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RESUMEN

Meéxico es uno de los principales exportadores de mango a nivel
mundial; sin embargo en los ultimos afos se han presentado
problemas comerciales relacionados con la inocuidad de productos
frescos que han afectado el mercado de exportacion. En el afio
2000 se reportd en Estados Unidos un brote de salmonelosis a
partir de mangos y esta bacteria se ha encontrado también en
otros productos acidos. L.os métodos tradicionales utilizados para
su identificacién son demasiado largos y poco sensibles, por lo que
es necesario el uso de técnicas mas rapidas, sensibles y
especificas para la deteccion de Salmonelia.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica
molecular que se utiliza para el desammolio de meétodos que
cumplen con las expectativas deseadas de acuerdo a la rapidez,
sensibilidad y especificidad. El uso de estos métodos rapidos ha
ido en aumento en los ultimos afos, 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 Salmonella en la superficie del mango y
determinar la incidencia de esta bacteria en la superficie de
diferentes muestras comerciales de mango.

Se establecié un método de PCR muiltiple, utilizando tres pares
de primers que amplifican el sitio phoP/phoQ de bacterias
coliformes patogenas Hin y H-Li especificos para Salmonella, que
codifican regiones del gene de la flagelina.

S
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Se demostro la especificidad del método, confirmando la
amplificacién selectiva para Salmonefla spp. Se detectd la
presencia de un inhibidor en el extracto del mango, por lo cual fue
necesaria llevar a cabo un enriquecimiento previo de las muestras
analizadas. Se demostré que la mayor sensibilidad se obtiene
después de 5§ horas de enriquecimiento en caido BHI para detectar
un indculo de 1 UFC/ mango. El método de ta PCR fue mas
sensible con respecto al tradicional, en la relacion de 10 a 1, para
la deteccion de Salmonella en el mango.

El muestreo de mangos se realizé de 5 sitios de diferente
procedencia (bodegas de la Central de Abastos). Se detectd la
presencia de Salmonella sp. en 3 de ellos. No fue posible el
aislamiento de las cepas de Salmonella, por lo que sera necesario
utilizar otros métodos para determinar si estaban muertas o en

estado viable no cultivable.
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1. ANTECEDENTES

1.1 MANGO

1.1.1 ASPECTOS GENERALES

El mango es uno de los frutales mas imp de los paf:
tropi y ibe el bre cientifico de AMangWera indica L,
pertenece a ia familia de las Anacardisceas, que a su vez forma
parte del orden de las Terebintales (lbar, 1978). La especie
Mangifera indica es de origen indio-birmano (Norte de ia India) o

layo y fue da por los portugueses al Brasil, de donde se

extendid por todo Centroamérica (lbar, 1979).

El fruto del mango es una drupa que pusde contener uno 0 Mas
embriones. Los Hamados de tipo indio (de a Indis) son
monoembriénicos y entre elios se encuentran la mayoria de los
culti [ iak Los fn varian en pesoc desde 200 g
hasta unos de 2 Kg.; en forma, desd donda hasta ovoide, y en
color, entre verde, amarillo y distintas tonalidades del rosa. ojo y
violeta.

Tiene un valor alimenticio con un cor ido de v entre ol
10 ¥ el 20% y un cor ido de protei Wededor dei 0.5%,
ademas de ser una fuente de vitamina C (Sauco, 1990). La fruta
madura contiene cerca de 11.8% de carbohidratos, 4800IU de
vitamina A, 13mg/100g de acido ascOrbico, y gran cantidad de B-
Carotenos (Kaira, 1995).

Los cultivares de mango pueden agruparse en 3 grupos

principales:
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Cultivares Indios: Son monoembridnicos (semilla con un solo
embrion), susceptibles a la antracnosis y deterioro intermo. La
longitud de las fibras y el color de la piel son muy varables,
teniendo algunos una piel bastante roja. La mayoria son dulces
con un contenido de acidos bajo.

Cuttivares Indochinos y Filipinos: Son poliembrionicos (semilla con
varios embriones), relativamente resistentes a la antracnosis,
dulces y sin fibra. La epidermis es verde amarillenta. Carabao es et
cultivar mas importante en Filipinas, y se exportan en cantidades

considerables a Japon.

Cuttivares de Florida: ElI Haden se desafolld en Florida como
planta de semilla del cv.indio Muigoba en 1910. Las siguientes
caracteristicas 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 larga distancia
y contenido en acidos relativamente aito. Desde 1940 se han
desarvollado en Florida un grupo de cultivos con caracteristicas
similares. Algunos ejemplos son Tommy Atkins, Zill, Torbet,
Kensington, irwin, Haden Glenn, Lippens, Van Dyke, Sensation,
Osteen, Keitt. El orden de maduracién es aproximadamente el
mismo en diferentes zonas de cultivo (www.crfg.orqg,

www.infoagro.com).

Los principales cultivares que se comercializan en México son
“Haden", hrwin", “Kent", "Manila”, “Palmer”, “Sensation”, “Tommy

Atkins”, “Van Dyke” y “Atauifo™ (www.rajans.com).

=
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Mango Manila

Es de origen mexicano, d diente del cultivar de H: i de
tipo filipino. Es un fruto que maduma temp .S ptible
a la antracnosis y en su mayoria se cuitiva en Veracruz. Su
temporada comienza a finales de abril y termina en agosto. El fruto
tiene una forma alargada plana, color amarilio, tamsafio pequefioc no
mayor a 300g y de sabor duice (Morton, 1987).

Mango Atauifo
Es originario de un cultivar de Hawai, que a su vez desciende
directamente det mango ila. Su temp da comi a finales

de abril y se extiende hasta agosto. La fruta es pequefia, plana, de
forma alargada, con un peso aproximado entre 150 y 300g, su
color va de amarillo verdoso a amarilio oro cuando estA maduro, su
sabor es muy duice y casi no tiene fibra (Morton, 1987).

La india cx ibuye con de un 84% de ia produccion
mundial, pero » C otros pail: produ s, entre los
que se encuentran Méxi ( > & lugar), Pakistan, Brasil,
Filipinas y Taillandia (Kalra, 1995). Méxi upo el te tugar en
produccién de mango a nivel mundial, mientras que en ia

p ' @l prod i rep. una parte del
[, cio en el do. La imp ia del mango en México se

debe a que en nuestro pais se dedica un mayor porcentaje de su
produccion a la exportacion (Fig.1.1).

En México el mango tiene una oferta estacional bien definida en
el do; los prod de mango son: Nayarit

(16.7%), Chiapas (15.2%), Veracrur (12.9%), Sinaloa (12.5%),
Guemmero (12.2%), Oaxaca (11.9%), Michoacén (7.9%) y Colima

anfecedentes
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(1.3%). El 80% de (a produccion nacional se obtiene desde fines
de abril hasta principio de septiembre  (Www.ssgarpa.com.mx).

Pakistén
8%

Fig 1.1 F de 1996
Fuente: SAGARPA y PROEXIN

1.1.2 PLAGAS Y ENFERMEDADES

El go es una ie af da por el ataque de r

lag v on ol de 87 patogenos,
mas de 350 especies de & ocho especies de y 13
spPec de ch No tod: ] o in y
asi destacan e dades de yor difusion mundiat la

antracnosis, tanto en pre como en post-cosecha. el oidio y las
manchas negras bacterianas (Sauco, 1990).

1.1.2.1 PLAGAS O PESTES

En esta clasifi ion se L] de la fruta (Karta,
1995), Trips Sek thrips broci Gisad (Thysanoptera:
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Terebrantia) (Mora, 1997) y los insectos escamosos (Pulvinana
polygonata, Aspidiatus destructor. Ceroplastis sp. y Rastococcus

sp.).
1.1.2.2 ENFERMEDADES

El mango sufre severas enfermedades en todas las etapas de
su vida. Todas las partes de las plantas son atacadas por
numerosos patégenos, hongos, bacterias y algas. Estas
enfermedades pueden causar las mayores pérdidas a nivel

econdémico.

1.1.2.2.1 Antracnosis. Es producida por el hongo Gilomerella
cingulata, ta enfermedad se manifiesta cuando ocurren condiciones
climaticas no favorables como lo son una elevada humedad, lluvias
frecuentes y temperaturas entre 24-32° C; los sintomas son
diversos, en los que se incluye marchites de la panicula, manchas
en las hojas, frutos y pudricion de los mismos.

1.1.2.2.2 Manchas negras bacterianas. También llamada
mancha bacteriana o cancer bacteriano, favorecida en condiciones
climaticas calientes y humedas, es causada por la bacteria
Xanthornmonas campestnis cepa Mangiferae indica. Los principales
sintomas en las hojas son pequefias lesiones acuosas que con el
tiempo forman manchas negras irregulares con halos amariflos. El
centro de cada lesidn es oscuro y frecuentemente se quiebra
formando canceres en forma de estrellas. La exposicion de la
pulpa subyacente atrae a los insectos, produciéndose una invasion
posterior de otros microorganismos.
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1.1.2.2.3 Moho arenoso (oidio). Esta enfermedad es causada por
Oidium mangiferae y se desamolila mejor a 20-25 °C. Sus
sintomas son la aparicion de parches de crecimiento blancos
pulverulentos en la plantas y en la panicula. También afecta a las
flores y lleva a una caida prematura del fruto, reduciendo

considerablemente la cosecha.

1.1.2.2.4 Pudricion de la cicatriz de! penduculo ¢ muerte negra
(Stem-end rot). De esta enfermedad es responsable el hongo
Lasioidplodia theobromae. Durante la floracion y formacion del
fruto, la colonizacion det hongo aumenta conforme las flores
mueren y se empiezan a formar frutos. Esta enfermedad afecta
areas dafadas mecanicamente del pendaculo o de la piel. EI
hongo crece a partir det pedunculo formando lesiones negras
circulares alrededor del mismo (Johnson, 1993).

1.1.2.2.5 Pudricibn por hongo negro. Esta enfermedad es
causada por Aspergillus niger v. Tieghem y otros Aspergillus spp.
Los frutos afectados muestran amarillamiento en ia base del fruto y
manchas gris-verdosas de forma imegular que se vuelven negras
o forman lesiones negras (Pathak, 1980).

1.1.226 Sarina o vermugosis (mango scab). Los hongos
responsables de esta enfermedad son Elsinoe mangiferae y
Sphaceloma rmangiferae, los cuales atacan a las hojas, flores,
frutos y varas. En etapas tempranas, esta enfermedad se parece a
la antracnosis. Las lesiones del fruto se cubren con un tejido

esponjoso de color café.

1.1.2.2.7 Pudricion por Rhizopus. Esta enfermedad es causada
por Rhizopus amhizus el cual produce una separacién de la
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cascara y desarrollo de una mancha blanca con espora de

cabezas negras (www scisoc.org).

1.1.2.2.8 Polvo de hollin (sooty mould). Esta enfermedad es
causada por varios individuos del hongo Meliola spp., en especial
del hongo Meliola mangiferae. La enfermedad en el campo se
reconoce por la presencia de una cubiena negra aterciopelada en
la superficie de las hojas, y en casos severos, los arboles se

vuelven completamente negros (www.rajans.com).
1.1.3 DANOS PRE-COSECHA Y POSTCOSECHA

El mango pude tener desordenes fisioldgicos y dafos 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 dafio quimico y fisioldgico del exudado que

emana aj cortar el peduncuio.

1.1.3.2 ABRASIONES DE LA PIEL. Las abrasiones debidas al
roce entre frutas o contra superficies rugosas produce cambios de
color de (a piel y una pérdida acelerada de agua.

1.1.3.3 DANO POR FRIO. Los sintomas incluyen maduracitn
heterogénea, desarmollo pobre de color y sabor, picado de la
superficie, color grisaceo de la piel parecido al escaldado, aumento
de la susceptibilidad a las pudriciones y, en casos Severos,
pardeamiento de la pulpa. La incidencia y severdad de esta
fisiopatia dependen del cultivar, estado de madurez, (Jos mangos
mas maduros son menos susceptibles) la temperatura y duracién

SF

de la exposicion.

antecedentes

Detecclon de Saimonella sp. en la superficie del mango por PCR multiple



1.1.3.4 DANO POR CALOR. La exposicion a temperaturas
superiores a 30 "C (86°F) por periodos mayores a 10 dias provoca
maduracion heterogénea, moteado de la piel y sabor intenso.
Cuando se excede el tiempo y/o fa temperatura recomendados
para el control de insectos y/o pudriciones se presentan también
dafios por calor (escaldado de la piel, moteado y maduracion
heterogénea): por ejemplo, en el tratamiento disefado para el
control de insectos, cuando la fruta se sumerge por mas del tiempo
recomendado (65-90 minutos, dependiendo del tamafio del mango)
o el agua esta a mas de 46.4°C (115.5°F), que es la temperatura

recomendada.

1.1.3.5 DESCOMPOSICION INTERNA DE LA PULPA,
AHUECAMIENTO DE LA ZONA PROXIMA A LA CICATRIZ DEL
PEDUNCULO. Se caracteriza por la descomposicion de la pulpa y
el desarrolio de cavidades intemas entre la semilla y el pedunculo.
Esta fisiopatia es mas frecuente en mangos madurados en el

arbol.

1.1.3.6 SEMILLA GELATINOSA, MADURACION PREMATURA.
Desintegracién de la pulpa que rodea a la semilla en forma de una

masa gelatinosa.

1.1.3.7 PUNTA BLANDA. Ablandamiento del tejido del apice o
punta floral. La pulpa luce sobre madura y puede alterar su colory
volverse esponjosa. Esta fisiopatia puede estar relacionada con
deficiencia de calcio.

T2 -
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1.1.4 ALMACENAMIENTO POST-COSECHA

Muchos factores como la maduracion, el método de cosecha, el
empaquetamiento, el transporte y las enfermedades entre otros,
afectan la estabilidad del mango. Debido a que éste tiene la
capacidad de responder metabdlicamente al ambiente en donde
se encuentra almacenado, se han diseftado métodos para
extender la vida de anaquel y reducir las pérdidas. Estos se
clasifican en meétodos fisicos y quimicos (Kalra, 1995).

1.1.4.1 ALMACENAMIENTO A BAJAS TEMPERATURAS

Debido a que el mango es una fruta tropical, es sensible al frio; por
lo que el almacenario a bajas temperaturas reduce el rango de
respiracion y baja la posibilidad de produccion de etileno, lo que
ayuda a retardar su maduracién (Kalra, 1995). El problema de este
meétodo es que el almacenamiento prologado a bajas
temperaturas afecta la maduracion de la fruta y en condiciones
extremas éste puede sufrir dafio por frio. Se considera que la
temperatura éptima para su almacenamiento esta entre 12 y 13°C
(Mitra, 1997).

1.1.4.2 ATMOSFERAS CONTROLADAS

Uno de ios métodos utilizados para mantener la calidad del mango
es el wuso de atmosferas controladas, las cuales usan
concentraciones de CO, mayores que las del aire y de O,
menores, o que provoca el incremento de {a respiracion y de los
niveles de etanol asi como la disminucion de la produccion de
etileno. En México se han prabado atmo modificad qQue
contienen baja cantidad de O, (<1%) y alta de CO>(70-80%) para
el control de la mosca de la fruta, las cuales han resultado

&
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excelentes si se utilizan alternativamente tratamientos quimicos y
tratamientos hidrotémmicos (Mitra, 1997).

1.1.4.3 ALMACENAMIENTO HIPOBARICO

E! almacenamiento hipobarico consiste en almacenar la fruta a
condiciones bajas de presion. Se han hecho estudios en donde se
ha encontrado que presiones entre 76-152mm de Hg a 13°C con
98-100% de humedad relativa por tres semanas, aumentan de
manera considerable la aceptacion de la fruta ya que retarda la
maduracién y por lo tanto aumentan su vida de anaquel (Mitra,

1997).

1.1.44 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
atmoésfera y ayudan a disminuir la pérdida del! agua. Los
recubrimientos de aceite disminuyen la respiracion mas que las
ceras ya que se crea un ambiente con condiciones anaerdbicas
severas capaces de dafar la fruta, aunque ambos disminuyen la
peérdida de agua (Mitra, 1997).

1.1.4.5USO DE RADIACION IONIZANTE

tos mangos son irradiados para su desinfeccion y para retardar el
proceso de maduracion y crecimiento fisiologico. Las dosis de
irradiacion reportadas varian enormemente, asi como los efectos
de la imadiacidn sobre la fruta. Las dosis requeridas para la
desinfeccion oscilan entre los 75 Gy para el control de la mosca de
la fruta y 300 Gy para esterilizar otros insectos. Sin embargo,
muchos de estos estudios de irradiacion de frutas y hortalizas,
enfocados en alargar la vida de anaquel del mango, que utilizan
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dosis entre 1000 a 3000 Gy, generaimente tienen resultados
adversos (Mitcheil, 1992).

1.1.4.6 TRATAMIENTO TERMICO

El tratamiento térmico ha sido desarrollado para garantizar la
seguridad contra insectos, pestes y controlar las enfermedades
post-cosecha. Se ha utilizado regularmente en la maduracion de
las frutas y en el control de ia pérdida por pudricibn durante el
almacenamiento. Se ha reportado la utilizacion de este método
para controlar la aparicion de la antrachosis en diferentes tipos de
mangos con temperaturas entre 50-55°C (Kalra, 1995).

El cambio que produce el tratamiento hidrotérmico (inmersion 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 QUIMICAS

Varias sustancias quimicas han sido utilizadas para apresurar o
postergar ta maduracion, 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
conservacion de la fruta post-cosecha, como son la aplicacion del
acido giberélico en forma de spray que ayuda a retardar la
maduracién y tratamientos con calcio que ayudan a reducir el
incremento de temperatura (Mitra, 1997).

&
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1.1.5 PROBLEMAS POST-COSECHA

E! mayor dafio que puede sufrir el fruto es debido a dafios
mecanicos, el cual se refiere a las lesiones que sufre el fruto por
mal manejo durante la cosecha y el aimacenamiento. Los frutos
con dafos mecanicos se deterioran rapidamente, ya que las areas
dadadas son susceptibles de infecciones microbianas. Entre los
dafios mecanicos 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 antracnosis, golpes, rasgufios,
deformaciones, manchas de latex, dafios de insectos, pasados O
faitos de maduracion o peso, asl como semitla negra.

1.1.6 MICROORGANISMOS EN EL MANGO

No se conoce mucho acerca de los microorganismos que se
encuentran presentes en el mango; pero actualmente se han
relacionado casos de gastroenteritis con el consumo de éste. Eil
abono con sustancias de mala calidad y el riego con aguas
contaminadas constituyen un factor de riesgo en el producto final,
la post-recoleccion y la maniputacibn del mango debe ser
extremadamente cuidadosa para evitar causar daffos en la piel,
que lo hacen extremadamente susceptibies a las pudriciones y al
ataque de patégenos (Sauco. 1990).
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Lo poco que se conoce de los microorganismos presentes en el
mango lo describe O'Connor, et al/ (1995) quien realizé un estudio
de cuenta de coliformes en muestras de mangos frescos, en puré
y rebanados. El mayor porcentaje de los coliforrmes encontrados
(719%) fueron identificados como Klebsiella pneumoniae, la
sigutiente especie con mayor prevalencia fue Enterobacter cioacae
(7 cepas aisladas); otros microorganismos aislados aunque con
mucha menor frecuencia (2 cepas aisladas) fueron Kilebsiella
oxytoca, Enterobacter aggiomerans y Rahnella aquatilis.

En enero de 2000 ocurri¢ un brote de salmonelosis en Estados
Unidos que involucraba como vehiculo a mangos provenientes de
Brasil. Al llevar a cabo investigaciones se encontré que los tanques
utilizados para llevar a cabo el tratamiento térmico para el control
de la mosca de la fruta no se encontraban tapados, de manera que
los sapos y pajaros que se encontraban alrededor defecaban en el
agua. Cuando los mangos eran introducidos dentro del agua fria
absorbilan el agua y los microorganismos patégenos qQue se
encontraban ahi, como Sa/monelia (Ackerman, 2002).

7re> -
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1.2 SALMONELLA

1.2.1 ASPECTOS GENERALES

Cerca del sigio XX, logos fra o ]
primera asociacion de U intestinales h con un agente
contagioso, la cual p b fue tifoid
posteriormente en Euwropa se sisl v b qQue

resultaron responsables de la fiebre tifoid y se ]
pruebas serodiagnosticas paras poder detectar el agente de la
enfermedad. Durante el primer cuarto del siglo XX ocurrieron
grandes avances para la deteccién de antigenos somiticos y
flag de S #a, pero no fue hasta 1926 cuando por
primera vez White y subsecuentemente Kauffman (1941) cean e}
esquema Kauffmann-White, el cual incluye mas de 2,400

serovarnedades (Doyle, 2001).

Salmonella spp. pertenece a la familia Emercbacteriacae que
incluye bacilos gram negativos, anaserobios facuitativos. méviles a
base de flagelos pedilriticos (aunque existen algunas

serovariedades no flag ). imicorga ficos y pueden
b los et tanto Ppor via respiratoria como
fermentativa.
Sali fla es O y ! negativa, cataboliza ia D-
gh y otros carbohi con p! 30N de dcido y gas,

en citrato como unica fuente de -’ [
&cido sulfhidrico, no hidoliza ia urea, no wiliza e Mmalonato
sodio, no licua ia gelatina, no se s on p ia de ci

de p y o boxila s arginina, ia omitina y ia kisina (Doyle,
2001). Produce écido en ol medio de tartrato de Jordan, fermenta

&7
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el ducitol, y el inositol es utilizado por numerosas cepas. No
fermenta la sacarosa, la salicina, la rafinosa o la lactosa (Jay.

1992).

Son bacterias que se desarrollan en aerobiosis, pero pueden
hacero también en condiciones de anaerobiosis. No requieren de
elementos nutricionales complejos para crecer y multiplicarse; se
obtiene un buen desarrolilo en medios simples de cultivo con
glucosa como fuente de carbono y de sales de amonic como

fuente de nitrégeno.

Su temperatura 6ptima de desarrolio es de 37°C pero tienen
margenes muy amplios, ya que algunas pueden crecer en
temperaturas elevadas (<54°C) y otras pueden tener propiedades
psicrotrofas y por lo tanto la habilidad de crecer en los alimentos en
almacenamiento de 2 a 4°C. El pH 6ptimo de crecimiento varia
entre 6.5 y 7.5. Un pH inferior a 4.5 y superior a 9.5 es sefalado
como limitante para su desarrolio.

La actividad de agua (Aw) mas baja que aun pemnite el
desarnolio de Sal/monella es menor o igual a 0.93. Aunque
Salmonella sp. es generalmente inhibida en presencia de 3 a 4%
NacCl, la tolerancia de la bacteria aumenta con el incremento de
temperatura en el rango de 10 a 30°C (Doyle, 2001).

La presencia de acidos tales como formico, acético, propionico,
butirico y otros en los alimentos, exhiben un efecto inhibitorio. La
toxicidad de los acidos organicos hacia la S. Typhimurium
disminuye conforme se incrementa la longitud de ia cadena; el
orden de efectividad observado ha sido: acido férmico > acético >
propidnico > butirico> acido clorhidrico, por lo que se dice que un
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aumento en la longitud de la molécula de tales sustancias
naturales, se traduce en una disminucion en el efecto inhibitorio
(Femandez, 1981).

Los antigenos de la superficie de Salmonella son utilizados para
su serotipificacion. Estos estan localizados de la siguiente manera:
en la membrana extemna se encuentran los antigenos somaticos
(0), los antigenos flagelares (H) se encuentran extendidos fuera de
ia pared celular y son los responsables de ta movilidad, y el
polisacéarido capsular, que constituye el antigeno Vi (Doyle, 2001).

El género incluye mas de 2,500 serovariedades, de {as cuales la
mayoria pueden causar gastroenteritis (Hoit, 1994) con mayor
incidencia en las épocas de! aifo cuyas condiciones ambientales
favorecen su desarrolio. Esta variacion estacional se ha observado
en todo ei mundo, siendo mayor en los meses de julio a noviembre
y se le asocia a temporadas de lluvia y calor (Poppe, 1991).

La designacion de los serotipos (mas de 2000) se habia dado
de manera incorrecta debido a que se designaban como especies.
En la actualidad la nomenclatura ha cambiado; ahora es clasificada
como Salmonella entenca e identificada por su serovariedad (por
ejemplo, Salmonella typhimunum se conviefnte a S.enterica serovar
Typhimurium). Por conveniencia, la designacion de la especie
(enterica) es generaimente eliminada y solamente se escribe
como Salmonelia Typhimurium. (IFT, 2000)

Salmonelia estda ampliamente distribuida en la natural y se

encuentran nomalmente en el tracto intestinal de portadores
animales y humanos. Estos las excretan con las heces y de este

S
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modo puede contaminar todo el objeto con las que entren en
contacto (Eley, 1992).

Las infecciones por Salmonefla pueden tener serias
complicaciones clinicas., las cuales se manifiestan de cuatro

formas diferentes:

1. Portador. Es aquel que se encuentra convaleciente o

asintomatico.

2. Fiebre tifoidea o paratifoidea. Es una enfermedad de humanos
asociada con S.typhi y S.paratyphi, las cuales estan perfectamente
adaptadas para evitar la ir ion y sc ¥ cia de las ceélulas
hospederas. Las manifestaciones dinicas son periodos de
incubacion de 7 a 28 dias e incluyen anorexia, dolor de cabeza,
dolor abdominal, fiebre y diarmmea que pueden durar semanas, y
postracion; el dafo provocado por la bacteria es a nivel sistémico.

3. Septicemia. Periodo febril breve o localizacion.

4. Gastroenteritis. Es el sindrome mas comuan que resulta en
enterocolitis, Ia cual aparece de 8 a 72 h después del contacto con
el patdgeno invasivo, los sintomas que se presentan son diarrea
sin sangre, dolor abdominal, miaigia, fiebre, nauseas, vomito,
postracion (Doyle, 2001).

Durante mucho tiempo se creyé que ia dosis infectiva era de 10°
bacterias por gramo de alimento para ca enferr des, pero
se ha demostrado que de 1 a 10 ceélulas pueden causar la
infeccion (Doyle, 2001)
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1.2.1.1 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

La excesiva administracion de agentes antimicrobianos en
hospitales y otros centros, ademas de la automedicacion, han
contribuido significativamente a la resistencia antibacteriana a ilos
antibioticos. Es coman et uso de agentes antimicrobianos en los
animales para diferentes propositos (terapia, profilaxis y aumento
del ganado) en donde los residuos son desechados al ambiente o
que conlleva al aumento de la resistencia bacteriana. Es por ello
que se ha desarmrollado una nueva licencia, para el uso de

apramicin y quinolonas

La aparicién de la serovar Typhimurium DT 104 en la década de
los 80's comprobd la gran resistencia que pueden liegar a
desarrollar, ya que se vio que esta cepa es cinco veces mas
resistente a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas,
tetraciclinas, gentamicina, trimetoprim y fluroquinolonas.

Actuaimente el uso de agentes antimicrobianos en alimentos
estad muy controlado, debido a que cada vez es mas frecuente el
aistamiento de cepas con mayor resistencia a antibidticos a los
cuales antes eran sensibles. En junio 2000, ia WHO realizé un foro
de los riegos que se corren en el uso de agentes antimicrobianos
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 Ios numerosos estudios que
constantemente se llevan a cabo para conocer la incidencia de
Sailmonella en los alimentos que se preparan, importan o

anlecedentes

Deteccién de Samonelia sp. en lo superficie del mango por PCR miltiple




consumen en cada pais. El porcentaje de contaminaciéon que se
obtiene varia con el tipo de alimento en cuestion, con las
condiciones sanitarias con que se manipulan, y desde luego, conla
calidad del trabajo del laboratorio desarmroflado e inclusive con el
numero y tipo de muestras analizadas.

La salmonelosis en el hombre es una enfermedad importante
transmitida por alimentos, los cuales causan la mayor parte de los
brotes que afectan a centenares de personas, lo que convierte a
Salmonella en un problema grave no soélo en salud puablica, sino
también econémico.

La salmoneiosis tiene una gran importancia econémica en el
ambito mundial; ha tenido repercusion dentro de la avicultura
desde principio de la década de los cincuentas; causando pérdidas
a la industria del pavo, pollo de engorda y huevo, ya que da lugar a
brotes con aflta mortalidad y morbilidad, provocando ademas
productos finalmente contaminados, capaces de producir
salmonelosis en humanos.

Actualmente, la velocidad de contaminacion de la came cruda
por Salmonella es verdaderamente alta. Un producto no
congelado, inadecuadamente cocinado o un fallo en el proceso de
coccién de la came congelada o parcialmente descongelada puede
permitir la supervivencia de Salmonella. A temperatura ambiente, o
mayor, puede ocurrir la muftiplicacion de estos patdgenos en los
alimentos cocinados. incluso, aunque la carme nomalmente se
calienta lo suficiente como para destruir Salmonelia, 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, los utensilios cortantes u otros
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equipos y superficies. Ademas los manipuladores del alimento
pueden infectarse, y aquéllos que sufren diarrea pueden excretar
un gran nomero de Salmonella (Board, 1988).

En los daitimos afios las infecciones en humanos por los
serotipos S.Typhimurium y S.Enteritidis se han incrementado en
ambos lados del océano Atlantico, segun datos del Centro de
Vigilancia de Salmonella de la OMS hay un incremento en
Ameérica, Europa y quizd en Africa. Los aislamientos de S.
Enteritidis se han incrementado en 24 (69%) de 35 paises entre
1977 y 1987, aunque la razén de este incremento global no es
clara, investigaciones flevadas acabo en diversos paises sugieren
que esta relacionado con el consumo de huevo y aves (CDC,
1988, 1990,1991).

En los afos recientes se han relacionado las frutas y verduras
como vehiculcs de la salmonelosis en humanos. Muchas de éstas
provienen de lugares de climas tropicales y subtropicales donde no
tienen las condiciones higiénicas adecuadas durante la produccion,
cosecha y distribucién, por lo que se facilita ta contaminaciéon. La
contaminacion se puede dar de manera mas especifica por la
fertilizacion de las cosechas con aguas sucias potenciaimente
contaminadas con cepas de Salmonella sp. resistentes a
antibidticos. El riego de los campos y el lavado de la fruta con
aguas contaminadas y la constante manipulacion 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 mas de 16,000 casos

confirmados por cuitivos de gastroenteritis por S. Typhimurium
producidos por la ingestion de leche pasteurizada de dos marcas.

==
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Las estimaciones del numero real de afectados oscilan entre
168,791 y 197.581. Este fue el brote mas importante registrado en

el mundo.

En Cuba en 1988 el 7.2% de ios brotes de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA) correspondié 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 mas de 2,500 personas. Los alimentos identificados en
el 83% de los brotes contenian mayonesa casera.

En Meéxico se producen anualmente 40,000 casos de
salmonelosis confirmados (Quevedo, 1990). En estudios realizados
entre los 80's y 90's se encontré que S. Enteritidis y S.
Typhimurium fueron los serotipos mas frecuentemente aislados en
atimentos (Gutiérrez, 1994).

£n mayo de! 2001 se reportd un brote de salmonelosis en
Estados Unidos que fue atribuido al consumo de melones
mexicanos donde hubo varios enfermos y dos muertos. El serotipo
encontrado fue Sal/monella Poona (www.fda.gov).

1.2.2 MECANISMOS DE PATOGENICIDAD
1.2.2.1 ADHERENCIA E INVASION

El establecimiento de Sa/moneila para poder causar la infeccién
se lieva a cabo por medio de dos pasos fundamentales, primero la
unién con la célula (colonizacién) y después la entrada a ésta. La

invasién se da primero en las ceélulas epiteliales del intestino
(enterocitos), después en las células M especializadas y termina
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en los fragmentos de Peyer. Saimonella debe competir con ia
microfiora 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 los enterocitos se lleva a cabo mediante la
interaccion de fimbrias, adhesinas, hemaglutininas y polipéptidos
con las glicoproteinas receptoras de las ceélulas huésped
localizadas en el microvelio o glicocalix de la superficie intestinatl.

En los estudios que se han realizado acerca de la estructura
que forma la bacteria para poder introducirse a la célula, se ha
encontrado que se desarrollan apéndices proteicos en la superficie
de Salmoneilla al contacto con las células epiteliales, los cuales
miden de 0.3 a 1.0 nm de largo y 60 nm de diametro (mucho mas
gruesos que los flagelos). Estos apéndices son de vida corta y
desaparecen con la aparficion de los ruffies en la membrana vy la
colonizacién de las células epiteliales.

Los genes inv (invasion) de Salmonella spp. controlan los
cambios en los enterocitos, en las células M, el flujo de Ca®' 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 poiaridad basal y controlan el movimiento de ios
organelos intracelulares. Cuando Sa/monef/a ataca el microvello
del epitelio del intestino y tiene contacto intracelular se activa la
produccién de apéndices proteicos en su superficie, que le ayuda a
adherirse a las células. Entonces se promueve el flujo luminal del
calcio y se liberan proteinas de invasi6bn (SipA, y SipC) que
catalizan la polimerizacién de F-actina en microfilamentos y la
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formacién de ruffles en la membrana en el momento que la
bacteria se apraxima a invadir a la célula. En ese momento otra
protelna de invasién (SopE2) activa la cascada de sefiales de
transduccién relacionadas con los rearreglos del citoesqueleto.

Cuando se completa ia introducciéon de Sa/moneila en las
ceélulas epiteliales la tirosina fosfatasa (SptP) lleva a cabo la
reversion de los microfilamentos de actina a su estado basal y la
desaparicién de ia membrana ruffles. En ese momento ocurre la
diarrea como respuesta de los enterocitos y las células M a la
invasién bacteriana. En la figura 1.2 se aprecia la manera como
Sal/moneila invade la céluia hospedera y la forma que utiliza para

internarse en ella

Fig. 1.2 M de en la célula huésped
A) C de e B) por efecto de las
proteinas SipA , SipCy para i los de i ion dentro
del citoplasma de la célula h ©€) Poli de los mi de
actina con SipAy SipC y de las de e ia célula

huésped (e.g.. activacion de la fosfolipasa C, flujo de ca®") {Doyle, 2001).
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1.2.2.2 CRECIMIENTO Y SOBREVIVENCIA EN LAS CELULAS
HUESPED.

Una vez dentro de la célula, Sa/monella comienza a replicarse
en ijas vacuolas endociticas después de 4 horas de haberse
internado. Las vacuolas infectadas se mueven hacia el polo basal
de la célula, donde las Sal; llas son pt en libertad dentro

de la lamina propria. Durante esta proliferacion Salmonella también
induce la formacion de estructuras filamentosas estables en el
citosol de la célula epitelial.

Para poder sobrevivir dentro de los fagocitos, las células han
desamollado diferentes estrategias incluyendo algunas como:
1)escape de los fagosomas 2)inhibicion de acidificacion por
fagosomas 3)prevencion de la fusibn de los fagosomas con los
lisosomas 4)resistencia al ambiente téxico del fagolisosoma.

El phoP/iphoQ es un regulador de dos componentes que
capacita a Sal/monefla para sobrevivir en ambientes hostiles de
fagocitos, como la alta acidificaciéon dentro de los fagolisosomas, y
la accion de las defensinas. Las defensinas son péptidos
catibnicos especificos, pequefios que se insertan en el exterior de
la membrana bacternana, creando canales en el interior que
incrementan ia permeabilidad de los iones y precipitan la muerte
celular. El gen phoP/phoQ es parte de la cascada transcripcional
de activadores y represofes necesarios para la expresion de genes
esenciales para la sobrevivencia de |a célula bacteriana dentro del
macréfago. PhoQ es una quinasa que sensa los ambientes
hostiles en el ambiente fagolisosomal por medio de una cadena
corta de 20 a 487 de residuos de aminoacidos que se extienden
dentro del espacio periplasmico de la célula de Sa/imoneila.
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PhoP es una proteina activadora de los genes pag, dentro de
los que se encuentran pagA, pagB. pagC. psiD y de pagD a pagf.
Algunos genes como pag A y psiD no estan involucrados en la
virulencia de Salmonella; pero otros como pag C codifican una
proteina de membrana exterma que promueve la sobrevivencia
dentro del macrofago. 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/phoQ y solo se inducen
bajo condiciones en las cuales no hay estrés, por lo que las
condiciones que activan a los genes pag generalmente reprimen la
expresion de los pgr. El operon prgh (SPI1) juega un papel
determinante en la exportacidn de las proteinas de la bacteria que
son necesarias para invadir las células epiteliales. Ademas prg
ayuda a que actuen otras proteinas que son requeriias para la
formacion de ruffles de membrana del macréfago, incrementar la
pinocitosis y la formacién de fagosomas espaciosos dentro del
macréfago, en los que la acidificacion es lenta, lo que ayuda a la
sobrevivencia de la bacteria. Solamente un namero muy limitado
de genes activados por phoP forman parte de la virulencia de
Salmonelia (Doyle, 2001).

Otro factor de virulencia de Sa/moneaffz son los sideréforos
(regulados por el gen fur) los cuales recuperan el hiermo del tejido
hospedero para manejar las funciones celulares, como la cadena
de transporte de electrones y enzimas que utiliZan como cofactores
el hierro. Sa/monella spp. debe competir con ei huésped por la
transferrina, lactoferrina y ferritina para disponer del hiemo.
Salmoneila toma el hierro trivalente y forrma un complejo fierro-
sider6foro con un receptor de proteina de membrana extermna que
induce a la respuesta de concentraciones limitantes de hierro
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intracelular. El complejo entonces es transportado hacia el
citoplasma de |a bacteria donde el férrico es reducido a ferroso. La
baja afinidad del sideréforo por el Fe?” lo pone en libertad en el
citoplasma de la bacteria para subsecuentemente utilizarlo en
funciones metabdlicas. En estudios recientes se ha visto que no
soOlo los siderdforos pueden adquirir el hiermo de la célula huésped,
ya que existe un nuevo operéon regulador fur localizado en SPI1
(isla de patogenicidad de Salmonella 1) que puede competir con
queiladores para el hiefro.

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 activacion de la adenil ciclasa, localizada en el
epitelio de la membrana celular que incrementa la concentraciéon
de AMP cictico de la célula huésped. Esto trae como consecuencia
un abundante flujo de fluido dentro del lumen por ia secrecién de
iones Cl~ en la mucosa intestinal y la depresion de la absorcion de
Na®* en el intestino. La enterotoxina de Salmonella es una
proteina termolabil que es codificada por el gen stx, el cual regula
la sintesis de tres proteinas de 45, 26 y 12 kDa. Ademas de la
enterotoxina, Salmonella genera proteina citotoxica termolabil que
puede inhibir la sintesis de proteinas y lisa la célula huésped.

Existen otros tres factores de virulencia que se pueden localizar
dentro o en la superficie extemna de la membrana extema de
Salmonella. El primero de ellos es el polisacardo 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 significativo en la virulencia. Los genes que se
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encuentran relacionados con (a formacion del antigeno Vi son viaA

y viaB.

El papel que juega el lipopolisacarido es el de repeler el ataque
litico del complemento. Las porinas, que son proteinas de
membrana externa que regutan el flujo de nutrientes, antibitticos y
otras moléculas pequefas, ademas de proteger contra las
defensas inmunologicas se han relacionado con la virulencia

{Doyle, 2001).

Actuaimente 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
actaan en los pasos de invasion en la célula huésped; por lo tanto,
€s necesario conocerias para comprender el mecanismo de la

misma.
1.2.2.3 ISLAS DE PATOGENICIDAD

Los sistemas de secrecion tipo Il son aparatos utilizados por las
bacterias gram negativas para liberar las proteinas dentro del
citosol de !a célula huésped (Groisman, 2000). La isla de
patogenicidad inv esta formada por 30 genes, de los cuales
muchos codifican para enzimas y para activadores
transcripcionaies responsables de la regulaciébn, expresién y
translocacién de efectores importantes como SipA en la superficie
de la célula hospedera. Otros de estos genes codifican
componentes del aparato de secrecidn tipo I(ll, que son
componentes que estan relacionados en el ensamblaje de los
apéndices proteicos y la inserciéon de las proteinas de invasiéon en

las células (Doyle, 2001).
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La isla de patogenicidad SPI2 codifica para factores necesanos
para la sobrevivencia intracelular y crecimiento en las celulas
epitetiales y macréfagos y se encuentra designada por SpiySsa. El
efector SpiC que produce Salmonella es exportado a través del
sistema de secrecion tipo ll al citosol de {a célula hospedera y
ayuda a inhibir la fusién endosoma-endosoma y previene la fusion

entre el fagosoma y el lisosoma.

Al caracterizar la segunda isla de patogenicidad de Salmonella
(SP12) se han identificado genes necesarios para exportar de ia
membrana proteinas de fusidn SipB (Doyle, 2001). SPI2 es
expresada solamente durante el cecimiento de la bacteria en la
célula huésped y no cuando Salmonella es cultivada en
condiciones de laboratorio (Groisman, 2000).

La tercera isla de patogenicidad (SPI3) es también requerida para
el crecimiento intracelular de Salmonella spp. dentro del
macréfago. Los genes mgtCB, que se encuentran dentro de SPI3
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 Salmonefla y en una de ellas (SPI4)
uno de los 18 genes que se requiere para la sobrevivencia dentro
del macrofago (Groisman, 2000).

La daltima ista de patogenicidad SPI5 parece ser la responsabie
de ia capacidad de Sa/monella a inducir la diarrea. En SPIS se
encuentran los genes pipABCD y sopB, los cuales estan
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implicados en la secrecién intestinal y la respuesta inflamatoria,
pero no son parte esencial de ia infeccion sistémica (Doyle, 2001).

En la figura 1.3 se puede apreciar el sitio de accién de las
diferentes islas de patogenicidad de S.entenca.
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1.2.3 METODOS DE IDENTIFICACION DE SALMONELLA

La identificacion de Sal/monella se puede llevar a cabo por
diversos métodos. El que se realiza de manera mas frecuente es el
meétodo tradicional, el que cominmente consta de cinco pasos.
Estos incluyen: 1) pre-enriquecimiento de la muestra en caidos
nutritivos, como pude ser el caldo lactosado 2) enriquecimiento en
caldos selectivos como el caldo selenito<cistina y el caldo
tetrationato que permiten que crezca Salmonella, pero reprimen el
crecimiento de otras bacterias competitivas 3) El aislamiento de
Salmonella por estria en placas de agar de medios selectivos
como: agar emtérico Hektoen, XLD, agar suffito bismuto, y agar Mc
Conkey 4) La caracterizacidn bioquimica de las cepas aisladas
con dos agares (TSI y LIA) y por altimo 5) la confirmacion
seroldgica y bioquimica de las cepas aislada. La confirmacion
serologica se lleva acabo con ensayos de pruebas de aglutinacion
con antisueros especificos para los antigenos somaticos (O).
antigenos flagetares H) y antigeno capsular (Vi)

(www.cfsan.fda.gov)

Se han desarrolado métodos mas eficientes que el tradicional
para la deteccion de Salmonella en alimentos los cuales son
llamados métodos rapidos. En general hay 3 diferentes formatos;
el primero puede basarse en caracteristicas bioquimicas, de
conductancia o de impedancia que se comercializan como kits
bioquimicos y sistemas automatizados.

Otros ensayos son basados en el DNA, entre los cuales
tenemos la PCR y los bacteriéfagos. Entre los genes que se han
utilizado para la deteccion de Sal/monedia en alimentos estan invA
(genes de invasion) (Rahn K. et al/, 1992), Hin (derivado de la

antecedentes

Deleccién de Salmonella sp. en fa superficie del mango por PCR mottiple



secuencia hin/H2 que corresponde a genes de la fase 2 flagelar) y
H-Li (genes flagelares) (Way et al, 1993), genes b (genes
responsables de la biosintesis de unidades repetidas del antigeno
O del LPS) y agfA (genes de fimbrias) (Olsen.J.E et al, 1995), iCy
flis (genes relacionados con la 2*.fase del complejo del antigeno
H) (Echeita,M.A, 1998), hiA (regulador transcripcional de varios
genes de invasiéon) y sirA (regulador global de genes de invasion)
(Guo X, et al, 2000).

El tercer tipo de formato se basa en la alta especificidad de la
unidén antigeno-anticuerpo, (especialmente los monoclonados); los
cuales se dividen en 5 tipos de ensayo:

1) LA (aglutinaciéon en latex)- Es aquélla en la que el anticuerpo se
encuentra dentro de cuentas de latex o de particulas de oro
colpidal. Esta prueba resulta positiva cuando ocurre una
precipitacion en presencia det antigeno.

2) PRUEBA DE INMUNODIFUSION- Es cuando la muestra es
enriquecida en la matriz de un gel junto con el anticuerpo; la
respuesta positiva se da con la formacidn de una linea visible de

precipitacion.

3) ELISA (ensayo inmunoabsorbente 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 sdlida y el
segundo es conjugado con la enzima y se usa para la deteccién.
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4) INMUNOPRECIPITACION O INMUNOCROMATOGRAFIA
(ensayo de anticuerpos). Este es un “sandwich™ de enzimas
conjugadas; en donde la deteccion det anticuerpo es por medio de
la coloracion de cuentas o coloides. Se utiliza 0.1ml de alicuota de
{a muestra enriquecida la cual es colocada en series de camaras,
el resultado se obtiene después de 10 minutos

5) Las particulas magnéticas de anticuerpos dobles o gotas son
también usadas en la tecnologia separacion inmunomagnética
(IMS) la cual consiste en la captura de patogenos en el medio de
enriquecimiento. IMS es analogo del enriquecimiento selectivo
pero en lugar de! usar antibitticos que pueden causar estrés en la
célula, el anticuerpo es usado para capturar el antigeno, el cual es
mucho mas suave. Cuando se captura el antigeno puede ser
plaqueado o probado en otros ensayos. (www.cfsan.fda.gov)

1.3. PCR
1.3.1 DESCRIPCION DEL METODO

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se ha convertido
en una de las técnicas mas utiizadas en biologfia molecular ya que
es rapida, relativamente barata y simple de interpretar. La PCR
repite muchas veces la sintesis del DNA en escala logaritmica y es
capaz de replicar secuencias especificas de DNA en una mezcla
de millones de secuencias diferentes. Por esto la mision del PCR
es la amplificacion infinitesimal de psquefios fragmentos de DNA y
este proceso puede ser especifico para una secuencia.

Todas las reacciones de PCR incluyen tres pasos principales:

&F
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1) Desnaturalizacion. La secuencia de DNA que serd 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 reaccion pueda comenzar es necesario
primero que el templado esté desnaturalizado completamente en
dos hebras sencillas. La mezcia de reaccion debe ser iniciaimente
calentada lo suficiente para desnaturalizar hebras dobles de DNA.
Este se desnaturaliza a 94°C en un rango de 30 segundos a 1

minuto.

2) Alineacion. Después de la desnaturalizacién la reaccidon se
enfria rapidamente para evitar |a realineacion de las hebras de
DNA. Al estar en tamafios suficientemente pequerios, los oligos se
alinean rapidamente a las hebras sencillas de DNA,
acomodandose en posiciones especificas de la secuencia del
templado donde ellos actuan como primer para la Taq Polimerasa.
Al hablar de ‘"aligos™o “primer” o “cebadores”, nos referimos a la
formacion del complejo primer-templado que dependen altamente
de la temperatura. Un primer es un segmento corto de nucledtidos
complementario a la seccién de DNA que sera amplificada en ia
reaccion de la PCR. Los primers pueden ser especificos para una
secuencia particular de nucledtidos de DNA o pueden ser
“universales”. Los primers universales son complementarios a
secuencias de nucledtidos muy comunes en el DNA, por lo que
son capaces de unirse a una gran variedad de templados de DNA.

La temperatura de alineacion depende de la secuencia de los
primers y de la fuerza i6nica del butfer, generaimente se utilizan
temperaturas entre 50 y 60°C y tiempos entre 30 segundos y 2
minutos. Al utilizar tiempos cortos de alineacion se obtiene afta
especificidad pero bajos rendimientos.
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3). Polimerizacion. En este paso la enzima polimerasa incorpora
nuciedtidos dentro del DNA, produciendo una copia
complementaria del templado en la region especifica en donde los
primers se alinearon. La Taq polimerasa actua en temperaturas
optimas de 75-80°C aunque en los pasos de polimerizacion de los
protocolos de PCR se utilizan temperaturas alrededor de 72-75°C

1.3.1.2 MECANISMOS DE AMPLIFICACION

La PCR difiere de otras reacciones de sintesis de DNA en que
se copia de manera repetitiva una secuencia definida y se produce
una amplificacidon logaritmica. Esto se logra por el uso de dos
primers diferentes los cuales son complementarios a las hebras del
templado de DNA.

Primer ciclo. En el primer paso de polimerizacion se sintetiza una
nueva hebra de DNA por cada primer, dando una secuencia de
nucleétidos complementarios al templado original. La enzima
polimerasa continuara extendiendo esta nueva hebra por la
duracion del paso de polimerizacion.

Segundo ciclo. El DNA es otra vez desnaturalizado, se alinean mas
primers y se crean nuevas hebras de DNA. El largo de la nueva
hebra producida en este camino comesponde a la distancia entre
los dos primers de PCR.

Tercer ciclo. Si la copia fue del 100% a 30 ciclos de PCR, entonces
se podria dar un templado de 2%, por o que el templado de un
DNA sencillo podria potenciaimente ser amplificado
aproximadamente a 10° moléculas.

V. ey
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En la figura 1.4 se muestra la manera que se ileva acabo la
reaccion de PCR asi como el mecanismo de amplificacion que

consta de 3 ciclos
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1.3.1.3 COMPONENTES DE LA REACCION

Los componentes esenciales de la PCR incluyen: el tempiado
de DNA, dos ofigos definidos que actGan como primers, y cuatro
deoxinucledtidos trifosfatos (ANTP'S) para la incorporacién dentro
de una nueva hebra de DNA, Taq polimerasa, magnesio (cofactor
catiénico de ta enzima) y buffer Tris con un pH y concentracién de
sal (la que se usa con mayor frecuencia el cloruro de potasio)
apropiados.
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La concentracion de Mg?* tiene efectos especificos en el primer.
La Taq polimerasa requiere de iones libres de magnesio como
cofactor, pero concentraciones altas inhiben la Taq polimerasa. La
PCR podria contener entre 0.5 y 3.0 mM de magnesio.

Para la optimizacion de la PCR se necesitan concentraciones
adecuadas de sus componentes como a continuacion se sefalan:
concentracion de dNTP'S entre 20 y 200uM, concentracién de
primers entre 100 y 500uM, de templado alrededor de 100ng por
50-100u! de reaccion de la PCR y finaimente se recomienda un
rango de concentracién de la Taq polimerasa entre 1 y 2.5
unidades por 100ul de reaccidén ya que si ésta muy alta ocurmira
una amplificacién no especifica.

1.3.1.4 CONTROLES

La ampilificacion 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
contro! es el negativo (no contiene DNA), lo que nos ayuda a
confirmar que todas las soluciones y los aparatos utilizados en la
reaccion estan libres de DNA. La contaminacién de DNA aparece
en los controles negativos como una banda equivalente en tamafio
a la esperada entre los dos primers dei templado de DNA.

El segundo control utilizado es el control positivo. Un buen
control positivo en PCR no necesariamente produce una banda
con ala intensidad en un geil teflido con bromuro de etidio. La
amplificacion debe ser consistente, debido a que este tipo de
controles confirman la sensibilidad y la eficiencia de la reaccién. La
eleccion del control positivo depende de ia naturaleza del material

&
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al ser amplificado en la muestra de reaccion. El control positivo
podria derivarse de una de esas muestras (Eeles, 1994).

1.3.2 PCRMULTIPLE

Existen varios formatos de la PCR, aunque la esencia de la
reaccion es la misma. La PCR miultiple se lleva a cabo con dos o
mas series de primers funcionando simultaneamente en el mismo
tubo de reaccion. Por esto muchos genes pueden ser amplificados
para detectar la presencia de varios genes o de multtiples
microorganismos al mismo tiempo. Los pares de primers pueden
ser seleccionados con estabilidades térmicas similares para que se
puedan alternar las condiciones de reaccién y no ocurran
interacciones entre ellos (Patel, 1994).

A o

anlecedentes

Defeccién de Soimonella sp. en fa superficie del mango por PCR multiple




OBJETIVOS

Objetivo General:

 Identificar Safrmonella sp. en la superficie del mango por el
método de la PCR mauttiple.

Objetivos particulares:
& Montar el método de ta PCR multiple para Salmonelia.

« Implementar el método de extraccion de DNA de los
microorganismos presentes en la superficie del mango.

& Aplicar el método de la PCR mutftiple para la deteccion de
Salmonella en muestras de mango.

&
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3. MATERIALES Y METODOS
DIAGRAMA GENERAL DE LA EXPERIMENTACION

TERCNICA DR PCR
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3.1 Microorganismos utilizados

3.1.1 Microorg del imento

Se utilizé Salmonella Typhimurum ATCC 14028, proporcionada por
el cepario de la Facultad de Quimica. La cepa fue conservada en
agar nutritivo a temperatura de 4 °C

3.1.2 Microorgani utilizad: para determinar Ia
pecificidad del métod

En este trabajo se utilizaron 11 cepas puras proporcionadas por el

Departamento de Salud Publica de la Facultad de Medicina.

3.2 Muestra

Los mangos provenian de diferentes bodegas de la Central de
Abastos. Cada uno tenia un peso aproximado entre 500 gy 1 Kg

3.3 Especificidad de la técni utilizando cepas puras de
microorganismos de diferentes géneros.

3.3.1 Método de extraccion de las cepas puras

La extraccion del DNA de las 11 cepas puras se realizé siguiendo el
procedimiento modificado de Lawson et al, 1989. Se resuspendieron
ias celulas del cultivo puro en un tubo eppendorf de 1.5 mi en el cual
se agregaron 500 ut de buffer TES (0.05M tris, 0.05M NacCl, 0.005
EDTA, pH 8.0). Se adicionaron 15 ul de lisozima (10 mg/mi) (Sigma
Lot. 63h7009) vy se incubd a 37 °C por 30 minutos en un termobafo
felisa. Se adicionaron 8 ul de Pronasa y 8 ul de Rnasa, ambos con
una concentracion de 10 mg/mi y se incubaron en un bafio de agua
Polyscience a 65 °C por una hora. Al témimino de este tiempo se

&7
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enfrib a temperatura ambiente por 5 minutos. Se adicionaron 600 ut
de una mezcla fenol/cloroformo (1:1) y se agitd vigorosamente con
ia mano. Se centrifugdé a 3000 rpm por 10 minutos. Al terminar la
centrifugacion se forman tres fases. Se tomo la fase superior que es
la que contiene el DNA y se pas® a otro tubo eppendorf limpio. A
este tubo se le adicionaron 2.5 volumenes de etanol at 100% a -20
°C (J.T.Baker). Se agitd suavemente para mezclar el DNA con el
etanol y se procediéo a centrifugar (IEC Centra microcentrifuga) a
15000 rpm por S5 minutos. Se retird el etanol por decantacion y se
dejé secar el pellet a temperatura ambiente por 24 horas. Se
resuspendi6 el peliet en 50 uil de buffer TE (10mM Tris, TmM EDTA,
pH 8.0).

Se cofrieron 4 ul de la solucion de DNA, 2 nl de colorante, 2 ul de
buffer TBE en un gel de agarosa (Boehringer Mannheim) al 1% a
100 volts.

3.4 PCR

3.4.1 Condiciones de amplificacién de la PCR

La secuencia de oligonuciedtidos para la amplificacion de ta PCR
mulftiple corresponden a: el primer par de primers, (phoP) se define a
299bp. El segundo par de primers es derivado de la region de 1.5Kb
de la secuencia hin/lH2 de Salmonella Typhimurium y se define a
236pb. El tercer par de primers es H-i, el cual deriva de la misma
region que el segundo par de primers pero su tamafio de la region
que amplifica es de 173bp.

&
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Con los DNA obtenidos de las cepas, se realizd la reaccién de la
PCR donde la mezcia de PCR contenia buffer 10X de reaccion
(50nM KC1 , 10mM Tris-Cl (pH 8.3) , 1.5mM MgCl, 0.01% (wt/vol)
geiatina ), 200 ug de DNTPs — Trifosfatos desoximucleétidos
(Gibco), 2.5mM de MgCl: (Gibco), 50 ng de primer phof, 100 ng del
primer Hin y H-li (Operon Tecnologies), 1.25 U de Taq polimerasa
(Perkin- Elmer), Templado de DNA y agua desionizada hasta un
volumen final de 50 ul. La reaccion de la PCR se llevé acabo bajo
las siguientes condiciones (Way et al/, 1993); temperatura de
desnaturalizacion a 84 °C por 2 minutos con la adicion de 30 ciclos
con temperatura de desnaturalizacion a 94 °C por 1.5minutos,
temperatura de alineacion a 62 °C por 30 segundos y temperatura
de extension de 72 °C por 1.5minutos. Al tédrmino de los ciclos las
muestras son mantenidas a 72 °C por 7 minutos para completar la

sintesis de todas las hebras.

Se realizaron dos tipos de controles en la reaccidon, el control
positivo y negativo. En el control positivo se adicions el DNA de la
cepa pura (Salmonella Typhimurium ATCC 14028) para confirmar
que la reaccion se habia levado a cabo; mientras que el control
negativo contenia toda ta mezcia de reaccion pero sin la adicion de

DNA.

3.4.2 Deteccién de los pr tos de la PCR

Los productos de la PCR fueron analizados por gel de electroforesis.
Diez microlitros de cada muestra, 2 ul de colorante, 2 ui de buffer de
commimiento TBE 1X fueron cargados en un gel de agarosa
(Boehringer Mannheim) al 1.8% y corridos en buffer TBE 1X a 70
volts por 70 minutos (BIORAD). incluyendo marcadores de peso
molecular de 100bp (Invitrogen), fragmentos de @X174 RF DNA/Hae
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it (Invitrogen) y 0.07-12.2 kbp (Roche). Los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio (10 mg/mi) y visualizados en Fluor-S (BIORAD).

3.5 Sensibilidad de ia técnica

3.5.1 Preparacion del inéculo

Se inoculé Salmoneila Typhimurium ATCC 14028 en 50 mi de caldo
BHI (Infusién cerebro corazén) (Oxoid Lot10854353) y se incubd por
16 horas a 37 °C en una estufa felisa. Se leyo la absorbancia
(espectrofotémetro Genesys a a= 540 nm) y se determin®d su
concentracion interpolando en una curva de DO y UFC/mi (Apéndice
1). Se colocaron 10 mi del in6bculo en tubos de centrifuga estériles y
se centrifugaron en la centrifuga Beckman a 15000 r.p.m durante 15
min a 4 °C. Se eliminé el sobrenadante y se resuspendieron las
células, para lavaras, en 10 ml de soluci6én salina at 0.85% (cloruro
de sodio Bake# 3624.01). Se resuspendié el pellet en 10 ml! de
solucién salina al 0.85%. Se colocd tml del inbculo en 9ml de
solucion salina al 0.85% y se prepararon las diluciones que se
deseaban inocular en la superficie del mango.

3.5.2 Inoculacion del microorganismo

Se colocaron 100 mi del indéculo con la dilucién establecida como
gotas esparcidas en toda la superficie del mango que se encontraba
dentro de una bolsa Ziploc. Se dejaron secar las gotas por thora y
media.

3.5.3. Lavado de la superficie de los mangos para recuperar los
microorganismos.

Al mango inoculado (seccion 3.5.2) se le agregaron 100mi de agua
desionizada estérii. Se cerrd la boilsa y se agité en un vortex

£T2
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Themmolyne frotando el mango simultaneamente con las manos
desde el exterior de la bolsa. El liquido se filtré por un embudo con
papel de filtracion rapida y el filtrado se pas6 por una membrana de
0.45um en un equipo Millipore.

3.5.4 Método tradicional

La inoculacion de los microorganismos y el lavado de los mangos se
llevo a cabo como se explicd en los incisos 3.5.2. y 3.53
respectivamente. Se coloct la membrana de 0.45um que contenia
los microorganismos recuperados de la superficie del mango y se
colocod en 50 mi de caldo BHI (Oxoid Lot. 10854353) y se incubé por
24 h a 37 °C. Se inocularon con 1mi de este cultivo Caldo Selenito
Cistina (Oxoid Lot.216256) y Caildo Tetrationato (Oxoid Lot. 210652)
y ambos se incubaron por 24 h a 37 °C. A parnir de esto se
sembraron en cajas de medios selectivos (Agar sulfito 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 °C. Se tomaron las colonias con las caracteristicas tipicas de
cepas de Salmonella para realizar las pfuebas bioquimicas
confirmativas y se inocularon por estria en jlos medios de agar triple
azucar (Oxoid Lot. 243822) y agar lisina-hiermo (Oxoid Lot.236866)
por 24h a 37 °C.

3.5.5 Extraccion de DNA de ia mezcla de los microorganismos
recuperados de la superficie del mango

El lavado de los mangos se realizo igual que en el inciso 3.5.3. Al
término de la filtracion, se retiro la membrana del equipo y se colocd
en un tubo de centrifuga. Se congelé a —20 °C por 30 minutos. Se
corté la membrana en 4 partes y se regresaron al tubo de centrifuga:
se adiciond 1mi de buffer TES y se agité por 5 minutos en un vortex
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Fisher en et namero 8. Se colocé en un congelador a —70 °C por 5
minutos. Después de ese tiempo, se transfinié a un congelador y se
almacend a —20 °C durante 10 minutos.El tubo se transfirid a un
bano de agua y se calentdé a 92 °C por 10 minutos. Se agito el tubo
que contenia la membrana sumergida en e! buffer por 30 segundos
en el vortex no. 8. Se transfirio el liquido a un tubo eppendorff de 1.5
mi y se centrifugé a 15 000 rpm por 5 minutos. Se paséd el
sobrenadante a otro tubo eppendorff y se adicionaron 2.5 volumenes
de etanol al 100% a —20 °C. Se agitd cuidadosamente con la mano y
se centrifugd a 15 000rpm por 5 minutos. Se retird el etanol por
decantacion y se dejo secar el petlet. Se resuspendio el petlet en 50
ul de buffer TE (Fig. 3.2).

3.6 Determinacién de ia presencia de inhibidores de la reaccién
de la PCR en el extracto de mango

Se realiz6 la reaccion de la PCR con diferentes concentraciones de
extracto de mango y de buffer TES, manteniendo constante la
concentracion de DNA extraido de Salmonella Typhimurium ATCC

14028 (Tabla 3).

Tabta 3. Dilucion de extracto de mango utili para la pr
de inhibidores de ia PCR

Compuestos

Extracto de mango ( ul ) 20 16 12 & 4 0
Buffer TES (ul) [] 4 8 12 16 20
Saimonelia ( put ) 20 20 20 20 20 20

¥
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Filtracian por un
fltracidn repida

Mango en una bolsa
Ziploc:

@ BHI 5h / 37°C
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Tomer el Agreger 2.5

Centrfuger sobranaderte y wvohATYENes de
15 000 rpm / 5 min q colocars en otro |:> @tanol &l 100% /
tubo eppandarty -20°C
Retirar par Centutugar
C:’ 15 000 rpM / S min

Adicionar 50ul de
buffer TES

Fig.3.2 Diagrama de extraccion de DNA de microorganismaos en la superficie del
mango
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3.7 Enriquecimiento

3.7.1 Cepa pura

Se tomd 1 ml de indculo (3.5.1) que contenia 10° UFC/mi de
Salmonella Typhimurium, y se inocularon en cada medio que se
probé: caido lactosado (Oxoid), caldo selenito-cistina (Oxoid), caldo
tetrationato (Oxoid), mezcia de caldo selenito-cistina y tetrationato y
caldo BHI (Oxoid). Se incubaron por 24 h a 37 °C (estufa felisa). Se
tomaron 5 ml de cada medio y se filtraron por una membrana de
0.45um. LLa extraccion de DNA de los microorganismos retenidos en
estos filtros se llevd a cabo de acuerdo con el método presentado en
la figura 3.2.

3.7.2 Miicroorganismos extraidos del mango

Se utilizaron dos diferentes in6éculos (107 y 1 UFC/mango). La
inoculacion de los microorganismos se llevé a cabo como se explictd
en el inciso 3.5.2. Se adicionaron 100 ml de agua desionizada estéril
a la bolsa que contenia el mango inoculado y se lavé como el
método mencionado en el punto 3.5.3. Las membranas que
contenian los microorganismos del mango inoculados con 102
UFC/mango y 1 UFC/mango se colocaron en: 1) medio BHI (Oxoid)
y se incubé a 37° C por 24 h, 2) medio BHI (Oxoid), incubé a 37 °C
por 5 h, 3) mezcla de caldo selenito y tetrationato (Oxoid) incubados
a 37 °C por 24 h. Al término del tiempo de incubacion, se tomaron 5
ml de cada medio y se filtraron por membranas de 0.45um. La
extraccion se realizé de acuerdo con la figura 3.2

==
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3.8 Inoculacién de los mangos con difer cor
de Sa/moneila Typhimurium.

3.8.1 indéculo grande

Se colocaron 100 ml! de!l indculo preparado (3.5.1) con
10°UFC/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 ml de agua
desionizada estéril a la bolsa que contenia el mango inoculado y se
lavé como el método mencionado en el punto 3.5.3. Se realizé un
control negativo de la muestra que consistio en el tratamiento
del mango sin indculo. Esto se realizd para confirmar que
Salmonella detectada era la inoculada y no alguna que
estuviera presente en el mango.

3.8.2 in6culo pequefio
Se colocaron 100 mi del indculo preparado (3.5.1) de

10UFC/mI como gotas esparcidas en toda la superficie dei
mango que se encontraba dentro de una bolsa. Se dejaron
secar las gotas por thora y media. Se adicionaron 100 mi de
agua desionizada estéril a la bolsa que contenia el mango inoculado
y se lavo como el método mencionado en el punto 3.5.3. Se realizé
un control negativo de la muestra Que consistid en el
tratamiento del mango sin indculo. Esto se realizé para
confirmar que Sal/moneilla detectada era la inoculada y no
alguna que estuviera presente en el mango.

«Pr
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3.9 D ion de Sal la en mu de mango
de diferentes regiones del pais

El muestreo se realizé de acuerdo al método de la ICMSF (ICMSF,
1978) considerando al microorganismo como de riesgo moderado,
directo de extension amplia, suponiendo que las condiciones de
almacenamiento del mango no cambian el nesgo (caso Il); por lo
que se utilizé un plan de dos dases (n=10, c=0). Esto significa que
se tomaron 10 muestras y el lote no se acepta si alguna tiene
Salmonelia.

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 duefio, mientras que la 3 y 4
pertenecen a personas distintas.

Las muestras fueron tomadas con un guante de ldtex de todas las
partes de la caja (arriba, en medio y abajo) y fueron puestas en su
bolsa corespondiente para posteriormente cermarias.

3.10 Aislamiento de microorganismos de la superficle del
mango

El aislamiento de las cepas de {a superficie del mango se realizd
siguiendo el método tradicional (seccion 3.5.4). Las colonias
aisladas se sembraron en placas de agar nutritivo (Oxoid) y
después se identificaron diante el rr do autc izado Vitek,
utilizando las placas para b Gram r
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

Aunque el método utilizado para la PCR habia sido previamente
probado por Way et, a/l. 1993 con buenos resultados en la
especificidad de los primers, se realizé la prueba de especificidad
para que los primers No cruzaran con alguna otra bacteria que
comunmente presenta problemas para la identificacion de
Salmonella. Por lo tanto, lo primero que se asegurd fue la
especificidad del método seleccionado.

4.1 Especificidad del método

Se confirmé que los primers Hin y H-li (236 y 173 KDa) son
especificos para Salmonella, ya que se obtuvieron !as bandas
caracteristicas Unicamente con esta especie (Figura 4.1, Carriles
4, 5, 6, 7 y 9). Aun aqguellos microorganismos que son
genéticamente similares (ej. E.coli) no dieron una respuesta
positiva en la PCR con estos primers. El primer Phop, (region del
gen Phop/PhoQ, ta cual regula la expresion de genes que tienen
que ver con la virulencia y la sobrevivencia en macréfagos de las
enterobacterias) no es especifico de Salmonella 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 1a regién H2 de
Salmonella Typhimurium, donde Hin es un fragmento la fase 2,
pero presente también en la fase 1, en cambio H-/i se encuentra
localizado solamente en la fase 1 (Way ef, al/. 1993). Esta cepa
pudo presentar una pérdida del antigeno H.
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4.2 Extraccion de DNA

De los diferentes métodos probados para la extracciéon de DNA
de la superficie del mango, el método descrito en materiales y
meétodos (Figura 3) fue utilizado para la extraccion del DNA, el cual
se visualizé 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 meétodo de extraccion que se utilizé en este

resuitados

trabajo.

op

208
270.20%
154134

Fig. 4.1. i del r Carril 1. Marrador de peso
L4 . 2-L 3-Control negati de la r 1.4-Control
positivo de la reaccion con S.Typhimurium ATCC 14028.5-S.
Entennd:s 6-S. Tyhpimurium. 7-S.Newport. 8-E.coli. 9-S. Typhimurium.10-

11-P.vuig .12-C. freundii. 13-S.sonnei fase "
14S aureus.15P. aeruginosa.
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Fig. 4.2 Extraccion de DNA de 1a superficie
del mango. Carriles 1. Marcador de peso molecular.
2 y 3 DNA de la superficie del mango

4.3 Inhibidores de la PCR

Cuando se usaba como templado el DNA extraido de la
superficie del mango, se observo que la reaccion de la PCR daba
negativa aun cuando habia sido inoculado con altas
concentraciones de ceélulas de Salmonella. Se supuso entonces
que existia un inhibidor de la reaccion de la PCR en este extracto.
Para confirmar la presencia del mismo se realizo la reaccion de la
PCR con diferentes diluciones del extracto. Se obtuvieron bandas
unicamente a partir de la dilucion 1:0.25 (4 ut del extracto: 16 ul de
buffer TES). Esto sugiere la presencia de un inhibidor en f{a
superficie del mango, el cual es necesario que sea diluido para
evitar la inhibicidon de la reaccion. Por lo que se decidid hacer el
enriquecimiento previo de la muestra con la finalidad de diluir el
inhibidor.

Se han realizado estudios de los diferentes compuestos

presentes en l0s alimentos que inhiben la reaccién de la PCR. lan
en 1997 realizé una revision sobre los diferentes compuestos

&
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presentes en los alimentos que inhiben la reaccion de ta PCR.
Entre los que se conocen se encuentran las proteinas
desnaturalizadas presentes en los quesos, los polisacaridos y el
glucégeno de la carme de ostra, asi como también algunos
compuestos organicos. Las termonucleasas, protelnas, y el Ca®*
de {a leche inhiben la reaccion de la PCR. No existen reportes
sobre la presencia de inhibidores en el mango, pero cuando se
requiere apresurar la maduracion de los mangos se rocian con
fosfato de calcio, por lo que éste podria ser el compuesto que
inhibe la reaccion. Cuando se cortan los mangos se libera latex 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,
ademas de la dilucion de inhibidores, recuperar células dafadas,
encontrar con mayor certeza bajos numeros de células y disminuir
riesgos de amplificacion de céiulas muertas. En la figura 4.3, carril
6 se observa claramente que se requiere una dilucion minima de 4
veces del extracto para que la reaccién no fuera inhibida.
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Fig.4.3. Reaccidon de la PCR con diferentes diluciones del extracto del
mango con buffer TES. Carriles 1. Marcador de peso molecular. 2. Extracto
sin diluir, 3. Dilucién 1:4 4. Dilucion 1:1.5 5. Dilucibn 1:0.5 6. Dilucién
1:0.25 7. Muestra sin extracto 8. Control positivo de la reaccidn 9. Control
negativo de |a reaccion.

4.4 Seleccion del medio de enriquecimiento.

No se detectaron diferencias significativas en la respuesta de la
PCR al usar los medios caldo lactosado, caldo selenito-cistina,
caldo tetrationato y caldo BHI (Fig.4.4). Se eligi6é el medio de BHI,
ya que con el que se han reportado resultados satisfactorios en la
literatura (Xuo et, al. 2000).

Se repitid el experimento inoculando los medios con extractos
de la superficie del mango inoculado con diferentes
concentraciones de Sal/monella 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/miI, se obtuvieron bandas mas intensas a las
5h que a las 24h de incubacién en medio BHI (carriles 4 y 5).
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Es posible que un enriquecimiento rapido incrementa la
concentracion inicial de Salmonella sp. a concentraciones
detectables (Knusston ef, a/ 2002). Sin embargo, si se incuban un
tiempo mayor Salmonella puede ser inhibida por la microbiota
acompafante. 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 reaccion de las bandas fue
mas 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 enriguecimiento en BH! durante un tiempo menor (6 y
9 horas) di6 buenos resultados en la deteccion de Salmonella
Montevideo en superficie de tomates (Guo et, a/.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 concentracion con respecto al
microorganismo buscado. Esto se refleja con respuestas débiles
en la reaccion de la PCR. En presencia de 10°UFC/mi de
microbiota natural, la respuesta en la reaccién es negativa.

Se observaron reacciones débiles con fos caldos selenito-
cistina y tetrationato. Es posible que alguno de sus ingredientes
inhiba la reaccion de la PCR, y no que se trate de ausencia de
microorganismos; ya que en el experimento previo (Fig.4.4) se
confirmoé que la cepa utilizada crecia bien en ambos medios. En la
figura 4.5 se observa que el medio de enriquecimiento que
muestra mejor respuesta y resolucién de las bandas es el medio
BHI con 5 horas de incubacion.
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Fig. 4.4 Reaccion de la PCR a partir de i de enr con
Salmonalla Typhimurium, después de 24h de incubacion a 37°C. Camles 1 Marcador de
peso molecular. 2 Enriqueci to en caldo 3 Enrig imiento el caldo selenito-
cistina. 4 Ennquec-mnenlo en T 5 de L istina y tetrationato. 6
Caldo 8HI. 7 Control de la i6n. 8 Control ivo de la Hon.

Fig.4.5 Reaccién de la PCR a partir de medios de enriquecimiento inocutados con
Salmonella Typhimurium extraida de la superficie del manga, con diferentes horas de
incubacion a 37°C. Carriles 1. Marcador de peso molecular. 2 y 3 BHI con 24h de
enriquecimiento con un indculto de 10 UFC/mango. 4 y 5 BHI con S5h de enriguecimiento
con un inGeulo de 10° UFC/mango. 6 y 7 caldo selenito y tetrationato con indculo de 1

UFC/mango. 8 BHI con 5h con indculo de 1UFC/mango de Salmonelia Typhimurium
ATCC 14028. 9 BHI con 24h de incubacion con 1UFC/ mango. 10. caldo selenito-cistina
con 1UFC/mango. 11 Control pesitivo de la reacciéon. 12 Controi negativo de la reaccion.
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4.5 Sensibilidad del método

Para determinar la sensibilidad se realizé la técnica con mangos
inoculados con diferentes concentraciones de Sal/monella
Typhimurium y se compararon los resultados con los obtenidos
con el método tradicional (Tabla 4). Al inocular la superficie de los
mangos con 10* UFC/mango, se observé que los diez mangos
dieron respuesta positiva tanto en la reaccion de la PCR, como
con el método tradicional; en el cual se recuperd Salmonella de
todos los mangos inoculados. Por lo tanto, con esta concentracion
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 indculo menor {1 UFC/mango), se cbservé una
respuesta positiva en los diez mangos inoculados, a diferencia del
método tradicional, con el que sélo se pudo recuperar la cepa en
uno de los mangos. Estos confirnan la alta sensibilidad del
método de la PCR con respecto al método tradicional (Tabla 4). Ef
poder aislar Salmonella solamente de uno de los diez mangos
trabajados, significa que la utitizacion del método tradicional
(empleado normalmente) casi hunca detecta células de Salmonella
presentes en baja concentraciébn. En cambio la técnica propuesta
de la PCR donde se detectan 1t UFC/mango después de un
enriquecimiento de 5 horas a 37°C (Fig.4.7).

La sensibilidad del método es buena comparada con las
reportadas en la literatura. Xuan ef, al. 2000 obtuvieron una
sensibilidad de 10? UFC/g después de un enriquecimiento de 6 h
a 37°C en tomates inoculados artificiaimente en la superficie con
S. Montevideo en comparacion con fa empleada en este trabajo,
que requiere de una hora menos y la sensibilidad es mayor.
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Tabla 4. Comparacién del método tradicional con la PCR en las muestras
de mango inoculadas con 10* UFC/mango y 1 UFC/mango

In6culo Resp R positivas
(UFC/mI) con el método con ef método de PCR
tradicional
10" 10 10
1 1 10

op

Fig. 4.6. Sensibilidad del método al utilizar mangos inoculados con 10* UFC/m1.

Carriles 1 Marcador de pPeso | molecular. 2-11 muestras de mangos inoculados en 1a
superficie del mango con 10* UFC/m! de Salmonalln Typhnmunum ATCC 14028. 12
control negativo del método. 13 control p: de 1 14 trol neg:

de la reaccion

310
24
194

Fig. 4.7 Sensibilidad de! método al utilizar mangos inoculados con 1 UFC/ml.
Carriles 1. Marcador de peso molecular. 2-11 muestras de mangos inoculados en
la superficie del mango con 1 UFC/mI de Sa/monella Typhimurium ATCC 14028
12 contro) negativo del método. 13 control positivo de la reaccidn. 14 control
negativo de la reaccion.

g 77

resultados

Deleccion de Samanelo sp. enla superficie del mango por PCR miiple



46 D idn de Sal fla en mu as de mango de

diferentes regiones del pais

4.6.1 Sinaloa

En la figura 4.8 se observan dos respuestas positivas de la
reaccion 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 Sa/monella en la superficie de 6
de los 10 mangos analizados. La posible causa de las respuestas
débiles es fa interferencia por la microbiota acompafiante. Si la
concentracion 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 etf, al. 2002, observaron variabilidad
en la intensidad de las bandas de {a reaccion de ta PCR cuando se
inocularon concentraciones diferentes de la microbiota natural de
su muestra y diferentes concentraciones de Yersinia enterocolitica.
Concluyeron que al aumentar la concentracion de la microbiota
natural de la muestra, la respuesta en l|a reaccion 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 10°UFC/ml para evitar
interferencia en la deteccion del microorganismos en la muestra.
Por 1o tanto, al no poder controlar ia concentracion de microbiota
natural presente en la muestra, se debe tomar como positiva una
respuesta débil.
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Fig.4.8 Presencia de Ssimonella sp. en muestras de mango del estado de Sinaloa. Carriles
1 Marcador de peso molecular. 2-11 muestras de mango. 12 control positivo de la

r 6n. 13 control neg: o de la reaccion

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 Sal/monella sp. en una muestra.

4.6.3 Veracruz

En el caso de las muestras de Veracruz (Fig. 4.10) se observan
7 respuestas débiles (carrit 3, 4, 6-10) y 3 respuestas negativas
(carril 2, 5 y 6) de las diez muestras analizadas. Como se
menciond anteriormente, las respuestas débiles se pueden deber
a una alta concentracion 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
inexistencia de bandas. Por lo que aunque la respuesta sea débil

es definitiva.
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300

200

100
Fig.4.9 P ia de 1ella sp. en de mango del estado de
Qaxaca. Carriles t Marcador de peaso molecular. 2-11 muestras de mango. 12
controt i de la r ion. de la re: 1.
bp

310

234

184

Fig.4.10 Presencia de Sa/monella sp. en muestras de mango det estado de Veracruz.
Carriles 1 Marcador de peso molecular. 2-11 muestras de mango. 12 control positivo de
1a reaccion. 13 control negativo de la reaccion.
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300

200

100
Fig.4.9 P ia de Ha sp. en de del do de
Oaxaca. Carriles 1 Marcador de peso tar. 2-11 de . 12

control positivo de la reaccién. 13 control negativo de 1a reaccion.

20

234
194

Fig.4.10 Presencia de S nell de mango del estado de Veracruz.
Carriles 1 Marcador de peso molecular 2-1 1 mwestras de mango. 12 control positivo de
Ia reaccion. 13 control negativo de la reaccion.
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4.6.4 Poza Rica, Ver.
En el caso de! muestrec de Poza Rica, Veracruz, no se observo
ninguna reaccion positiva en las 10 muestras analizadas,

Fig.4.11 Presencia de Salmonella sp. en muestras de mango del estado de Poza
Rica, Ver. Carriles 1 Marcador de peso molecular. 2-11 muestras de mango. 12
control positivo de 1a reaccion. 13 control negativo de la reaccion.

4.6.5 Guerrero

El caso de Guerrero es muy similar al de Poza Rica, ya que
también de las diez muestras analizadas, no hubo respuestas
positivas a la reaccion de la PCR, por lo que no hay presencia de
Salmonella en ambos lotes analizados.

resultados
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210
194

Fig.4.92 P de la sp. en de mango del estado de
Guerrero. Carriles 1 Marcador de peso molecular, 2-11 muestras de mango.
12 contro! negativo de la reaccion. 13 control positivo de la reaccion.

En 3 de los 5 lotes analizados se detecto Salmonella sp. En
total fueron 14 de los 50 mangos que resultaron positivos a la
presencia de Salmonella sp. (Tabla 4.1). Los tres lotes donde se
detecté Salmonella sp. provenian del mismo proveedor aunque
uno de ellos era de diferente bodega de la Central de Abastos, a
diferencia de los otros dos que provenian de lugares diferentes.
Es posible que (a fuente de indculo 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 contaminacion es
necesario observar el método de recoleccion, para Hevar a cabo un
muestreo de los mangos desde que se cortan de los arboles hasta
que llegan a la bodega, asi como analizar las posibles fuentes de

contaminacion.

El dnico reporte que existe acerca de la presencia de
Salmonella sp. en mangos fue realizada con pulpas de mango por
Acharya ef, al. 1999 quienes investigaron la presencia de
Salmonella sp. en pulpas de mango enlatade y sin enlatar.
Observaron que Salmonella sp. no estaba presente en ninguna de
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ias muestras enlatadas, a diferencia de las muestras de pulpa sin
enlatar, en los que se recuperd de las S muestras analizadas.

De acuerdo con el plan de muestreo (n=10. c=0) solo serian

aceptable los lotes de Poza Rica y Guerrero.

Tabla 4.1 Resultado del muestreo realizado en diferentes regiones del
pals.

Estado Fuente Respuesta | Respuesta | Respuesta
fuerte . débil negativa

Sinaloa Central de| 2 ’ a 4
abastos
bodega 1*

‘Oaxaca |[Centrat de| O

bodega 1*

Veracruz |Central de|] 0
abastos .
bodega 2* |

L

‘Poza Mercado o |
Rica, Ver. | ambulante i : :
bodega 3

‘Guerrero | Central de]|
abastos X
bodega 4 ! i

~ La bodega 1y 2 son del mismo proveedor.

LT

~—

i
abastos i 4 e i
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4.6 Aistamiento de la cepa

Se utilizé el meétodo tradicional para aislar las cepas de
Salmonella que dieron respuestas positivas en fa PCR; sin
embargo, ésta no se recuperd en ningun caso. Se aislaron
microorganismos de los cultivos de enriquecimiento para
identificarlos y corroborar que no dieran una reaccién positiva en la
PCR. Se aislaron cepas de Klebsiella pneurmonie, Citrobacter
freundii cpx, Enterobacter cloacae, Pseudomona .aeruginosa.
Serratia fortticola, Enterobacter aerogenes, Citrobacter
armalonaticus y con ninguna se obtuvo una respuesta positiva a la
reaccion 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 0 mas recurrentes y resistentes en el mango.

Aunque se demostrd la presencia de Salmonella sp. en la
superficie de! mango debido a las respuestas positivas que se
obtuvieron en ia reaccion de la PCR, no se pudo recuperar. Esto
se puede deber a varias razones; una de ellas, es que hubieran
producido colonias atipicas. Esto, aunado al hecho de que se
encuentran en bajas concentraciones, la probabilidad 1:10 de
recuperaria es baja. Habiamos de esta probabilidad por los
resultados obtenidos en la comparacion entre la reaccién de ia
PCR y el meétodo tradicional. En bajas concentraciones (1
UFC/mango), por el método tradicional Salmonella Typhimurium se
aisld solamente de uno de fos diez mangos trabajados, a diferencia
de la técnica de PCR mediante la cual se detectd en las diez
muestras (Fig. 4.7). Por o tanto, la probabilidad 1:10 se refiere a
que se puede detectar una vez por el método tradicional contra 10
veces por la PCR (Tabla 4).
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Es conveniente probar otros medios selectivos que ayuden a
identificar las colonias de manera mas clara. Cabe la posibitidad 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 serd necesario el empieo de otros
meétodos. 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 aisldé Sal/monella en medios solidos, pero si por sus
meétodos seleccionados (ELISA y anticuerpos fluorescentes).
Mediante el meétodo de anticuerpos fluorescentes los
investigadores (Turpin et, al. 1997) pudieron constatar que las
células de Salmoneila se convierten con el tiempo en pequefias y
redondas, pero son capaces de mantener su integridad celular por
extensos periodos de tiempo (65 dias) en un ambiente hostil. La
rapida disminucién de las cuentas de Salmonella les sugirid la
presencia de un estado VNC, que confirmaron con la disminucion
del numero de células muentas visibles en U.V después de la
inoculacion en el suelo. Marsh et, al. 1998 demostraron que al
pasar el tiempo, células de Salmonella inocutadas en suelo,
disminuyen significativamente en ta cuenta en placa: mientras que
por la QPCR (método de la PCR cuantitativo) el numero de células
no cambian, aunque se vuelven mas dificiles a 1a lisis celular. Para
confirmar que las cétulas estaban vivas utilizaron un método de
cuenta directa de la actividad celular usando la sensibilidad a la
respiracién con 5-ciano-2,3-ditolil cloruro de tetrazolio (CTC). Por lo
tanto, esto demostré que Salmonella estaba viva y que habia
entrado en un estado viable-no cultivable
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Fig. 4.13 Reaccion de PCR con cepas aisladas de {a superficie del mango.
K

Camiles 1 Marcador de peso v star. 2-6 p. oniae. 7 C.freundu
cpx. 8-13 E. cloacas. 14-17 Ps aerugmnosa. 18 Ser.fonticola. 19 E. aerogenes.

20.22-24 Cit amalonaticus. 21Marcadar de peso molecular. 25 Control positivo
dela reaccion. 26 Control negativo de la reaccién.
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CONCLUSIONES

Se montd un método de la PCR para 1a deteccion de Salmonelila

en la superficie del mango.

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

& La sensibilidad del método de la PCR es de 1 célula de
Salmonella después de § horas de enriquecimiento en caldo BH{.

& Con la técnica montada se logr6 la deteccion especifica de
Salmonella sp. en 12 horas, a diferencia de la técnica tradicional
para la que se requieren 5 dias.

& Se detecté Salmonella en la superficie del mango de diferentes
regiones del pais; solamente dos iotes son aceptados. Por lo tanto,
debido a que Salmonella implica un riesgo, el mango se considera
como un riesgo de salud publica

& No fue posible aislar las cepas de Salmonella después de 5
horas de enriquecimiento, por lo Que sera 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 acido nalidixico para determinar si las células presentes
estaban en estado viable no cultivable o si no se pudieron aislar
por otros motivos.

&

conclusiones
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APENDICE 1

Curve patrénde Saimonelia Typhimurium ATCC 14028
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Fig. 4.14 Curva patrén de Sal/moneila Typhimurium ATCC
14028

APENDICE 2. SOLUCIONES

PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK

I. Solucidon Tris 0.5 M

Peso molecular tris= 121.1g/mol

Se necesita adicionar HCI concentrado para tener un pH
de 7.0

<GSF
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5. Solucién 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.

il .Solucién NaCl 5M
Peso molecular NaCIl=58 g/mol

1i1. Buffer TBE 5X

TRis-borato

“54g Tris base

*27.59 acido boérico

*20ml de EDTA 0.5M (p.H 8.0)

apéndices
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