por vla raapiratona CXllllO 

fermentativa. 

SalmonBlla ea o...._ y ~ negallVa, ca181l Dllza la D­

glucoaa y otros C11rbohidralos con prodUcción de 6cldo y gas, crece 

en citrato como única fuente de calbono, geo--.1-lte produce 

6cldo aulthldrico, no hidRJliza la ...... no utiliza ., melonllto de 

sodio, no licua .. gelmtlna, no - -. oolloo en ,,._..- de ciMluro 
de~ y~ .. ...-... omlllna y .. llaina (Doyle, 

2001). Pfoduce 6c:ido en., medio de - de .Jonlen. fermenta 

i • 
i o 



el ducitof. y el inositol es utilizado por numerosas cepas. No 

fermenta la sacarosa. la salicina, la rafinosa o la laclosa (Jay, 

1992). 

Son bacterias que se desarrollan en aerobiosis. pero pueden 

hacerlo también en condiciones de anaerobiosis. No requieren de 

elementos nutricionales complejos para crecer y muttiplicarse; se 

obtiene un buen desarrollo en niedios simples de cultivo con 

glucosa como fuente de carbono y de sales de amonio como 

fuente de nitrógeno. 

Su temperatura óptima de desarrollo es de 37ºC pero tienen 

márgenes muy amplios, ya que algunas pueden crecer en 

temperaturas elevadas (<54°C) y otras pueden tener propiedades 

psicrótrofas y por lo tanto la habilidad de crecer en los alimentos en 

al"1acenamiento de 2 a 4°C. El pH óptimo de crecimiento varia 

entre 6.5 y 7.5. Un pH inferior a 4.5 y superior a 9.5 es senalado 

como Jimitante para su desarrollo. 

La actividad de agua (Aw) más baja que aún permite el 

desarrollo de Salmonella es menor o igual a 0.93. Aunque 

Salrnonella sp. es generalmente inhibida en presencia de 3 a 4% 

NaCI. la tolerancia de la bacteria aumenta con el iflCl'emento de 

temperatura en el rango de 10 a 30"C (Doyle, 2001). 

La presencia de ácidos tales como fónnico, acético. propi6nico, 

butirico y otros en los alimentos. exhiben un efecto inhibitorio. La 

toxicidad de los ácidos orgánicos hacia la S. Typhimurium 

disminuye conforme se incrementa la longitud de la cadena; el 

orden de efectividad observado ha sido: ácido fórmico > acético > 

propiónico > butirico> ácido clomidrico, por lo que se dice que un 



aumento en Ja longitud de la molécula de tales sustancias 

naturales. se traduce en una disminución en el efecto inhibitorio 

(Feméndez, 1981). 

Los antigenos de la supentcie de Sa/monella son utilizados para 

su serotipif"ICélción. Estos están localizados de la siguiente manera: 

en la membrana externa se encuentran Jos antigenos somáticos 

(0), los antigenos flagelares (H) se encuentran extendidos fuera de 

la pared celular y son los responsables de la movilidad. y el 

polisacárido capsular. que constituye el anUgeno Vi (Doyle, 2001). 

El género inciuye mas de 2.500 serovariedades, de las cuates la 

mayoria pueden causar gastroenteritis (Hoit, 1994) con mayor 

incidencia en las épocas del ano cuyas condiciones ambientales 

favorecen su desarrollo. Esta variación estacional se ha observado 

en todo el mundo, siendo mayor en los rt1eses de julio a noviembre 

y se le asocia a temporadas de lluvia y calor (Poppe, 1991). 

La designación de los serotipos (mas de 2000) se habla dado 

de manera incorTecta debido a que se designaban como especies. 

En la actualidad la nomenclatura ha cambiado; ahora es dasificada 

como Salmonella enterica e identificada por su serovariedad (por 

ejemplo, Salrnonella typhimurium se convierte a S.enterica serovar 

Typhimurium). Por conveniencia. la designación de Ja especie 

(enterica) es generalmente eliminada y solamente se escribe 

como Salrnonel/a Typhimurium. (IFT. 2000) 

Sa/monella está ampliamente distribuida en la naturaleza y se 

encuentran nonnalrnente en el tracto intestinal de portadores 

animales y humanos. tatos tas excretan con las heces y de este 

e 
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modo puede contaminar todo el objeto con las que entren en 

contacto (Eley, 1992). 

Las infecciones por Salmonella pueden tener serias 

complicaciones clinicas. las cuales se manifiestan de cuatro 

fonnas diferentes: 

1. Portador. Es aquel que se encuentra convaleciente o 

asintomático. 

2. Fiebre tifoidea o paratifoidea. Es una enfennedad de humanos 

asociada con S.typhi y S.paratyphi, las cuales están perfectamente 

adaptadas para evitar la invasión y sobrevivencia de las células 

hospederas. Las manifestaciones clinicas son periodos de 

incubación de 7 a 28 dias e incluyen anorexia. dolor de cabeza. 

dolor abdominal, fiebre y diarTea que pueden durar semanas, y 

postración; el dano provocado por la bacteria es a nivel sistémico. 

3. Septicemia. Periodo febril breve o localización. 

4. Gastroenteritis. Es el sindrome más común que resulta en 

enterocolitis, la cual aparece de 8 a 72 h después del contacto con 

el patógeno invasivo, los slntornas que se presentan son diarrea 

sin sangre, dolor abdominal, mialgia. Uebre, nauseas, vómito, 

postración (Doyle, 2001). 

Durante mucho tiempo se creyó que la dosis infectiva era de 1 os 

bacterias por gramo de alimento para causar enfermedades. pero 

se ha demostrado que de 1 a 1 O células pueden causar ta 

infección (Doyle, 2001) 



1 .2. 1 . 1 RESISTENCIA A ANTIBIÓTICOS 

La excesiva administración de agentes antimicrobianos en 

hospitales y otros centros. además de la automedicación. han 

contribuido significativamente a la resistencia antibacteriana a tos 

antibióticos. Es común et uso de agentes antimicrobianos en los 

animales para diferentes propósitos (terapia. profilaxis y aumento 

del ganado) en donde los residuos son desechados al ambiente lo 

que conlleva al aumento de la resistencia bacteriana. Es por ello 

que se ha desarrollado una nueva licencia, para el uso de 

apramicin y quinolonas 

La aparición de la serovar Typhimurium DT104 en la década de 

los OO's comprobó la gran resistencia que pueden llegar a 

desarrollar. ya que se vio que esta cepa es cinco veces mas 

resistente a ampicilina, doranfenicol, estreptomicina. sulfonamidas, 

tetraciclinas. gentamicina, trirnetoprim y fluroquinolonas. 

Actualmente el uso de agentes antimicrobianos en alimentos 

está muy controlado, debido a que cada vez es mas frecuente el 

aislamiento de cepas con mayor resistencia a antibióticos a los 

cuales antes eran sensibles. En junio 2000. la WHO realizó un foro 

de los riegos que se corren en el uso de agentes antirnicrobianos 

en alimentos, en donde se publicaron una serie de 

recomendaciones para la responsabilidad del uso de los mismos 

(Doyle. 2001). 

El interés general por llegar a un control efectivo de la 

salmonelosis se refleja en los numerosos estudios que 

constantemente se llevan a cabo para conocer la incidencia de 

Sa/rnonella en los alimentos que se preparan. importan o 



consumen en cada país. El porcentaje de contaminación que se 
obtiene varia con el tipo de alimento en cuestión, con las 

condiciones sanitarias con que se manipulan, y desde luego, con la 

calidad del trabajo del laboratorio desarrollado e inclusive con el 

número y tipo de muestras analizadas. 

La salmonelosis en el hombre es una enfennedad importante 

transmitida por alimentos, los cuales causan la mayor parte de Sos 

brotes que afectan a centenares de personas, So que convierte a 

Salrnonella en un problema grave no sólo en salud pública, sino 

también económico. 

La salmonefosis tiene una gran importancia económica en el 

ámbito mundial; ha tenido repercusión dentro de la avicultura 

desde principio de la década de los cincuentas; causando pérdidas 

a ta industria del pavo. pollo de engorda y huevo, ya que da lugar a 

brotes con atta mortalidad y morbilidad, provocando ademas 

productos finalmente contaminados, capaces de producir 

salmonelosis en humanos. 

Actualmente, la velocidad de contaminación de Ja carne cruda 

por Salmonel/a es verdaderamente atta. Un producto no 

congelado, inadecuadamente cocinado o un falto en el proceso de 

cocción de la carne congelada o parcialmente descongelada puede 

pelTI'litir la supervivencia de Salmonella. A temperatura ambiente, o 

mayor, puede ocurrir la multiplicación de estos patógenos en los 

alimentos cocinados. Incluso, aunque la carne nonnaltnente se 

calienta to suficiente como para destruir Salrnonella. aun existe la 

posibilidad de que estos microorganismos. procedentes de la came 

cruda, puedan difundirse a los productos cocinados por medio de 

las manos de los manipuladores, tos utensilios cortantes u otros 



equipos y supeñlcies. Además los manipuladores del alimento 

pueden infectarse. y aquéllos que sufren diarrea pueden excretar 

un gran número de Satrnonella (Board. 1988). 

En los últimos anos las infecciones en humanos por los 

serotipos S.Typhimurium y S.Enteritidis se han incrementado en 

ambos lados del océano Atlántico, según datos del Centro de 

Vigilancia de Sa/TnOnella de la OMS hay un incremento en 

América, Europa y quizá en Africa. Los aislamientos de S. 

Enteritidis se han incrementado en 24 (69o/o) de 35 paises entre 

1977 y 1987, aunque la razón de este incremento global no es 

ciara. investigaciones llevadas acabo en diversos paises sugieren 

que está relacionado con el consumo de huevo y aves (CDC. 

1988, 1990.1991). 

En los anos recientes se han relacionado las frutas y verduras 

como vehiculcs de la salmonelosis en humanos. Muchas de éstas 

provienen de lugares de climas tropícales y subtropicales donde no 

tienen las condiciones higiénicas adecuadas durante la producción, 

cosecha y distribución, por lo que se facilita la contaminación. La 

contaminación se puede dar de manera más especiftca por la 

fertilización de las cosechas con aguas sucias potencialrrtente 

contaminadas con cepas de Sa/rnone//a sp. resistentes a 

antibióticos. El riego de los campos y el lavado de la fruta con 

aguas contaminadas y ta constante manipulación del producto por 

los trabajadores. lleva a que el alimento no sea seguro para su 

consumo (Doyle, 2001). 

En 1985 en Estados Unidos se produjeron más de 16,000 casos 

confinnados por cultivos de gastroenteritis por S. Typhimurium 

producidos por la ingestión de leche pasteurizada de dos marcas. 



Las estimaciones del número real de afectados oscilan entre 

168,791 y 197,581. Este fue el brote más importante registrado en 

el mundo. 

En Cuba en 1988 el 7.2°/o de los brotes de enfennedades 

transmitidas por alimentos (ETA) correspondió a salmonelosis. En 

Argentina fueron estudiados 35 brotes de ETA por S. Enteritidis en 

el periodo de 1986 hasta el 1er. Cuatrimestre de 1990, fueron 

afectados más de 2,500 personas. Los alimentos identiftcados en 

el 83o/o de los brotes contenlan mayonesa casera. 

En México se producen anualmente 40,000 casos de 

salmonek>sis confirmados (Quevedo. 1990). En estudios realizados 

entre los 80's y 90's se encontró que S. Enteritidis y S. 

Typhimurium fueron los serotipos mas frecuentemente aislados en 

alimentos (Gutiérrez, 1994). 

En mayo del 2001 se reportó un brote de satmonelosis en 

Estados Unidos que fue atribuido al consumo de melones 

mexicanos donde hubo varios enfennos y dos muertos. El serotipo 

encontrado fue Sa/1110nella Poona <www.fda.gov). 

1.2.2 MECANISMOS DE PATOGENICIDAD 

1.2.2.1 ADHERENCIA E INVASIÓN 

El establecimiento de Salmonella para poder causar la infección 

se lleva a cabo por medio de dos pasos fundamentales, primero fa 

unión con la célula (colonización) y después la entrada a ésta. La 

invasión se da primero en las células epiteliales del intestino 

(enterocitos), después en las cl&lufas M especializadas y termina 



en los fragmentos de Peyer. Sa/monel/a debe competir con la 

microflora natural situada en la pared luminar intestinal y evadir ser 

capturada por las secreciones de inmunoglobulina A que también 

se pueden encontrar presentes en las células epiteliales. 

La adherencia a tos enterocitos se lleva a cabo mediante la 

interacción de fimbrias. adhesinas, hemaglutininas y polipéptidos 

con las glicoproteinas receptoras de las células huésped 

localizadas en el microveHo o glicocálix de la superficie intestinal. 

En los estudios que se han realizado acerca de la estructura 

que fonna la bacteria para poder introducirse a la célula, se ha 

encontrado que se desarrollan apéndices proteicos en la superficie 

de Salrnonella al contacto con las células epiteliales, los cuales 

miden de 0.3 a 1.0 nm de largo y 60 nm de diámetro (mucho mas 

gruesos que los flagelos). Estos apéndices son de vida corta y 

desaparecen con la aparición de los ruffles en la membrana y la 

colonización de las células epiteliales. 

Los genes inv (invasión) de Salmonella spp. controlan los 

cambios en los enterocitos, en las células M, el flujo de Ca2 • y los 

rearreglos del citoesqueleto en la células huésped. El citoesqueleto 

de las células eucariontes se encuentra organizado por redes 

soportadas por filamentos de actina u otros elementos de protelna 

que definen la polaridad basal y controlan el movimiento de los 

organelos intracelulares. Cuando Sa/monel/a ataca el microvello 

del epitelio del intestino y tiene contacto intracelular se activa la 

producción de apéndices proteicos en su superficie, que le ayuda a 

adherirse a las células. Entonces se promueve el flujo luniinal del 

calcio y se liberan protelnas de invasión (SipA, y SipC) que 

catallzan la polimerización de F-actina en microfilarnentos y la 



formación de ruffles en la membrana en el momento que la 

bacteria se aproxima a invadir a la célula. En ese momento otra 

proterna de invasión (SopE2) activa la cascada de senales de 

transducción relacionadas con los rearreglos del citoesqueleto. 

Cuando se completa la introducción de Salmonella en las 

células epiteliales la tirosina fosfatasa (SptP) lleva a cabo la 

reversión de los microfilarnentos de actina a su estado basal y la 

desaparición de la membrana ruffles. En ese momento ocurre la 

diarrea como respuesta de los enterocitos y las células M a la 

invasión bacteriana. En Ja figura 1.2 se aprecia la manera corno 

Salmonel/a invade la célula hospedera y Ja fornia que utiliza para 

internarse en ella 
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Fig. 1.2 Mecenismo de invasión de S•.trron.a..,.. la a61u .. hu6sped 

A) Complejo de imnlai6n de S.tmonef• B) Aproxtmeci6n por .r.cto d9 las 

protelnas SipA • SiP C y SopE2 para introducir los ap6ndioes de tnvasión dentro 

del citoplasma de la célula huéspat. C) PolimerizadOn de los microfilamentos de 

actina con Sip A y SipC y activadOn de las transd..:::ciOn de aaftales de la cétula 

huésped (e.g .• activación de la fo&fulipasa c. flujo de ea2
·) (Doyle. 2001). 



1.2.2.2 CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA EN LAS CÉLULAS 

HUÉSPED. 

Una vez dentro de la célula. Sa/1110nella comienza a replicarse 

en las vacuotas endociticas después de '4 horas de haberse 

internado. Las vacuolas infectadas se mueven hacia el polo basal 

de la célula. donde las SalfTIOnellas son puestas en libertad dentro 

de la lámina propria. Durante esta proliferación Salrnonella también 

induce la fonnación de estructuras filamentosas estables en el 

citosol de la célula epitelial. 

Para poder sobrevivir dentro de los fagocitos, las células han 

desarrollado diferentes estrategias incluyendo algunas como: 

1 )escape de los fagosomas 2)inhibición de acidificación por 

fagosomas 3)prevenci6n de la fusión de los fagosornas con k>s 

lisosomas 4)resistencia al ambiente tóxico del fagofisosoma. 

El phoP/phoQ es un regulador de dos componentes que 

capacita a Salrnonel/a para sobrevivir en ambientes hostiles de 

fagocitos, como la alta acidificación dentro de los fagolisosomas, y 

la acción de las defensinas. Las defensinas son péptidos 

catiónicos específicos, pequenos que se insertan en el exterior de 

la membrana bacteriana, creando canales en el interior que 

incrementan la permeabilidad de los iones y precipitan Ja muerte 

celular. El gen phoPlphoO. es parte de la cascada transcripcional 

de activadores y represores necesarios para ta expresión de genes 

esenciales para la sobrevivencia de la célula bacteriana dentro del 

rnacrófago. PhoO es una quinasa que sensa los ambientes 

hostiles en el ambiente fagolisosornal por medio de una cadena 

corta de 20 a 487 de residuos de aminoécidos que se extienden 

dentro del espacio periplásmico de la cl!lula de Salmonal/11. 



PhoP es una proteina activadora de los genes pag, dentro de 

los que se encuentran pagA, pagB, pagC, pslD y de pagD a pagP. 

Algunos genes como pag A y psiD no están involucrados en la 

virulencia de Salmonella; pero otros como pag C codir1Can una 

protefna de membrana externa que promueve la sobrevivencia 

dentro del macrófago. PhoP puede expresar y reprimir diferentes 

genes. Los genes pag son expresados bajo condiciones 

ambientales adversas, pH bajo y fase estacionaria mientras que 

los genes prg son reprimidos por phoP/phoO y sólo se inducen 

bajo condiciones en las cuales no hay estrés. por lo que las 

condiciones que activan a k>s genes pag generalmente reprimen la 

expresión de los pgr. El operón prgh (SPl1) juega un papel 

detenninante en la exportación de las proteínas de la bacteria que 

son necesarias para invadir las células epiteliales. Además prg 

ayuda a que actúen otras proteínas que son requeridas para la 

fonnación de ruffles de membrana del macrófago. incrementar la 

pinocitosis y la fonnación de fagosomas espaciosos dentro del 

macrófago, en los que la acidificación es lenta, lo que ayuda a la 

sobrevivencia de la bacteria. Sola01ente un número muy limitado 

de genes activados por phoP forman parte de la virulencia de 

Salmonel/a (Doyle, 2001). 

Otro factor de virulencia de Salmon~la son los sideróforos 

(regulados por el gen fur) los cuales recuperan el hierro del tejido 

hospedero para manejar las funciones celulares, corno la cadena 

de transporte de electrones y enzimas que utílizan corno cofactores 

el hierro. Salmonel/a spp. debe competir con el huésped por la 

transferrina, tactoferrina y ferritina para disponer del hierro. 

Salmonella toma el hierro trivatente y fonna un complejo fierro­

sideróforo con un receptor de protefna de membrana extema que 

induce a la respuesta de concentraciones limitantes de hierro 



intracelular. El complejo entonces es transportado hacia el 

citoplasma de la bacteria donde el férrico es reducido a ferTOso. La 

baja afinidad del sideróforo por el Fe2
• fo pone en libertad en el 

citoplasma de la bacteria para subsecuentemente utilizarte en 

funciones metabólicas. En estudios recientes se ha visto que no 

sólo los siderófOf"Os pueden adquirir el hierro de la célula huésped. 

ya que existe un nuevo operón regulador fur localizado en SPl1 

(isla de patogenicidad de Salmonel/a 1) que puede competir con 

queladores para el hierro. 

La enterotoxina diarreica es otro factor de virulencia, ya que al 

ser puesta en libertad dentro del citoplasma de la célula infectada 

se precipita la activación de la adenil dclasa, localizada en el 

epitelio de la membrana celular que incrementa la concentración 

de AMP cidico de la célula huésped. Esto trae como consecuencia 

un abundante flujo de fluido dentro del lumen por la secreción de 

iones CI - en la mucosa intestinal y la depresión de la absorción de 

Na2 • en el intestino. La enterotoxina de Salrnonella es una 

proteina termolábil que es codificada por el gen stx. el cual regula 

la sintesis de tres proteinas de 45, 26 y 12 kDa. Además de la 

enterotoxina. Salrnonel/a genera proteina citotóxk:a tennolábil que 

puede inhibir la sintesis de proteínas y lisa la célula huésped. 

Existen otros tres factores de virulencia que se pueden localizar 

dentro o en la superf'ICie extema de la membrana externa de 

Salmanella. El primero de ellos es el polisacárido capsular. que 

constituye el antigeno Vi (virulencia) que se encuentra presente en 

cepas de la serovariedad Typhi y en pocas cepas de la 

serovariedad Paratyphi C. La presencia del antigeno Vi causa un 

aumento signif"tcativo en la virulencia. Los genes que se 



encuentran relacionados con la formación del antigeno Vi son viaA 

y viaB. 

El papel que juega el lipopolisacárido es el de repeler el ataque 

litico del complemento. Las porinas, que son proteínas de 

membrana externa que regulan el flujo de nutrientes, antibióticos y 

otras moléculas pequenas, además de proteger contra las 

defensas inmunológicas se han relacionado con la virulencia 

(Doyfe, 2001). 

Actualmente se sabe que los genes de virulencia de Salmonella 

se encuentran dentro de islas de patogenicidad. Hasta el momento 

se conocen cinco diferentes islas que contienen los genes que 

actúan en Sos pasos de invasión en la célula huésped: por lo tanto. 

es necesario conocer1as para comprender el mecanismo de la 

misma. 

1.2.2.3 ISLAS DE PATOGENICIDAD 

Los sistemas de secreción tipo 111 son aparatos utilizados por las 

bacterias gram negativas para liberar las proteinas dentro del 

citosol de la célula huésped (Groisman, 2000). La isla de 

patogenicidad inv está fonnada por 30 genes, de los cuales 

muchos codifican para enzimas y para activado res 

transcripcionales responsables de la regulación, expresión y 

translocación de efectores importantes como SipA en la superficie 

de la célula hospedera. Otros de estos genes codif'tcan 

componentes del aparato de secreción tipo 111, que son 

componentes que están relacionados en el ensamblaje de los 

apéndices proteicos y la inserción de las protefnas de invasión en 

las células (Doyle, 2001 ). 



La isla de patogenicidad SPl2 codifica para factores necesarios 

para la sobrevivencia intracelular y aecimiento en las células 

epiteliales y macrófagos y se encuentra designada por Spi/Ssa. El 

efector SpiC que produce Salrnonella es exportado a través del 

sistema de secreción tipo 111 al citosol de la célula hospedera y 

ayuda a inhibir la fusión endosoma-endosoma y previene la fusión 

entre el fagosoma y el lisosoma. 

Al caracterizar la segunda isla de patogenicidad de Sa/monella 

(SP12) se han identificado genes necesarios para exportar de la 

membrana protelnas de fusión SipB (Doyle, 2001). SPl2 es 

expresada solamente durante el crecimtento de la bacteria en la 

célula huésped y no cuando Salrnonella es cuttivada en 

condiciones de laboratolio (Groisman, 2000). 

La tercera isla de patogenicidad (SP13) es también requerida para 

el crecimiento intracelular de Salrnonella spp. dentro del 

macrófago. Los genes mgtCB. que se encuentran dentro de SPl3 

son requeridos para el crecimiento bajo condiciones limitadas de 

magnesio y son esenciales para el crecimiento intracelular (Doyle. 

2001). 

En estudios recientes se han encontrado dos islas de 

patogenicidad adicionales en Sa/n10nella y en una de ellas (SPl4) 

uno de los 18 genes que se requiere para la sobrevivencia dentro 

del macrófago (Groisman, 2000). 

La última isla de patogenicidad SPl5 parece ser la responsable 

de la capacidad de Salmonella a inducir la diarrea. En SPl5 se 

encuentran los genes pipABCD y sopB, los cuales estan 



implicados en la secreción intestinal y la respuesta inflamatoria, 

pero no son parte esencial de la infección sistémica (Ooyle, 2001 ). 

En la figura 1.3 se puede apreciar el sitio de acción de las 

diferentes islas de patogenicidad de S.enterica. 
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Flg. 1.3 Stlios de acci6n de l•s Islas d• s-togenic:idad de S.enteric8 (Groisnwn. 

2000). Adem6s da los ganes inv y del sistema ptmP/phoQ que codific8n pmr• ta 

invastvktad y resfstencimi de 18s c:ondiciones antib8c:tat•na• dentro del fagocito. 

Salrnonella tamb66n presenta otros uen- de vi~ corno son los p1•S1nidos 

de virulenc~ (spv), loa cuales son •structuras d .. DNA cttoplesm.6tico largo que 

replican en sincronia con cromosomas de .. t.ctene; -toa or119nalos contiene 

genes de vlrulenci• de t.rn.fto entre 30 • 60 Mde y - s---ntan con frecuenc:ia 

de una a dos copims por crornoso"'8. Estos pl6unidoa de viruf--=ie son c.pmces 

de transportar cepms y r6pidmment9 muttipl~rllas .n • ~tua. h..,..ped y deNner 

los mecanismos de defensa, SalmoneUa induce ta Nsis del rnacrófago y produce la 

rospuesta inflamatoria. 



1.2.3 MÉTODOS DE IDENTIFICACIÓN DE SALMONELLA 

La identificación de Salrnonella se puede llevar a cabo por 

diversos métodos. El que se realiza de manera más frecuente es el 

método tradicional. el que comúnmente consta de cinco pasos. 

Estos induyen: 1) pre-enriquecimiento de la muestra en caldos 

nutritivos, como pude ser el caldo lactosado 2) enriquecimiento en 

caldas selectivos como el caldo selenito-cistina y el caldo 

tetrationato que permiten que crezca Sa/rnonella, pero reprimen el 

crecimiento de otras bacterias competitivas 3) El aislamiento de 

Salmonella por estría en placas de agar de medios selectivos 

como: agar entérico Hektoen, XLD, agar suffito bismuto, y agar Me 

Conkey 4) La caracterización bioquimica de las cepas aisladas 

con dos agares (TSI y LIA) y por último 5) la confirmación 

serol6gica y bioquimica de las cepas aislada. La confinnación 

serológica se lleva acabo con ensayos de pruebas de aglutinación 

con antisueros especificas para los antfgenos somáticos (O). 

antlgenos flagelares (H) y anti geno capsular (Vi). 

(Www.cfsan.fda.gov) 

Se han desarrollado métodos més eficientes que el tradk:ional 

para la detección de Salmonella en alimentos los cuales son 

llamados métodos rápidos. En general hay 3 diferentes formatos; 

el primero puede basarse en caracterfsticas bioquímicas, de 

conductancia o de impedancia que se comercializan como k.its 

bioquímicos y sistemas automatizados. 

Otros ensayos son basados en el DNA. entre los cuales 

tenemos la PCR y los bacteriófagos. Entre los genes que se han 

utilizado para la detección de Salmonella en alimentos están invA 

(genes de invasión) (Rahn K. el al, 1992), Hin (derivado de la 



secuencia hin/H2 que corresponde a genes de la fase 2 flagelar) y 

H-Li (genes flagelares) (Way et al, 1993), genes ~ (genes 

responsables de la bioslntesis de unidades repetidas del antfgeno 

O del LPS) y agfA (genes de fimbrias) (Olsen.J.E et al, 1995), fliC y 

fliB (genes relacionados con la 2•.fase del complejo del antigeno 

H) (Echeita,M.A, 1998), hilA (regulador transcripcional de varios 

genes de invasión) y sirA (regulador global de genes de invasión) 

(Guo X. et al, 2000). 

El tercer tipo de formato se basa en la alta especificidad de la 

unión antigeno-anticuerpo, (especialmente los monocionados); los 

cuales se dividen en 5 tipos de ensayo: 

1) LA (aglutinación en látex)- Es aquélla en la que el anticuerpo se 

encuentra dentro de cuentas de látex o de particulas de oro 

coloidal. Esta prueba resulta positiva cuando ocurre una 

precipitación en presencia del antlgeno. 

2) PRUEBA DE INMUNODIFUSIÓN- Es cuando la muestra es 

enriquecida en la matriz de un gel junto con el anticuerpo; la 

respuesta positiva se da con la fonnaciOn de una linea visible de 

precipitación. 

3) ELISA (ensayo inrnunoabsorbente de enzima ligada). Este es un 

ensayo que se lleva a cabo con anticuerpos. Generalmente se le 

denomina ensayo "'sandwich'" debido a que se utilizan dos 

anticuerpos. El primero captura el antigeno de un medio de 

enriquecimiento y se encuentra unido a una matriz sólida y el 

segundo es conjugado con la enzima y se usa para la detección. 



4) INMUNOPRECIPITACIÓN O INMUNOCROMATOGRAFIA 

(ensayo de anticuerpos). Este es un .. sandwich• de enzimas 

conjugadas: en donde ta detección del anticuerpo es por medio de 

la coloración de cuentas o coloides. Se utiliza 0.1 mi de ali cuota de 

la muestra enriquecida la cual es colocada en series de cámaras. 

el resultado se obtiene después de 10 minutos 

5) Las partículas magnéticas de anticuerpos dobles o gotas son 

también usadas en la tecnologia separación inmunomagnética 

(IMS) la cual consiste en la captura de patógenos en el medio de 

enriquecimiento. IMS es análogo del enriquecimiento selectivo 

pero en lugar del usar antibióticos que pueden causar estrés en la 

célula, el anticuerpo es usado para capturar el antlgeno. el cual es 

mucho más suave. Cuando se captura el antlgeno puede ser 

plaqueado o probado en otros ensayos. <www.cfsan.fda.gov> 

1.3. PCR 

1.3.1 DESCRIPCIÓN DEL METODO 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se ha convertido 

en una de las técnicas más utilizadas en biologra molecular ya que 

es rápida, relativamente barata y simple de interpretar. La PCR 

repite muchas veces la slntesis del ONA en escala logaritmica y es 

capaz de replicar secuencias especificas de ONA en una mezcla 

de millones de secuencias diferentes. Por esto la misión del PCR 

es la amplificación infinitesimal de p~queftos fragmentos de ONA y 

este proceso puede ser especffico para una secuencia. 

Todas las reacciones de PCR incluyen tres pasos principales:· 



1) Desnaturalización. La secuencia de DNA que será amplificada 

por PCR se conoce como templado, el cual generalmente es un 

fragmento de hebras dobles de DNA. Para que pueda actuar la 

Taq polimerasa y la reacción pueda comenzar es necesario 

primero que el templado esté desnaturalizado completamente en 

dos hebras sencillas. La mezda de reacción debe ser inicialmente 

calentada lo suf"lciente para desnaturalizar hebras dobles de DNA. 

éste se desnaturaliza a 94ºC en un rango de 30 segundos a 1 

minuto. 

2) Alineación. Después de la desnaturalización la reacción se 

enfria rápidamente para evitar la realineación de las hebras de 

DNA. Al estar en tarnanos suf"lcientemente pequenos, los oligos se 

alinean rápidamente a las hebras sencillas de ONA, 

acomodándose en posiciones especif"teas de la secuencia del 

templado donde ellos actúan como primer para la Taq Polimerasa. 

Al hablar de '"oligos-o .. primer" o "'cebadores". nos referimos a la 

fonnación del complejo primer-templado que dependen altamente 

de la temperatura. Un primer es un segmento corto de nucleótidos 

complementario a la sección de DNA que será amplif"ocada en la 

reacción de la PCR. Los primers pueden ser específicos para una 

secuencia particular de nucleótidos de DNA o pueden ser 

"untversales"'. Los prirners universales son compJernentarios a 

secuencias de nucleótidos muy comunes en el DNA, por 10 que 

son capaces de unirse a una gran variedad de templados de DNA. 

La temperatura de alineación depende de ta secuencia de los 

prirners y de la fuerza iónica del buffer, generalmente se utilizan 

temperaturas entre 50 y 60"C y tiempos entre 30 segundos y 2 

minutos. Al utilizar tiempos cortos de alineación se obtiene atta 

especificidad pero bajos rendimientos. 



3). Polimerización. En este paso la enzima polimerasa incorpora 

nucieótidos dentro del DNA. produciendo una copia 

complementaria del templado en la región especifica en donde los 

primers se alinearon. La Taq polimerasa actúa en temperaturas 

óptimas de 75-BOOC aunque en tos pasos de polimerización de los 

protocolos de PCR se utilizan temperaturas alrededor de 72-75ºC 

1.3.1.2 MECANISMOS DE AMPLIFICACIÓN 

La PCR difiere de otras reacciones de síntesis de DNA en que 

se copia de manera repetitiva una secuencia definida y se produce 

una amplirtcación logaritmica. Esto se logra por el uso de dos 

prirners diferentes los cuales son complementarios a las hebras del 

templado de DNA. 

Primer ciclo. En el primer paso de polimerización se sintetiza una 

nueva hebra de DNA por cada primer. dando una secuencia de 

nucieótidos complementarios al templado original. La enzima 

polimerasa continuará extendiendo esta nueva hebra por la 

duración del paso de polimerización. 

Segundo ciclo. El DNA es otra vez desnaturalizado. se alinean más 

primers y se crean nuevas hebras de DNA. El largo de la nueva 

hebra producida en este camino corresponde a la distancia entre 

los dos primers de PCR. 

Tercer ciclo. Si la copia fue del 1 OOo/o a 30 delos de PCR. entonces 

se podrla dar un templado de 2 30, por lo que el templado de un 

DNA sencillo padrla potencialmente ser amplificado 

aproximadamente a 109 moléculas. 



En la figura 1.4 se muestra la manera que se lleva acabo la 

reacción de PCR asl como el mecanismo de amplificación que 

consta de 3 ciclos 
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Flg. 1.4 La reacción en cadena de la polimerasa y mecanismos de amplificación 

(Eles, 1994). 

1.3.1.3 COMPONENTES DE LA REACCIÓN 

Los componentes esenciales de la PCR inciuyen: el templado 

de DNA. dos otigos definidos que actúan como primers. y cuatro 

deoxinucleótidos trifosfatos (dNTP'S) para fa incorporación dentro 

de una nueva hebra de DNA, Taq polimerasa, magnesio (cofactor 

catiónico de la enzima) y buffer Tris con un pH y concentración de 

sal (la que se usa con mayor frecuencia el cloruro de potasio) 

apropiados. 
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La concentración de Mg2 • tiene efectos especificos en el primer. 

La Taq polirnerasa requiere de iones libres de magnesio como 

cofactor. pero concentraciones aftas inhiben la Taq polimerasa. La 

PCR podria contener entre 0.5 y 3.0 mM de magnesio. 

Para la optimización de la PCR se necesitan concentraciones 

adecuadas de sus componentes como a continuación se seftalan: 

concentración de dNTP'S entre 20 y 200µM, concentración de 

primers entre 100 y 500µM, de templado alrededor de 100ng por 

50-100µ1 de reacción de la PCR y finalmente se recomienda un 

rango de concentración de la Taq polimerasa entre 1 y 2.5 

unidades por 100µ1 de reacción ya que si ésta muy afta ocurrirá 

una amplificación no especifica. 

1.3.1.4 CONTROLES 

La amplificación de PCR requiere de controles estrictos que 

puedan validar de manera segura el experimento: por lo que es 

necesario el uso de dos controles por cada corrida. El primer 

control es el negativo (no contiene DNA), lo que nos ayuda a 

confinnar que todas las soluciones y k>s aparatos utilizados en la 

reacción están libres de DNA. La contaminación de DNA aparece 

en los controles negativos corTK> una banda equivalente en tarnano 

a la esperada entre los dos prirners del templado de ONA. 

El segundo control utilizado es el control positivo. Un buen 

control positivo en PCR no necesariamente produce una banda 

con atta intensidad en un gel tenido con bromuro de etidio. La 

amplificación debe ser consistente, debido a que este tipo de 

controles confinnan la sensibilidad y la eficiencia de la reacción. La 

elección del control positivo depende de la naturaleza del material 



al ser amplificado en la muestra de reacción. El control positivo 

podria derivarse de una de esas muestras (Eeles. 1994). 

1.3.2 PCR MÚLTIPLE 

Existen varios formatos de la PCR. aunque la esencia de la 

reacción es la misma. La PCR múltiple se lleva a cabo con dos o 

más series de primers funcionando simultáneamente en el mismo 

tubo de reacción. Por esto muchos genes pueden ser amplificados 

para detectar la presencia de varios genes o de múltiples 

microorganismos al mismo tiempo. Los pares de primers pueden 

ser seleccionados con estabilidades ténnicas similares para que se 

puedan alternar Jas condiciones de reacción y no ocurran 

interacciones entre ellos (Patel, 1994). 



OB.JETIVOS 

Objetivo General: 

• Identificar Salmonella sp. en la superficie del mango por el 

método de la PCR múltiple. 

Objetivos particutares: 

• Montar el método de la PCR múltiple para Salmonella. 

• Implementar el método de extracción de DNA de los 

microorganismos presentes en la superficie del mango. 

• Aplicar el método de la PCR múltiple para la detección de 

Salmonella en muestras de mango. 



3. MATERIALES Y MÉTODOS 

DIAGRAMA GENERAL DE IA EXPERIMENTACIÓN 
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3.1 Microorg•nlsmos utilizados 

3.1.1 Microorganismo del experimento 

Se utMizó Salmone//a Typhimurium ATCC 14028, proporcionada por 

el cepario de la Facultad de Qufmica. La cepa fue conservada en 

agar nutritivo a temperatura de 4 ºC 

3.1.2 Microorganismos utilizados delltnnlnar la 

-peclficldlld del método 

En este trabajo se utilizaron 11 cepas puras proporcionadas por el 

Departamento de Salud Pública de la Facultad de Medicina. 

3.2 Muestra 

Los mangos provenían de diferentes bodegas de la Central de 

Abastos. Cada uno tenia un peso aproximado entre 500 g y 1 Kg 

3.3 Especificidad de la tlicnlce utilizando cepas pu,..• de 

microorg•niamoe de diferentes géneroe. 

3.3.1 -o de extracción de las cepas pu .. • 

La extracción del DNA de las 11 cepas puras se realizó siguiendo el 

procedimiento modif"ocado de Lawson el al, 1989. Se resuspendieron 

las células del cultivo puro en un tubo eppendorf de 1.5 mi en el cual 

se agregaron 500 µI de buffer TES (0.05M tris, 0.05M NaCI, 0.005 

EDTA, pH 8.0). Se adicionaron 15 µI de lisozima (10 mglrnl) (Sigma 

Lot. 69h7009) y se incubó a 37 •e por 30 minutos en un termoballo 

felisa. Se adicionaron 8 µI de Pronasa y 8 µI de Rnasa, ambos con 

una concentración de 10 mg/ml y se incubaron en un ballo de agua 

Polyscience a 65 ·e por una hora. Al término de este tiempo se 



enfrió a temperatura ambiente por 5 minutos. Se adicionaron 600 µJ 

de una mezcla fenol/dorofonno (1:1) y se ag;tó vigorosamente con 

la mano. Se centrifugó a 3000 rpm por 10 minutos. Al terminar la 

centrifugación se forman tres fases. Se tomó la fase superior que es 

la que contiene el DNA y se pasó a otro tubo eppendorf limpio. A 

este tubo se le adicionaron 2.5 volúmenes de etanol al 100% a -20 

·e (J.T.Baker). Se agitó suavemente para mezdar el DNA con el 

etanol y se procedió a centrifugar (IEC Centra microcentrlfuga) a 

15000 rpm por 5 minutos. Se retiró el etanol por decantación y se 

dejó secar el pellet a temperatura ambiente por 24 horas. Se 

resuspendió el pelle! en 50 µI de buffer TE (1 OmM Tris, 1 mM EDTA, 

pH 8.0). 

Se corrieron 4 µI de la solución de DNA. 2 µI de colorante, 2 µI de 

buffer TBE en un gel de agarosa (Boehringer Mannheim) al 1 % a 

100 volts. 

3.4 PCR 

3.4.1 Condiciones de •mpllfic•clón de I• PCR 

La secuencia de oligonucleótidos para la amplificación de la PCR 

múltiple corresponden a: el primer par de prlmers, (phoP) se define a 

299bp. El segundo par de primers es derivado de la región de 1.5Kb 

de la secuencia hin/H2 de Sa/rnonella Typhimurium y se define a 

236pb. El tercer par de primers es H-li, el cual deriva de la misma 

región que el segundo par de primers pero su tamat\o de la región 

que amplifica es de 173bp. 
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Con los DNA obtenidos de las cepas, se realizó la reacción de la 

PCR donde la mezcla de PCR contenia buffer 1 OX de reacción 

(50nM KCI , 10mM Tris-CI (pH 8.3) , 1.5mM MgCl2 . 0.01% (wtlvol) 

gelatina ), 200 µg de DNTPs - Trifosfatos desoximucleótidos 

(Gibco), 2.5mM de MgCl2 (Gibco). 50 ng de primer phoP, 100 ng del 

primer Hin y H-li (Operon Tecnologies), 1.25 U de Taq polimerasa 

(Peridn- Elmer), Templado de DNA y agua desionlzada hasta un 

volumen final de 50 µl. La reacción de la PCR se llevó acabo bajo 

las siguientes condiciones (Way et al, 1993); temperatura de 

desnaturalización a 94 ºC por 2 minutos con la adición de 30 ciclos 

con temperatura de desnaturalización a 94 ºC por 1.Sminutos, 

temperatura de alineación a 62 ºC por 30 segundos y temperatura 

de extensión de 72 ºC por 1 .5minutos. AJ ténnino de los ciclos las 

muestras son mantenidas a 72 ºC por 7 minutos para completar la 

sintesis de todas las hebras. 

Se realizaron dos tipos de controles en la reacción, el control 

positivo y negativo. En el control positivo se adicionó el DNA de la 

cepa pura (Sa/mone//a Typhimurium ATCC 14028) para confirmar 

que la reacción se habla llevado a cabo: mientras que el control 

negativo contenía toda la mezcla de reacción pero sin la adición de 

DNA. 

3.4.2 Detección de los produc- de .. PCR 

Los productos de la PCR fueron analizados por gel de electroforesis. 

Diez mlcrotitros de cada muestra, 2 µI de colorante, 2 µI de buffer de 

corrimiento TBE 1X fueron cargados en un gel de agarosa 

(Boehringer Mannheim) al 1.8% y corridos en buffer TBE 1X a 70 

voHs por 70 minutos (BIORAO), incluyendo marcadores de peso 

molecular de 100bp (lnvilrogen). fragmentos de 0X174 RF DNNHae 



111 (lnvitrogen) y 0.07-12.2 kbp (Roche). Los geles fueron tenidos con 

bromuro de etidio (10 mglml) y visualizados en Fluor-S (BIORAD). 

3.5 Senalbllldlld - la técnic.-

3.5.1 Preparación del in6culo 

Se inoculó Sa/mone/la Typhimurium ATCC 14028 en 50 mi de caldo 

BHI (Infusión cerebro corazón) (Oxoid Lot10854353) y se incubó por 

16 horas a 37 ºC en una estufa felisa. Se leyó la absorbancia 

(espectrofotómetro Genesys a i= 540 nm) y se determinó su 

concentración interpolando en una curva de DO y UFC/ml (Apéndice 

1). Se colocaron 10 mi del in6cuio en tubos de centrifuga estériles y 

se centrifugaron en la centrifuga Bec:krnan a 15000 r.p.m durante 15 

min a 4 ºC. Se eliminó el sobrenadante y se resuspendieron las 

células, para lavartas. en 10 mi de solución salina al 0.85% (cloruro 

de sodio Baker# 3624-01). Se resuspendió el pelle! en 10 mi de 

solución salina al 0.85%. Se coloc6 1ml del in6culo en 9ml de 

solución salina al 0.85% y se prepararon las diluciones que se 

deseaban inocular en la superficie del mango. 

3.5.2 lnocu .. ción del micn>Ol'ganlamo 

Se colocaron 100 mi del inóculo con la dilución establecida como 

gotas esparcidas en toda la superf'tcie del mango que se encontraba 

dentro de una bolsa Ziploc. Se dejaron secar las gotas por 1 hora y 

media. 

3.5.3. Lavado de la superficie de loa mangos para recuperar loa 

mlcroorganlsm-. 

Al mango inoculado (sección 3.5.2) se le agregaron 100ml de agua 

desionizada estéril. Se cerró la bolsa y se agitó en un vortex 
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Them'tOtyne frotando el mango simultáneamente con las manos 

desde el exterior de la bolsa. El liquido se fiHró por un embudo con 

papel de fiHración rápida y el fiHrado se pasó por una membrana de 

0.45µm en un equipo Millipore. 

3.5.4 M6todo tradicional 

La inoculación de los microorganismos y el lavado de los mangos se 

llevo a cabo como se explicó en los incisos 3.5.2. y 3.5.3 

respectivamente. Se colocó la membrana de 0.45µm que contenia 

tos microorganismos recuperados de la superficie del mango y se 

colocó en 50 mi de caldo BHI (Oxoid Lot. 10854353) y se incubó por 

24 ha 37 ºC. Se inocularon con 1ml de este cultivo Caldo Selenita 

Cistina (Oxoid Lol.216256) y Caldo Tetrationato (Oxoid Lot. 210652) 

y ambos se incubaron por 24 h a 37 ºC. A partir de esto se 

sembraron en cajas de medios selectivos (Agar sutrrto de Bismuto 

(Oxoid Lot.243425) y Agar Entérico Hektoen (Oxoid Lot. 244426) 

para llevar a cabo el aislamiento de la cepa. se incubaron por 24 h a 

37 ºC. Se tomaron las colonias con las caracteristicas tipicas de 

cepas de Sa/tnonella para realizar las pruebas bioqulmicas 

confirmativas y se inocularon por estrfa en los medios de agar triple 

azúcar (Oxoid Lot. 243822) y agar lisina-hierro (Oxoid Lot.236866) 

por 24h a 37 ºC. 

3.5.5 Extracción de DNA de la mezcla de los mlcroorg.mnismoa 

recuperados de la superficie del mango 

El lavado de los mangos se realizó igual que en el inciso 3.5.3. Al 

término de la filtración, se retiró la membrana del equipo y se colocó 

en un tubo de centrifuga. Se congeló a -20 "C por 30 minutos. Se 

cortó la membrana en 4 partes y se regresaron al tubo de centrifuga: 

se adicionó 1 mi de buffer TES y se agitó por 5 minutos en un vortex 



Fisher en et número 8. Se cok>có en un congelador a -70 ªC por 5 

minutos. Después de ese tiempo. se transfirió a un congelador y se 

almacenó a -20 ºC durante 10 minutos.El tubo se transfirió a un 

bano de agua y se calentó a 92 ºC por 10 minutos. Se agitó el tubo 

que contenia la membrana sume..-gida en el buffer po..- 30 segundos 

en el vortex no. 8. Se transfirió el liquido a un tubo eppendorff de 1.5 

mi y se centrifugó a 15 000 rpm por 5 minutos. Se pasó el 

sobrenadante a ot..-o tubo eppendorff y se adicionaron 2.5 volúmenes 

de etanol al 100°/o a -20 ºC. Se agitó cuidadosamente con la mano y 

se centrifugó a 15 OOOrpm por 5 minutos. Se retiró el etanol por 

decantación y se dejó secar el pelle!. Se resuspendió el pelle! en 50 

µI de buffer TE (Fig. 3.2). 

3.6 Detennlnaclón de la p.-.-ncla de lnhlbldorea de la reacción 

de la PCR en el•-de mango 

Se ..-eafizó la ..-eacción de la PCR con diferentes concentraciones de 

extracto de mango y de buffer TES. manteniendo constante la 

concentración de DNA extraldo de Sa/moneffa Typhimurium ATCC 

14028 (Tabla 3). 

Tabla 3. Dilución de extracto de mango utilizado para detectar la presencia 

de inhibidores de la PCR 

Compuestos 

Extracto de mango ( pi ) 

BUlfer TES ( pi ) 

Satnronella ( pi ) 

20 16 12 8 

o 4 8 12 

20 20 20 20 

4 

16 

20 

o 
20 

20 



.._-___ ;-_.,__._ ... _-_ __,) e:) 

D 
cauro. 

~--•Y 
__ , .... 

bul'f•TES 

Recu.,._ .. - ....... 
tubO-

D 

e:) 1 v..,_ 
5n*1 

{:::i 

[ 
Fllb'm:Krl por un 

J 
- ... 

..,,.,.,.,_ 

D 

[ 
FIKr8::iónporlJnll ) - ........ 0 ......... 

jq[ .,.._ Jq( 
.,.._ ) llO"Cl5n*1 .20"'C/10"*' 

D 
E] {:::i c:m...92"CI . 

10"*' 

--2.5 - ... ...... ,00%/ 
-20"C 

D 
--...=-• J {:::J ,_[ __ R_....,._---_ .. _-__ -_ __,) {:::J [ __ ,_s_~ __ ...... _,_s_"*'-~ 

D 
Adiciclnar SOt.tl de 

buff'•TES 

Ftg.3.2 Diagrama de extracción de DNA de microorganismos en la superficie del 

mango 

... o 
1 ... 
E 
>-
;: 

.! o 
E 



3.7 Enriquecimiento 

3.7.1 Cepa pura 

Se tomó 1 mi de in6culo (3.5.1) que contenla 1<>2 UFC/ml de 

Salrnonella Typhimurium, y se inocularon en cada medio que se 

probó: caldo lactosado (Oxoid), caldo selenito-cistina (Oxoid). caldo 

tetrationato (Oxotd), mezcla de caldo selenito-cistina y tetrationato y 

caldo BHI (Oxoid). Se incubaron por 24 h a 37 ºC (estufa felisa). Se 

tomaron 5 mi de cada medio y se filtraron por una membrana de 

0.45µm. La extracción de DNA de los microorganismos retenidos en 

estos fittros se llevó a cabo de acuerdo con el método presentado en 

la figura 3.2. 

3.7.2 Microorganismos extrmldos del mango 

Se utilizaron dos diferentes in6culos (1<>2 y 1 UFC/mango). La 

inoculación de tos microorganismos se llevó a cabo como se explicó 

en el inciso 3.5.2. Se adicionaron 100 mi de agua desionizada estéril 

a la bolsa que contenia el mango inoculado y se lavó como el 

método mencionado en el punto 3.5.3. Las membranas que 

contenian los microorganismos del mango inoculados con 1<>2 

UFC/mango y 1 UFC/mango se colocaron en: 1) medio BHI (Oxoid) 

y se incubó a 37" C por 24 h, 2) medio BHI (Oxoid), incubó a 37 ºC 

por 5 h. 3) mezda de caldo selenita y tetrationato (Oxoid) incubados 

a 37 °C por 24 h. Al término del tiempo de incubación, se tomaron 5 

mi de cada medio y se filtraron por membranas de 0.45µm. La 

extracción se realizó de acuerdo con la figura 3.2 



3.8 Inoculación de loa mangos con diferentes concentracionee 

de S•lntanell• Typhimurium. 

3.11.1 lnóculo g,.n_ 

Se colocaron 100 mi del inóculo preparado (3.5.1) con 

105 UFC/ml como gotas esparcidas en toda la superficie del 

mango que se encontraba dentro de una bolsa. Se dejaron 

secar las gotas por 1 hora y media Se adicionaron 100 mi de agua 

desionizada estéril a la bolsa que contenia et mango inoculado y se 

lavó como el método mencionado en el punto 3.5.3. Se realizó un 

control negativo de la muestra que consistió en el tratamiento 

del mango sin inóculo. Esto se realizó para confirmar que 

Salmonella detectada era la inoculada y no alguna que 

estuviera presente en el mango. 

3.8.2 lnóculo pequefto 

Se colocaron 100 mi del in6culo preparado (3.5. 1) de 

1 OUFC/ml como gotas esparcidas en toda la superficie del 

mango que se encontraba dentro de una bolsa. Se dejaron 

secar las gotas por 1hora y media. Se adicionaron 100 mi de 

agua desionizada estéril a la bolsa que contenía el mango inoculado 

y se lavó como el método mencionado en el punto 3.5.3. Se realizó 

un control negativo de la muestra que consistió en el 

tratamiento del mango sin in6culo. Esto se realizó para 

confirmar que Salmonella detectada era la inoculada y no 

alguna que estuviera presente en el mango. 



3.9 Detección de Sa/monel/a en muestra• comerclmles de mango 

de diferentes regiones del pool• 

El muestreo se realizó de acuerdo al método de la ICMSF (ICMSF, 

1978) considerando al microorganismo como de riesgo moderado. 

directo de extensión amplia. supaniendo que las condiciones de 

almacenamiento del mango no cambian el riesgo (caso 11); por lo 

que se utilizó un plan de dos dases (n=10, c=O). Esto significa que 

se tomaron 1 O muestras y el lote no se acepta si alguna tiene 

Sa/monella. 

Las muestras se tomaron de 3 bodegas de la Central de Abastos 

(bodega 1, 2, 3) y en un mercado ambulante (bodega 4). Las 

bodegas 1 y 2 son del mismo dueno. mientras que la 3 y 4 

pertenecen a personas distintas. 

Las muestras fueron tomadas con un guante de látex de todas las 

partes de la caja (arriba, en medio y abajo) y fueron puestas en su 

bolsa correspondiente para posteriormente cerrar1as. 

3.10 Aislamiento de microorganismos de la superficie del 

mango 

El aislamiento de las cepas de la supeñicie del mango se realizó 

siguiendo el método tradicional (seoción 3.5.4). Las colonias 

aisladas se sembra.-on en placas de aga.- nutritivo (Oxoid) y 

después se identif"ocaron mediante el método automatizado Vitek, 

utilizando las placas para bacteñas Gram negativas. 



4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

Aunque el método utilizado para la PCR habia sido previamente 

probado por Way et. al. 1993 con buenos resultados en la 

especificidad de los primers. se realizó la prueba de especificidad 

para que los primers no cruzaran con alguna otra bacteria que 

comúnmente presenta problemas para la identificación de 

Salmonel/a. Por lo tanto. lo primero que se aseguró fue la 

especificidad del método seleccionado. 

4.1 Especificidad del método 

Se confirmo que los primers Hin y H-li (236 y 173 KDa) son 

especificas para Sa/monella. ya que se obtuvieron las bandas 

caracterlsticas únicamente con esta especie (Figura 4. 1. Carriles 

4, 5, 6, 7 y 9). Aún aquellos microorganismos que son 

genéticamente similares (ej. E.co/i) no dieron una respuesta 

positiva en la PCR con estos primers. El primer Phop, (región del 

gen Phop/PhoQ, la cual regula la expresión de genes que tienen 

que ver con Ja virulencia y la sobrevivencia en macrófagos de las 

enterobacterias) no es especifico de Salmone/la y lo presenta la 

cepa E.coli (carril 8). Salmonella Enteritidis (carril 5) solo dio 

respuesta positiva para uno de los primers (HIN). Esto se debe a 

que los primers utilizados fueron seleccionados de la región H2 de 

Salmonella Typhimurium. donde Hin es un fragmento la fase 2, 

pero presente también en la fase 1, en cambio H-li se encuentra 

localizado solamente en la fase 1 (Way et, al. 1993). Esta cepa 

pudo presentar una pérdida del antfgeno H. 



4.2 Extracción de DNA 

De los diferentes métodos probados para la extracción de ONA 

de la superficie del mango, el método descrito en materiales y 

métodos (Figura 3) fue utilizado para la extracción del DNA, el cual 

se visualizó en gel de agarosa al 1 % sin necesidad de 

enriquecimiento previo de la muestra. En la figura 4.2 se muestra 

el DNA obtenido del método de extracción que se utilizó en este 

trabajo. 

Flg. 4.1. Espectf'icidad del método. Carril 1.Marcador de peso 
molecular.2-Leuconostoc.3-Control negativo de la reacción.4-Control 
positivo de la reacción con S.Typhimunum ATCC 14028.5-S. 
Ententidis.6-S.Tyhpimunum. 7-S.Newport. 8-E.coli 9-S.Typhimurium.10-
E.aerogenes. 11-P. vulgans.12-C.freundü. 13-S.sonnei fase 11. 
14S.aumus.15P.aeruginosa. 



Fig. <4.2 Extraccaón de DNA de la superficie 
del mango CarrOe& 1. Marcador de peso molecular. 
2 y 3 ONA de la superficie del mango 

4.3 lnhlbldores de la PCR 

Cuando se usaba como templado el ONA extraido de la 

superlicie del mango, se observó que la reacción de la PCR daba 

negativa aún cuando habla sido inoculado con altas 

concentraciones de células de Satmonel/a. Se supuso entonces 

que existia un inhibidor de la reacción de la PCR en este extracto. 

Para confirmar la presencia del mismo se realizó la reacción de la 

PCR con diferentes diluciones del extracto. Se obtuvieron bandas 

únicamente a partir de la dilución 1 :0.25 (4 µI del extracto: 16 µI de 

buffer TES). Esto sugiere la presencia de un inhibidor en la 

superficie del mango, el cual es necesario que sea diluido para 

evitar la inhibición de la reacción. Por lo que se decidió hacer el 

enriquecimiento previo de la muestra con la finalidad de diluir el 

inhibidor. 

Se han realizado estudios de los diferentes compuestos 

presentes en los alimentos que inhiben la reacción de la PCR. lan 

en 1997 realizó una revisión sobre los diferentes compuestos 



presentes en los alimentos que inhiben la reacción de la PCR. 

Entre los que se conocen se encuentran las protelnas 

desnaturalizadas presentes en los quesos, los polisacáridos y el 

glucógeno de la came de ostra. asf como también algunos 

compuestos orgánicos. Las termonucleasas, protelnas, y el Ca2
• 

de la leche inhiben la reacción de la PCR. No existen reportes 

sobre la presencia de inhibidores en el mango, pero cuando se 

requiere apresurar la maduración de los mangos se rocian con 

fosfato de calcio, por lo que éste podrla ser el compuesto que 

inhibe la reacción. Cuando se cortan los mangos se libera látex en 

el sitio de corte y éste puede depositarse en la superficie, por lo 

que éste podria ser otra sustancia inhibidora. 

Las ventajas de llevar a cabo un enriquecimiento previo son, 

además de la dilución de inhibidores. recuperar células daftadas, 

encontrar con mayor certeza bajos números de células y disminuir 

riesgos de amplificación de células muertas. En la figura 4.3, carril 

6 se observa claramente que se requiere una dilución minima de 4 

veces del extracto para que la reacción no fuera inhibida. 



Fig.4.3. Reacción de la PCR con diferentes diluciones del extracto del 
mango con buffer TES. Carriles 1. Marcador de peso molecular. 2. Extracto 
sin diluir. 3. Dilución 1:4 4. Odudón 1:1.5 5. Oiluctón 1:0.5 6. Dilución 
1:0.25 7. Muestra sin extracto B. Control positivo de la reacción 9. Control 
negativo de la reacción. 

4.4 Selección del medio de enriquecimiento. 

No se detectaron diferencias significativas en la f"espuesta de la 

PCR al usar los medios caldo lactosado, caldo selenito-cistina. 

caldo tetrationato y caldo BHI (Fig.4.4). Se eligió el medio de BHI. 

ya que con el que se han reportado resultados satisfactorios en la 

literatura (Xuo et, al. 2000). 

Se repitió el experimento inoculando los medios con extractos 

de Ja superflcie del mango inoculado con diferentes 

concentraciones de Salmonel/a Typhimurium. En este caso las 

bandas obtenidas en la PCR algunas veces no eran muy claras y 

otras eran muy débiles (Fig. 4.5). Cuando se inocularon los 

mangos con 102 UFC/ml. se obtuvieron bandas más intensas a las 

Sh que a las 24h de Incubación en medio BHI (carriles 4 y 5). 



Es posible que un enriquecimiento rápido incrementa la 

concentración inicial de Salmonella sp. a concentraciones 

detectables (Knusston et, al 2002). Sin embargo, si se incuban un 

tiempo mayor Salmonella puede ser inhibida por la microbiota 

acompanante. La influencia de la microbiota natural en la 

respuesta de la PCR se observa claramente comparando la figura 

4.4 con la 4.5. En la primera figura, la reacción de las bandas fue 

más fuerte, esto es cuando se inocula directamente el medio con 

la cepa y no con un extracto que contiene otros microorganismos 

(Fig.4.5). El enriquecimiento en BHI durante un tiempo menor (6 y 

9 horas) dló buenos resultados en la detección de Salmone//a 

Montevideo en superficie de tomates (Guo et, al.2000). 

La influencia de la microbiota natural presente en una muestra 

en donde se busca un microorganismo especifico fue estudiado 

por Knutsson et al. 2002 quienes observaron que la microbiota 

natural de la muestra de trabajo influye de manera negativa 

cuando se encuentra en mayor concentración con respecto al 

microorganismo buscado. Esto se refleja con respuestas débiles 

en la reacción de la PCR. En presencia de 106 UFC/ml de 

microbiota natural, la respuesta en la reacción es negativa. 

Se observaron reacciones débiles con tos caldos selenito­

cistina y tetrationato. Es posible que alguno de sus ingredientes 

inhiba la reacción de la PCR, y no que se trate de ausencia de 

microorganismos; ya que en el experimento p.-evio (Fig.4.4) se 

confirmó que la cepa utilizada crecla bien en ambos medios. En la 

figura 4.5 se observa que el medio de enriquecimiento que 

muestra mejor respuesta y resolución de las bandas es el medio 

BHI con 5 horas de incubación. 



Fig. 4.4 Reacción de la PCR a partir de medios de enriquecimiento inoculados con 
Salmonella Typhimurium, después de 24h de incubación a 37°C. Carriles 1 Marcador de 
peso molecular. 2 Ennquecimtento en cakto lactosado. 3 Enriquecimiento el caldo selenilO· 
cislina. 4 Enriquecimiento en Tetrat10nato. 5 Mezcla de selenito-cistina y tetrationato. 6 
Caldo BHI. 7 Control positivo de la reacción. 8 Control negativo de la reacción. 

,,. , .. 
Fig.4.5 Reacción de la PCR a partir de medios de ennquecimiento inoculados con 
Salmanella Typhimurium extraida de la superf.c:ie del mango, con diferentes horas de 
incubación a 37oC. Carriles 1. Marcador de peso molecular. 2 y 3 BHI con 24h de 
ennquecimiento con un inóculo de 102 UFC/mango. 4 y 5 BHI con Sh de enriquecimiento 
con un inóculo de 102 UFC/mango. 6 y 7 caldo selenrto y tetrat1onato con in6culo de 1 a2 
UFC/mango. 8 BHI con Sh con in6culo de 1 UFC/mango de Salmonella Typhtmunum 
ATCC 14028. 9 BHI con 24h de incubación con 1UFC/ mango. 10. caldo selenito-cistina 
con 1 UFC/mango. 11 Control pos1t1vo de la reacc10n. 12 Control negativo de la reacción. 



4.5 Sensibilidad del método 

Para determinar la sensibilidad se realizó la técnica con mangos 

inoculados con diferentes concentraciones de Salmonella 

Typhlmurium y se compararon los resultados con los obtenidos 

con el método tradicional (Tabla 4). AJ inocular la superficie de los 

mangos con 10• UFC/mango, se observó que las diez mangos 

dieron respuesta positiva tanto en la reacción de la PCR, como 

con el método tradicional; en el cual se recuperó Salmone/la de 

todos los mangos inoculados. Por lo tanto, con esta concentración 

no hay ninguna diferencia en cuanto a la sensibilidad de ambos 

métodos (Fig.4.6). En cambio. al inocular la superficie de los 

mangos con un inócufo menor (1 UFC/mango), se observó una 

respuesta positiva en los diez mangos inoculados, a dife..-encia del 

método tl'"adicional. con el que sólo se pudo ..-ecupe..-a..- la cepa en 

uno de los mangos. tstos confinnan la alta sensibilidad del 

método de la PCR con respecto al método tradicional (Tabla 4). El 

poder aislar Salmonella solamente de uno de los diez mangos 

trabajados, significa que la utilización del método tradicional 

(empleado normalmente) casi nunca detecta células de Salmonella 

presentes en baja concentración. En cambio la técnica p..-opuesta 

de la PCR donde se detectan 1 UFC/mango después de un 

enriquecimiento de 5 horas a 37ºC (Fig.4.7). 

La sensibilidad del método es buena comparada con las 

reportadas en la literatura. Xuan et. al. 2000 obtuvieron una 

sensibilidad de 102 UFC/g después de un enriquecimiento de 6 h 

a 37°C en tomates inoculados artificialmente en lési superficie con 

s. Montevideo en comparación con la empleada en este trabajo, 

que requiere de una hora menos y la sensibilidad es mayor. 



Tabla c. Comparación del método tradicional con la PCR en las muestras 
de mango inoculadas con 104 UFC/mango y 1 UFC/mango 

Inoculo A-puestas positivas A-puestas positivas 
(UFC/ml) conelmModo con el m .. odo de PCA 

tr•diclonal 
10" 10 10 

1 1 10 

Flg. 4.6. Sens1bihdad del método al utilizar mangos inoculados con 104 UFC/ml. 
Carnles 1 Marcador de peso molecular. 2-11 muestras de m•ngos inoculados en la 
superficie del mango con 10• UFC/ml de Saknonell• Typhimurium ATCC 14028. 12 
control negativo del método. 13 control poert1vo de la reección. 1~ control negativo 
de la reacción 

"º ,,. 

Fig. 4.7 Sensibilidad del método al utilizar mangos inoculados con 1 UFC/ml. 
Carnles 1. Marcador de peso molecular. 2-11 muestras de mangos inoculados en 
la superficie del mango con 1 UFC/ml de Sa/monella Typhimunum ATCC 14028. 
12 control negativo del método. 13 control positivo de la reacción. 14 control 
negativo de la reacción. 



4.6 Detección de Salmonella en muestras de mango de 

diferentes reglones del pais 

4.6.1 Slnaloa 

En la figura 4.8 se observan dos respuestas positivas de la 

reacción de la PCR (carril 4 y 5), 4 respuestas débiles (6, 7, 9, 10) 

y 4 respuestas negativas (2,3, 8, 11 ). Los resultados obtenidos 

indican entonces la presencia de Salmonella en la superficie de 6 

de los 1 o mangos analizados. La posible causa de las respuestas 

débiles es la interferencia por la microbiota acornpanante. Si la 

concentración de la microbiota es alta y la de las células de 

Salmonella sp. es considerablemente baja, la respuesta va a ser 

débil, pero visible. Knutsson et. al. 2002, observaron variabilidad 

en la intensidad de las bandas de la reacción de la PCR cuando se 

inocularon concentraciones diferentes de la microbiota natural de 

su muestra y diferentes concentraciones de Yersinia enterocolltica. 

Concluyeron que al aumentar la concentración de la microbiota 

natural de la muestra, la respuesta en la reacción de la PCR 

disminuye de intensidad, por lo que si hay pocas células del 

microorganismo buscado es necesario que la presencia de la 

microbiota natural no sea mayor a 106 UFC/ml para evitar 

interferencia en la detección del microorganismos en la muestra. 

Por lo tanto, al no poder controlar la concentración de microbiota 

natural presente en la muestra, se debe tomar como positiva una 

respuesta débil. 



Fig.4.8 Presencia de Salmonella sp en muestras de mango del estado de S1naloa. Carriles 
1 Marcador de peso molecular. 2-11 muestras de mango. 12 control pos1t1vo de la 
reacción. 13 control negativo de la reacción 

4-6.2 Oaxaca 

En la Fig. 4.9 se observa una respuesta débil en el carril 8 y 

nueve respuestas negativas de las diez analizadas. Por lo que se 

confirma la presencia de Salmonella sp. en una muestra. 

4-6.3 Veracruz 

En el caso de las muestras de Veracruz (Fig. 4.10) se observan 

7 respuestas débiles (carril 3, 4, 6-10) y 3 respuestas negativas 

(carril 2, 5 y 6) de las diez muestras analizadas. Como se 

mencionó anteriormente, las respuestas débiles se pueden deber 

a una alta concentración de la microbiota natural. Cabe mencionar 

que este tipo de respuestas no se pueden tomar como negativas. 

debido a que una clara respuesta negativa representa la 

inexisten~ia de bandas. Por lo que aunque la respuesta sea débil 

es definitiva. 
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Flg.4.9 Presencia de Salmonetta sp. en muestras de mango del estado de 
Oaxaca. Carriles 1 Marcador de peso molecular. 2-11 muestras de mango. 12 
control positivo de la reacción. 13 control negattvo de la reacciOn. 

Flg.4.10 Presencia de Salmonella sp. en muestras de mango del estado de Veracruz. 
Carriles 1 Marcador de peso molecular. 2-11 muestras de mango. 12 control positivo de 
ra reacción. 13 control negativo de la l"eacción. 
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Flg.4.9 Presencia de Salmonella sp. en muestras de mango del estado de 
Oaxaca. Carriles 1 Marcador de peso motecular. 2-11 muestras de mango. 12 
control positivo de la reacción. 13 control negativo de la reacción. 

Flg.4.10 Presencia de Salmonella sp. en muestras de mango del estado de Veracruz. 
Carriles 1 Marcador de peso m~ecula.-. 2-11 muestras de mango. 12 control positivo de 
la reacción. 13 control negativo de la reacción. 



4.6.4 Poza Rica, Ver. 

En el caso del muestreo de Poza Rica. Veracruz. no se observó 

ninguna reacción positiva en las 10 muestras analizadas, 

Flg.•.11 Presencia de Salmonella sp. en muestras de mango del estado de Poza 
Rica, Ver. Caniktti 1 Marcador de peso mo~ular. 2-11 muestras de mango. 12 
control positivo de la reacción. 13 control negativo de la reacción. 

4.6.5 Guerrero 

El caso de Guerr"ero es muy similar al de Poza Rica, ya que 

también de las diez muestras analizadas. no hubo respuestas 

positivas a la reacción de la PCR, por lo que no hay presencia de 

Satmone/la en ambos lotes analizados. 
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Flg.•.12 Presencia de Salmonella sp. en muestras de mango del estado de 
Guerrero. Carriles 1 Marcador de peso molecular. 2-11 muestras de mango. 
12 control negativo de la reacclOn. 13 control positivo de la reacción. 

En 3 de los 5 lotes analizados se detectó Salmonella sp. En 

total fueron 14 de los 50 mangos que resultaron positivos a la 

presencia de Salmonel/a sp. (Tabla 4.1). Los tres lotes donde se 

detectó Satmonella sp. provenían del mismo proveedor aunque 

uno de ellos era de diferente bodega de la Central de Abastos, a 

diferencia de los otros dos que provenlan de lugares diferentes. 

Es posible que la fuente de inóculo de estos mangos provenga de 

humanos, ya que los 3 lotes son del mismo productor. Este tiene 

diferentes huertas pero las mismas personas recolectan el fruto en 

las diferentes huertas. Para conocer la fuente de contaminación es 

necesario observar el método de recolección, para llevar a cabo un 

muestreo de los mangos desde que se cortan de los árboles hasta 

que llegan a la bodega, asi como analizar las posibles fuentes de 

contaminación. 

El único reporte que existe acerca de la presencia de 

Salmonella sp. en mangos fue realizada con pulpas de mango por 

Acharya et, al. 1999 quienes investigaron la presencia de 

Salmonella sp. en pulpas de mango enlatado y sin enlatar. 

Observaron que Salmonella sp. no estaba presente en ninguna de 



las muestras enlatadas. a diferencia de las muestras de pulpa sin 

enlatar, en los que se recuperó de las 5 muestras analizadas. 

De acuerdo con el plan de muestreo (n=10. c=O) solo serían 

aceptable los lotes de Poza Rica y Guerrero. 

Tabla 4.1 Resultado del muestreo realizado en diferentes regiones del 

paf s. 

Estado 1 Fuente 1 Respuesta r Respuesta 1 Respuesta 1 
fuerte , débil negativa 

_:]Central de 

~_:j-~_J abastos 

bodega 1• :J Central de 

~uu abastos 

~L __ J···········••' 

bodega 1• :J Central de : 7 . : 3 . i 

abastos 

~~ bodega 2• 

-POza Mercado 
Rica. Ver. ambulante 

bodega 3 

~ céntral ···de 

~==--I~-~J; abastos 

bodega4 
- ----- - - ---· -·-

• La bodega 1 y 2 son del mlamo proveedor. 



4.6 Aislamiento de la cepa 

Se utilizó el método tradicional para aislar las cepas de 

Sa/monella que dieron respuestas positivas en la PCR; sin 

embargo, ésta no se recuperó en ningún caso. Se aislaron 

microorganismos de los cultivos de enriquecimiento para 

identificarlos y corroborar que no dieran una reacción positiva en la 

PCR. Se aislaron cepas de Klebsiella pneumonie. Citrobacter 

freundii cp:x, Enterobacter c/oacae, Pseudomona .aeruginosa. 

Serratia fonlicola, Enterobacter aerogenes, Citrobacter 

ama/onaticus y con ninguna se obtuvo una respuesta positiva a la 

reacción de la PCR (figura 4.9). La mayoria de las cepas aisladas 

coinciden con las reportadas por O'Connor-Shaw et, al. (1995) por 

lo que las cepas aisladas forman parte de los microorganismos 

predominantes o mas recurrentes y resistentes en el mango. 

Aunque se demostró la presencia de Salrnonel/a sp. en la 

superficie del mango debido a las respuestas positivas que se 

obtuvieron en la reacción de la PCR, no se pudo recuperar. Esto 

se puede deber a varias razones; una de ellas, es que hubie.-an 

producido colonias atipicas. Esto, aunado al hecho de que se 

encuentran en bajas concentraciones, la probabilidad 1:10 de 

recuperarla es baja. Hablamos de esta pr-obabilidad por los 

resultados obtenidos en la comparación entre la reacción de la 

PCR y el método tradicional. En bajas concentraciones (1 

UFC/mango), por el método tradicional Salmonella Typhimurium se 

aisló solamente de uno de tos diez mangos trabajados. a difer-encia 

de la técnica de PCR mediante la cual se detectó en las diez 

muestras (Fig. 4.7). Por lo tanto, la probabilidad 1:10 se r-efiere a 

que se puede detectar una vez por el método tradicional contr-a 10 

veces por la PCR (Tabla 4). 



Es conveniente probar otros medios selectivos que ayuden a 

identificar las colonias de manera más ciara. Cabe la posibilidad de 

que las células estuvieran muertas (aunque este riesgo disminuye 

significativamente con el enriquecimiento) o que hayan entrado en 

un estado viable-no cultivable (Salmonella estado VNC) debido al 

estrés que les representa permanecer en la superficie del mango, 

por lo que para poder aislarlas será necesario el empleo de otros 

métodos. Se han realizado estudios que demuestran que 

Salmonella entra en un estado viable-no cultivable (VNC). Tal es el 

caso de Turpin et. al. 1997, quienes observaron que en muestras 

de suelo no se aisló Salmonella en medios sólidos, pero si por sus 

métodos seleccionados (ELISA y anticuerpos fluorescentes). 

Mediante el método de anticuerpos fluorescentes los 

investigadores (Turpin et. al. 1997) pudieron constatar que las 

células de Salmonella se convierten con el tiempo en pequef'ias y 

redondas, pero son capaces de mantener su integridad celular por 

extensos periodos de tiempo (65 días) en un ambiente hostil. La 

rápida disminución de las cuentas de Salmonella les sugirió la 

presencia de un estado VNC. que confinnaron con la disminución 

del número de células muertas visibles en U.V después de la 

inoculación en el suelo. Marsh et. al. 1998 demostraron que al 

pasar el tiempo, células de Salmonella inoculadas en suelo, 

disminuyen significativamente en la cuenta en placa: mientras que 

por la QPCR (método de la PCR cuantitativo) el número de células 

no cambian, aunque se vuelven más difíciles a la lisis celular. Para 

confirmar que las células estaban vivas utilizaron un método de 

cuenta directa de la actividad celular usando la sensibilidad a la 

respiración con 5-ciano-2,3-ditolil cloruro de tetrazolio (CTC). Por lo 

tanto, esto demostró que Salrnonella estaba viva y que habla 

entrado en un estado viable-no cultivable 



Flg. 4.13 Reacción de PCR con cepas aisladas de la superficie del mango. 
Carriles 1 Marcador de peso molecular. 2- 6 Klebs1ella pneumomae. 7 Cfreund11 
cpx 8-13 E cloacas. 14-17 Ps aerugmosa. 18 Ser.font1co/a. 19 E. aerogenes. 
20.22-24 Ot arnalonaticus. 21 Marcador de peso molecular. 25 Control positivo 
dela reacción. 26 Control negativo de la reacción. 
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CONCLUSIONES 

Se montó un método de la PCR para la detección de Salmonella 

en la superficie del mango. 

• El método es especifico. ya que los primers son selectivos HIN y 
H-Li son selectivos para Salrnonella y no cruzan con otras 
enterobacterias. 

• La sensibilidad del método de la PCR es de 1 célula de 
Salmonella después de 5 horas de enriquecimiento en caldo BHI. 

,. Con la técnica montada se logró la detección especifica de 
Salmonella sp. en 12 horas. a diferencia de la técnica tradicional 
para la que se requieren 5 días. 

• Se detectó Salmonel/a en la superficie del niango de diferentes 

regiones del pais: solantente dos lotes son aceptados. Por to tanto. 
debido a que Salmonella implica un riesgo, el mango se considera 
como un riesgo de salud pública 

• No fue posible aislar las cepas de Salrnonella después de 5 

horas de enriquecimiento. por lo que será necesario determinar si 
estaban muertas o en VNC 

RECOMENDACIONES 

• Es necesario llevar a cabo pruebas para conocer el posible 
inhibidor del extracto del mango. 

• Es necesario usar técnicas como la del anaranjado de acridina o 

la del ácido nalidixico para determinar si las células presentes 

estaban en estado viable no cuttivable o si no se pudieron aislar 
por otros motivos. 
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APÉNDICE1 

! ::l~----------;:;-1 8 2 y = 1 .0963x + 7.4099 
.-= R 2 =0.9965 

77 --------
09 

Fig. 4.14 Curva patrón - Salrnonella Typhimurium ATCC 
14028 

APÉNDICE 2. SOLUCIONES 

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES STOCK 

l. Solución Tris 0.5 M 

Peso molecular tris= 121 . 1 g/mol 

1.2 

Se necesita adicionar HCI concentrado para tener un pH 

de 7.0 



11. Solución EDTA 0.5 M 

Se disuelven 186.1g de EDTA a 800 mi de agua, se agita 

vigorosamente. Se ajusta el pH=8.0 para que el EDTA se 

pueda disolver. 

111 .Solución NaCI 5M 

Peso molecular NaC1=58 g/mol 

111. Buffer TBE 5X 

TRis-borato 

•549 Tris base 

º27.5g ácido b61ico 

·2om1 de EDTA 0.5M (p.H 8.0) 
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