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1. RESUMEN

En los ultimos afios se han presentado problemas comerciales relacionados con la
inocuidad de productos frescos que han afectado el mercado de exportacion de
ciertos productos mexicanos. Estas medidas se convierten en barrera no
arancelaria a las exportaciones, provocando grandes pérdidas econémicas para el
sector.

El mango es el tercer cultivo en México, de acuerdo con su importancia
economica. La produccion anual en 2003 fue de 1, 403, 881 toneladas, lo que

representa el 6.6% de la producciéon mundial.

El consumo de mangos crudos se asocié en Estados Unidos con un brote de
salmonelosis, en el que se infectaron setenta y ocho personas de trece estados;
requirieron hospitalizacion quince y dos de ellas fallecieron.

Mediante este estudio se propone establecer procedimientos que permitan al
mango mexicano mantener su presencia en el mercado internacional y en
especial en el mercado estadounidense, logrando asegurar su inocuidad.

Para eliminar el riesgo de la presencia de la mosca de la fruta en el mango de
exportacion, se incluye un tratamiento hidrotérmico (46.1°C por 65, 75 o 90
minutos); sin embargo, este tratamiento puede aumentar el riesgo de incidencia de

enterobacterias patdgenas.



Se han detectado cepas tanto de Salmonella como de Escherichia coli en mangos
mexicanos, por lo que es indispensable determinar las fuentes de contaminacion,
con el objeto de evitar su contaminacion y asi poder asegurar su inocuidad.

Se tomaron muestras de mangos provenientes de una compafia empacadora de
mangos de exportacion ubicada en el poblado conocido como 5 de Mayo en el
municipio de Tepic en el Estado de Nayarit, México llamada NATURAMEX SRL de

CVv.

Se determind la presencia tanto de Salmonella sp como de Escherichia coli,
siguiendo la metodologia del Bacteriological Analytical Manual (2001) 2).

Se aislaron ademas enterobacterias presentes en la superficie del mango
mediante el método automatizado Vitek. Se serotipificaron, ademas, las cepas
aisladas de Salmonella sp y de E. coli.

Se determing el patron de resistencia a antibiéticos de cada cepa, y se encontro
que el 25% de las cepas fueron resistentes a todos los antibidticos empleados,
Enterobacter cloacae que fue el microorganismo aislado practicamente a lo largo
de todo el proceso presento dos patrones de resistencia: las trece cepas aislada
presentaron resistencia a dos antibiéticos mientras que solo una de ellas presento
resistencia a diez antibioticos. Las cepas de Escherichia coli y Salmonella fueron

sensibles a todos los antibiéticos empleados.

Se encontré que seis cepas de Enterobacter cloacae son ligeramente formadoras

de biopeliculas y s6lo una cepa de Enterobacter cloacae presento una capacidad



media para formar biopeliculas. Las cepas de Salmonella y Escherichia coli no
presentaron capacidad para formar biopeliculas.

Los resultados indican que existen problemas de inocuidad, ya que se detectaron
bacterias patdégenas, que las posibles fuentes de contaminacion son el mango
proveniente de la huerta, el agua empleada en el proceso en la planta asi como la
manipulacion del mango por parte de los trabajadores de la planta, y que debera
tomarse en cuenta en el manejo post-cosecha del mango que algunas cepas son

capaces de formar biopeliculas.



2. INTRODUCCION

El consumo de frutas y verduras frescas es parte de una dieta sana, ya que
proveen al organismo de vitaminas, minerales y fibra. La OMS y FAO,
recomiendan una ingesta diaria de al menos 400 g de fruta y verduras @3). La
calidad microbiolégica de estos productos frescos es esencial para asegurar la
disponibilidad de productos de alta calidad y microbiolégicamente seguros para los
consumidores. La presencia de bacterias patégenas afecta la inocuidad de frutas
y hortalizas y constituye un problema de salud publica, el cual se refleja en la alta
incidencia de brotes diarreicos e implicaciones clinicas de mayor importancia en
quienes son consumidores de estos productos.

México es uno de los principales productores de productos frescos y en particular,
es el principal exportador de mango; sin embargo, en los Ultimos afios se han
presentado problemas comerciales relacionados con la falta de inocuidad de
productos frescos que han afectado al mercado de exportacion. La alta incidencia
de brotes pone de manifiesto la necesidad de aplicar programas de control y
prevencion de riesgos, como son las buenas practicas de manufactura en todos y
cada uno de los puntos que se encuentran a lo largo de toda la cadena de
produccion asi como a los involucrados en la manipulacién de los alimentos para
prevenir infecciones.

Es importante determinar la presencia de bacterias patégenas (Salmonella sp. y
Escherichia coli) en diferentes puntos del tratamiento post-cosecha, asi como
determinar las posibles fuentes de contaminacion, para disefiar estrategias para

mejorar su calidad microbioldgica.



3. ANTECEDENTES

3.1 MANGO

El mango es conocido en India desde épocas muy remotas y ha sido cultivado
durante mas de 4000 afios en aquel pais (10).

El mango es reconocido en la actualidad como uno de los 3 o 4 frutos tropicales
mas finos. Se encuentra en todo el sureste de Asia y el archipiélago Malayo desde
épocas muy antiguas. El mundo occidental se relacioné con el mango a partir de
que los viajeros espafioles llevaron la fruta desde la India hasta Manila, en Luzén.
Mientras tanto, los portugueses transportaron mango al sur de Africa, de ahi hacia
Brasil y posteriormente a la isla de Barbados2s).

El arribo del mango a nuestro pais ocurrié por dos vias: la primera con origen en
las Bermudas y la segunda de las Filipinas mediante los galeones comerciales de
la Nao de China (10) (47). Partiendo de una u otra via, en el pais se establecieron las
primeras huertas en los estados de Guerrero, Colima, Jalisco y Sinaloa en las

costas del Pacifico, asi como en Veracruz, en la costa del Golfo de México (10).

3.1.1 Descripcién Botanica.

El mango (Mangifera indica), es un fruto dicotiledéneo de la familia Anacardiceae
@8), incluye 64 géneros, la mayoria arboles y arbustos. El arbol es generalmente
de porte mediano (10-20m) en estado adulto. Conocido por su sabor Unico y
atractiva apariencia, el mango es un fruto muy valorado debido a los ingresos

econdmicos que genera por su exportacion por los paises productores (44)4s).



Es una drupa larga, carnosa y su pericarpio esta dividido en tres capas; una
delgada piel externa, el epicarpio, el cual cubre la semilla interior (25)47). De color
exterior amarillo o verde como base, algunos con chapeos de colores que van del
rojo claro al morado oscuro, esto cambia segun la variedad, morfologia, color y
sabor.

El mango es considerado una excelente fuente de vitaminas C, B1 Y B2 ademas,
de pro vitamina A @7). Contiene también riboflavina, tiamina y minerales como
hierro, calcio y fosforo, aporta también, agua y carbohidratos (zs).

Los paises exportadores de mango son Filipinas, India, Tailandia y México; siendo
India el principal productor en el mundo, con el 66% de la produccion mundial
aungue, en los ultimos afios México ha sido el exportador nimero uno a nivel
mundial de este fruto.

El comercio del mango ha sido limitado por su naturaleza altamente perecedera.
El fruto es susceptible a enfermedades, temperaturas extremas y dafio fisico, por
ello, la mayoria de las tecnologias poscosecha para este fruto han sido disefiadas
para el control de enfermedades y la proteccion contra dafio durante el empaque y
el transporte.

El mango tipico constituye un arbol de tamafio mediano, entre 10 y 30 metros de
altura cuyo tronco tiene aproximadamente de 75 a 100 cm de diametro. La corona
es densa y ampliamente oval o globular. Las ramas son gruesas y robustas.

Sus hojas se encuentran espaciadas irregularmente a lo largo de las ramas, de
peciolo largo o corto, oblongo lanceolado, coriaceo, liso en ambas superficies, de

color verde oscuro brillante por arriba y verde-amarillento por abajo, de 10 a 40 cm



de largo por 2 a 10 cm de ancho. Las hojas jovenes son de color violeta rojizo o
bronceado que posteriormente se tornaran de color verde oscuro.

Las flores, se producen en las cimas densas o en las Ultimas ramas de la
inflorescencia y tienen unos colores verde-amarillento o amarillo claro, concavos,
densamente cubiertos con pelos cortos visibles, los pétalos son caedizos, ovoides
y se extienden con las puntas curveadas. El peso del fruto varia de entre 150g
hasta 2Kg. Su forma, aunque es variable, generalmente es ovoide, aplanada,
redondeada u obtusa a ambos extremos. El color puede estar entre verde, amarillo
y diferentes tonalidades de rosa, rojo y violeta. La cascara es gruesa, la carne es
de color amarillo o anaranjado, jugosa y muy sabrosa. La semilla es ovoide,
oblonga, alargada recubierta por un endocarpio grueso y lefioso con una capa
fibrosa externa.

Los principales cultivares que se comercializan en México son “Kent”, “lrwin”,
“Haden”, “Keitt”, “Manila”, “Palmer”, “Sensation”, “Tommy Atkins”, “Van Dyke” y

“Ataulfo” (2s).

3.1.2 Microbiota del Mango

Anteriormente se creia que los frutos frescos eran inocuos, debido a su valor bajo
de pH; sin embargo a partir de la presencia de brotes de infecciones
gastrointestinales, se han incrementado los estudios de la microbiota y de
microorganismos patdgenos en las frutas frescas 0 minimamente procesadas. La
superficie de muchos frutos y vegetales, entre ellos el mango, esta constituida por

ceras que dificultan la adherencia de los microorganismos. Esta capa repele el



agua que podria contener microorganismos. En el caso de los patégenos que se
logran adherir, por lo general logran penetrar esta superficie.

La microbiota del mango no se conoce con certeza. Se han estudiado sobre todo
los hongos causantes de enfermedades y de la descomposicion del fruto; los
reportes sobre la microbiota bacteriana son escasos.

Entre las bacterias que se han aislado del mango se encuentran microorganismos
coliformes como: Klebsiella pneumoniae. Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae,
Enterobacter agglomerans, Rahneella aquaris, enterobacterias como: Salmonella
spp, Escherichia coli EPEC q).

Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Shigella flexneri y Campylobcter
jejuni, son capaces de adherirse a las superficies de frutas y verduras y que se
han aislado de productos vegetales pero dentro de los organismos que
comunmente se han detectado como responsables de brotes infecciosos, estan
Salmonellay E. coli q).

El principal microorganismo enteropatégeno asociado a frutas y verduras es
Salmonella spp. En Estados Unidos en 1990, se presentd un brote de
salmonelosis que afectdé a varios estados, por el consumo de jitomate crudo.
También se ha visto que E. coli O157:H7 ha contribuido con un 21% a los brotes
de infecciones alimentarias de 1982 al 2002. Los brotes de E. coli O157 se han
asociado a alimentos como manzanas, lechuga, alfalfa, y otros productos

vegetales ().



3.1.3 Contaminacién del Mango

Algunas bacterias como Clostridium botulinum, Bacillus cereus y Listeria
monocytogenes pueden encontrarse en el suelo y contaminar facilmente algunos
productos. Otras como Salmonella, Shigella, Escherichia coli y Campylobacter
residen en el tracto intestinal de los animales y/o humanos y se encuentran en
estos productos por contaminacion fecal.

Pueden contaminar las frutas y hortalizas a través de la infiltracibn de aguas
residuales en los campos, el riego con agua contaminada, la presencia de
animales en el campo o por el uso incorrecto de abonos (s5) (3). La contaminacion
también puede ocurrir en la manipulacion durante la cosecha y embalaje, ademas
de otros puntos de la cadena de distribucion y comercializacion (74).

Pueden encontrarse patdégenos entre la microbiota de frutas y hortalizas, ya que
es muy facil que las superficies externas de estos productos entren en contacto
con el suelo, con el agua, los liquidos residuales, el aire, las personas o los
animales. Algunas condiciones favorables para la multiplicacién de estas bacterias
son: disponibilidad de nutrientes, temperatura adecuada, entorno no agresivo
como buenas condiciones de acidez, humedad y salinidad. Cuando se dan estas
condiciones y con el tiempo necesario, serdn capaces de sobrevivir 0 aun de

multiplicarse ) (75).



3.1.4 Desinfestacién de la Fruta del Mango

La fruta del mango es hospedera de la mosca de la fruta Thephiritide, que es
considerada como un riesgo. Segun el pais de origen, el mango puede estar
infestado por una 0 mas especies de moscas de la fruta. Para que el mango fresco
sea aceptado por los mercados mas importantes, la fruta debe ser tratada para
asegurar que esté libre de moscas de la fruta. Anteriormente se usaban
tratamientos quimicos como pesticidas para la fruta, pero ahora, se evita su uso.
En general los tratamientos libres de sustancias quimicas como lo es el
tratamiento térmico (temperatura y tiempo adecuados) pueden matar el huevo y
los estados de larva de la mosca de la fruta. Los tratamientos son: Tratamiento
con Vapor Caliente (VHT), Tratamiento con Aire Caliente (FHAT) y el Tratamiento
Hidrotérmico (HWT), siendo éste ultimo el de uso generalizado en Estados Unidos

y América Central (31).

3.1.5 Situaciéon Actual

La exportacion del mango es importante para México y el estado de Nayarit es
uno de los mayores productores. El dato mas reciente fue la produccion de
239,660 toneladas en el afio 2003 aportando asi, el 17% de la produccion nacional
(65). En éste el desarrollo industrial es incipiente y la exportacién de mango ayuda
a la economia, por lo que resulta necesaria la implantaciébn de sistemas que

aseguren la inocuidad de este producto fresco.



3.1.6 Exportacién

Estados Unidos es, sin duda el mayor comprador de frutas y verduras
suministradas por los paises pobres (769 y México un importante exportador de
mango a este pais. Se incluyen también como sus principales mercados, ademas
de Estados Unidos, a Canada, Francia y Japén (62).

Las exigencias establecidas por la legislacibn estadounidense modifican
sustancialmente los métodos de produccion ya que afectan las costumbres y la
idiosincrasia de las poblaciones rurales, esto es debido a que el mayor vehiculo de
contaminacion es el hombre, quien manipula los productos comestibles durante
los procesos de produccién, cosecha, empaque y transporte (7s).

En 1998, la Administracion de Alimentos y Drogas (FDA por sus siglas en inglés)
propuso medidas para disminuir los riesgos a la salud provenientes de jugos de
frutas y hortalizas. Una de las propuestas sobresalientes fue que todos los
procesadores de jugos debian instalar el Sistema de Andlisis de peligros y Puntos
Criticos de Control (HACCP por sus siglas en inglés).

Desde el momento en que las frutas y hortalizas salen del campo hasta que llegan
al consumidor, tienen lugar muchas actividades, entre ellas se incluyen actividades
relacionadas con la produccién, las operaciones tras la cosecha, el envasado, el
transporte y el almacenaje. La aplicacibn de programas como el empleo de
Buenas Practicas Agricolas asi como de Buenas Practicas de Higiene y
Manufactura (42), constituye pasos importantes para reducir los posibles riesgos
asociados con los productos agricolas a lo largo de la cadena de produccion y

distribucion (32) (7s).



3.1.7 Inocuidad Alimentaria

Es la garantia de que un alimento no cause dafio al consumidor cuando sea
preparado o ingerido. Un alimento se considera contaminado cuando contiene
microorganismos potencialmente patdégenos (bacterias, virus, protozoarios y
hongos); sustancias quimicas toxicas (pesticidas y fertilizantes) o material extrafio
(vidrio) a su composicién normal. Los sistemas de aseguramiento de la inocuidad
alimentaria constituyen una serie de procesos que aseguran la calidad en la
produccion y elaboracién de los productos alimentarios. Asi mismo garantizan la
obtencion de alimentos sanos, nutritivos y libres de peligros para el consumo

humano o) (77).

3.1.8 Buenas Practicas de Produccion (BPP)

Las BPP son el conjunto de procedimientos, controles y actividades encaminadas
a reducir los riesgos de contaminacion quimica, fisica y microbioldgica de los
productos. Estas incluyen desde la eleccion de la ubicacién de la unidad de
produccion, de las areas destinadas para desechos industriales y basureros, evitar
el paso de animales por el campo de cultivo, contar con instalaciones fisicas
adecuadas para evitar contaminacion cruzada durante la produccion, instalaciones
sanitarias y programas de limpieza y desinfeccion de instalaciones, equipos y
utensilios; manejo adecuado de desechos, control de plagas, higiene y salud de
los trabajadores, calidad y manejo de los insumos y movilizacion de los productos.
Las buenas Practicas de Produccion Primaria recomiendan utilizar los siguientes

controles:



e Programa de Control de Plagas

e Programa de Control de Enfermedades

e Programa de Capacitacion sobre Higiene a los Trabajadores

e Programas de Limpieza y Mantenimiento de Instalaciones

e Control de Calidad

e Uso de Insumos (agua y productos quimicos)
La Asociacion Nacional de Establecimientos Tipo Inspeccién Federal (ANETIF), no
tiene injerencia en la fase de produccion primaria, sin embargo, recomienda la
aplicacion de las Buenas Practicas a todo lo largo del proceso de produccion y de
manufactura.
Con este fin y buscando al mismo tiempo promover los productos mexicanos a
nivel nacional e internacional el gobierno mexicano fomenta el uso de las marcas
“México Calidad Selecta” y “México Calidad Suprema”, las cuales son otorgadas a
productos que durante todas las fases de produccion apliquen las Buenas
Practicas de Produccion y la Buenas Practicas de Manufactura.
A la fecha se tienen establecidos Pliegos de Condiciones para miel, aguacate,

mango, berenjena y otros productos (77).

3.1.9 Buenas Précticas de Manufactura (BPM)

Las buenas practicas de manufactura son una serie de medidas que se
recomienda seguir, con la finalidad de controlar el medio ambiente de las
instalaciones en donde se procesa el producto. A través del cumplimiento de las

practicas de limpieza y desinfeccién asi como de practicas de higiene del personal



es posible preservar los niveles de inocuidad obtenidos en la fase de produccion.
En el procesamiento de productos agricolas, uno de los aspectos mas importantes
a controlar es la calidad microbiolégica del agua utilizada en el lavado y

desinfeccion de los frutos (77).

3.1.10 Enfermedades Transmitidas por Alimentos

En América Latina, las diarreas por lo general son provocadas por el consumo de
alimentos contaminados por diferentes microorganismos, llegando a ser causal de
muerte en muchos casos. En la temporada de 1995-1996, en América Latina el
2% de las enfermedades causadas por alimentos corresponden a enfermedades
asociadas con frutas y vegetales frescos. Pero este es un problema que afecta no
sblo a los paises en desarrollo. En 1996 en el Reino Unido, el 3% de los casos
informados fue provocado por enfermedades asociadas con el consumo de frutas
y verduras frescas. En 1985, en Francia, un muestreo en establecimientos
comerciales que distribuian zanahorias, demostrdé que el 7 % de las zanahorias
contenian Yersinia enterocolitica. En Estados Unidos se registraron 6,5 millones
de casos cada afo afectados por las diarreas; la muerte llegé para 9000 casos.

El 70% de las diarreas en nifios son producidas por alimentos en mal estado.
Anualmente, el 70% de las enfermedades transmitidas por alimentos, es
provocado por Salmonella; afectando principalmente a nifios y adultos.

Las principales fuentes de contaminacién bacteriana en los alimentos son: el
hombre, los insectos, los roedores, los animales, el polvo, los desperdicios y la

basura (73).



En la tabla 1 se muestran algunos patdégenos causantes de brotes asociados a

productos frescos o refrigerados.

Tabla 1. Patdgenos asociados a brotes por productos frescos

Patdégeno Producto Asociado
Lechuga
Shigella spp.
Cebolla
Tomates
Sandia
Salmonella spp.
Melén
Col
Lechuga
Escherichia coli O157:H7 Jugo de manzana no pasteurizado
Alfalfa
Escherichia coli Enteroroxigénica Zanahorias
Vibrio cholerae Leche de coco

En la tabla 2 se muestran el nimero de casos de brotes de enfermedades
transmitidas por productos frescos, los afios en que se presentaron y los

microorganismos involucrados.




Tabla 2. Brotes de enfermedades asociadas al consumo de productos frescos en Estados Unidos (78).

No. de Producto

Afo No. de casos | Microorganismo

Estados asociado
2001 6 Mas de 40 Salmonella Melon
2000 8 86 Salmonella Tomates
1998 3 Mas de 400 Shigella Perejil
1997 14 864 Cyclospora Moras
1997 3 305 Cyclospora Albahaca
1996 2 49 E. coli O157:H7 Lechuga
1996 2 72 Shigella Chayotes
1996 20 1500 Cyclospora Frambuesas
1993 3 84 Salmonella Tomates
1991 23 400 Salmonella Melén

3.2 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo, de la familia

Enterobacteriaceae, cuyas principales caracteristicas bioquimicas se indican en la

tabla 3.




Tabla 3. Identificacién bioquimica de Escherichia coli (59).

Prueba bioquimica % de positividad
Oxidasa 0
Produccidn de indol 98
Rojo de metilo 99
Voges-Proskauer 0
Citrato de Simmons 1
H2S (TSI) 1
Hidrdlisis de urea 1
Utilizacion de malonato 0
Acido de glucosa 100
Fermentacion de lactosa 95
Fermentacion de D-manitol 98
Fermentacion de maltosa 95
Fermentacion de trealosa 98
Fermentacion de D-manosa 98
Nitrato a nitrito 100

Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas después del nacimiento
y se le considera un microorganismo de biota normal, pero hay cepas que pueden
ser patégenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos, entre ellos
la diarrea (s9).

Las principales caracteristicas bioquimicas de esta bacteria se presentan en la
Tabla 3. Para determinar el grupo patdégeno al que pertenecen, Kauffman (30),

desarrolld6 un esquema de serotipificacion que continuamente varia y que



actualmente tiene 176 antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60 capsulares
(K). El antigeno “O” es el responsable del serogrupo; la determinacién del
antigeno somaético y flagelar (O:H) indica el serotipo, el cual en ocasiones se
asocia con un cuadro clinico en patrticular.

La serotipificacién de E. coli requiere de un gran nimero de antisueros. Debido a
que existen pocos laboratorios que la realizan, se prefiere identificar las cepas
mediante sus factores de virulencia empleando ensayos in vitro, como los de
adherencia y ensayos de deteccion de genes de virulencia. También se pueden
realizar ensayos in vivo, como el asa ligada o la prueba de Sereny, asi como
ensayos inmunoldgicos y pruebas de biologia molecular, para poner de manifiesto
la presencia de fragmentos de genes involucrados en el mecanismo de
patogenicidad y que sirvan como marcadores moleculares. Con base en su
mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de E. coli causantes de
diarrea se clasifican en seis grupos: enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica
también conocidas como productoras de toxina Vero o toxina semejante a Shiga
(EHEC o VTEC o STEC), enteroinvasiva (EIEC), enteropatégena (EPEC),
enteroagregativa (EAEC) y adherencia difusa (DAEC), cuyas -caracteristicas

principales se describiran brevemente y se resumen en el cuadro 1.



Cuadro 1. Caracteristicas de los grupos de E. coli causantes de diarrea (17).

Serogrupos y serotipos mas

Factores de

Grupo Sintomas Clinicos Epidemiologia
comunes patogenicidad
Nifios menores de dos 08:H9,
STyLT
ETEC Diarrea aguda acuosa afos y diarrea del 015:H11, 020:H-, 025:H-, O27:H7,
CFA
viajero 078:H12, 0148:H28, 0159:H20
Nifios y adultos que la STX
Diarrea sin sangre, dolor abdominal, fiebre, adquieren por comer 0157:H7, 026:H11, O103:H2, AIE
EHEC
vomito carne cruda o mal 0133:H21, 0119, 0128, 0145 Intimina
cocida pO157
Invasividad
Diarrea con moco y sangre o diarrea acuosa, Nifios menores de seis 028:H, O112ac:H-, 0144:H-, O152:H-,
EIEC Plasmido de
también se presenta cuadro disentérico meses 0164:H-, O167:H-
140MDa
A/E, BFP
Diarrea aguda, dolor abdominal, vémito, Nifios menores de seis
EPEC 055, 086, 0142, O111:H-0127 Plasmido EAF de
fiebre baja meses hasta dos afios
50-70 MDa
Fimbria AAFl y Il
EASTI
Proteinas Pet y Pic
Diarrea liquida, verde con moco, sin sangre, Recién nacidos y nifios
EAEC 044:H18 OMP
diarrea persistente hasta 20 dias menores de dos afios
Plasmido de
60MDa
Citotoxina
Nifios de uno a cinco Fimbria F1845
DAEC Diarrea acuosa sin sangre 0126:H27

afios

OMP

LT = toxina termolabil
ST = toxina termoestable
CFA = factor de colonizacién antigénico

BFP = pili con forma rizada

EAF = factor de adherencia de EPEC

OMP = proteina de membrana externa

STX = toxina shiga

EAST = toxina ST de cepas enteroagregativas




3.2.1ETEC

Escherichia coli enterotoxigénica [ETEC], es un tipo patogénico de esta especie
que agrupa cepas capaces de producir enterotoxinas proteicas termolabiles

[LT] o termoestables [ST], las cuales no se ingieren preformadas ni ingresan al
medio interno, sino que se forman y ejercen su accion localmente sobre la mucosa
intestinal, promoviendo hipersecrecion de agua y electrolitos.

La toxina labil tiene una estructura y una funcién muy similares a la toxina de
Vibrio cholerae; ST es un pequefio polipéptido de mayor jerarquia como factor
patogénico, dado que son principalmente las cepas productoras de ST, o de LTy
ST, pero no las que producen sélo LT las que se asocian con alteraciones
intestinales (ss).

ETEC se localiza sobre las células epiteliales del intestino delgado por medio de
fimbrias proteicas de diversa composicion antigénica y estructural, y alli produce
sus toxinas, que se adhieren a receptores celulares, ingresan a los epiteliocitos y
modifican su funcion dando lugar a una diarrea liquida, sin fiebre ni inflamacion de
la mucosa.

Tanto los genes responsables de la produccion de toxinas como los que codifican
las adhesinas bacterianas estan localizadas sobre pladsmidos transferibles, por lo
cual esta variante patogénica de E. coli, incluye numerosos serotipos que han sido

capaces de incorporar esos componentes del genoma procariota.

ETEC es agente de diarrea aguda del nifio en regiones pobres, y también de
enfermedad esporadica o epidémica de origen alimentario, que los microbidlogos

del hemisferio norte han llamado diarrea del viajero. En cualquier caso, las dosis



infectantes son relativamente altas, y los vehiculos habituales de infeccién son el
agua y los alimentos contaminados que permitan la sobrevivencia y multiplicacion

de los gérmenes.

En México, ETEC es el virotipo de E. coli que sigue en frecuencia a EPEC como
agente de diarrea aguda en nifios. No ha sido adecuadamente investigado como
causante de brotes de ETA (Enfermedades Transmitidas por Alimentos). Su
investigacion requiere la demostracion en las cepas de genes codificantes de

toxinas, por PCR o por sondas génicas, o de las enterotoxinas por ELISA (o).

3.2.2 EPEC

Las cepas de EPEC producen en el intestino proximal lesiones de tipo AE, fijacion
y borramiento, caracterizadas por el contacto intimo con los entericitos, alteracion
secundaria de su citoesqueleto, borramiento de sus microvellosidades
superficiales con formacion de pedestales y modificacion de sus flujos de agua y
de iones. Genes cromosomicos plasmidicos codifican los productos que

intervienen en estas lesiones (s).

La primera etapa del mecanismo de patogenicidad es la formacién de
microcolonias sobre la superficie del entericito, proceso reconocido in Vitro como
“adherencia localizada” (LA) en cultivo de células Hep-2. ElI fendmeno LA esta
mediado por el pilus formador de haces (BFP), fimbria tipo IV. El gen bfpA esta
localizado en un plasmido de alto peso molecular (56-60MDa) denominado factor

de adherencia de EPEC (EAF).



Los genes necesarios para la formacion de lesiones de tipo AE por EPEC estan
contenidos dentro de una isla de patogenicidad cromosémica de 35 Kb llamada

Locus de Enfacelamiento de Entericito (LEE).

3.2.3 EHEC

Las cepas pertenecientes a este grupo son capaces de producir verotoxinas
(citotoxinas activas en células Vero). El serotipo O157:H7 es el mas frecuente de
este grupo. Las E. coli de este serogrupo no utilizan habitualmente el sorbitol.
EHEC resiste la acidez gastrica, ingresa al intestino y se adhiere a las células del

colon, debido a la presencia de adhesinas fimbriales.

El mayor atributo de virulencia y la caracteristica que define a este virotipo, es la
produccion de citotoxinas STX y VT. Las islas de patogenicidad LEE de EHEC
incluyen fagos temperados que codifican la sintesis de las citotoxinas

caracteristicas: STX1, STX2, sus variantes o0 ambos tipos.

3.2.4 EIEC

Estas son cepas metabdlicamente muy similares a Shigella, poseedoras de un
gran plasmido de virulencia (3) y capaces de provocar diarrea liquida o

inflamatoria, aunque sus dosis infectivas son mayores

3.25 EAEC

Estas cepas presentan adherencia y colonizacion del intestino delgado mediadas

por fimbrias codificadas en plasmidos. La deteccidon por PCR de las secuencias de



estas adhesinas y la observacion del patron de fijacion caracteristico sobre células
Hep-2 son los métodos mas utiles de identificacidon de estos cultivos. Ademas

estas cepas causan diarreas persistentes.

3.2.6 Determinacion de Escherichia coli en alimentos.

Para la determinacion de Escherichia coli se tiene que llevar a cabo la siguiente
metodologia:

En condiciones asépticas se pesan 25 gramos de la muestra, éstos se colocan en
225 mL de caldo BHI. Homogenizar de forma manual o de ser necesario hacerlo
con ayuda de un Stomacher de manera breve.

Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente con agitacién. Reposar por 10
minutos para permitir la sedimentacioén de la muestra.

Decantar cuidadosamente en un envase estéril e incubar a 35°C por 3 horas para
reactivar las células.

Transferir el contenido a 225 mL de caldo TP (Triptona Fosfato) e incubar por 20
horas a una temperatura de 44°C.

Después de la incubacion sembrar por estria en placas con agar EMB vy
MacConkey.

Incubar a 35°C/20 h.

Las colonias tipicas que son fermentadoras de lactosa aparecen con el centro
oscurecido y planas, con o sin brillo metalico. Las colonias tipicas en MacConkey

presentan un color como rojo ladrillo.



Los biotipos no fermentadores de lactosa en ambos agares producen colonias
descoloridas o levemente rosadas.

Para realizar la identificacion bioquimica se deben transferir colonias presuntivas a
agar TSI, agar sangre, caldo de tristona, caldo arabinosa y a caldo urea. Incubar a
35°C por 20 horas. Rechazar las positivas a H,S, ureasa positive, arabinosa no
fermentadora asi como indol negative.

Para probar para la reaccion de ONPG, suspender el crecimiento de TSI en
solucion salina al 0.85% y hay turbiedad perceptible. Agregar un disco ONPG-
impregnado e incubar 6 horas a 35°C, el color amarillo indica la reaccion positiva.

Rechazar las colonias ONPG-negativas.



3.3 SALMONELLA SP

3.3.1 Aspectos Generales.

Salmonella pertenece a la Familia Enterobacteriaceae, al género Salmonella. Es
un bacilo Gram (-) aerobio y anaerobio facultativo, produce acido a partir de la
glucosa. Se distinguen 7 distintos subgrupos, cada cual con su fenotipo definido y
son serotipificados por antigeno (O) somatico, Vi de superficie y antigenos
flagelares (H) fase | y Il. Segun la dltima clasificacion, se establece la siguiente
nomenclatura, estimandose que el 99% de los aislamientos en clinica
corresponden a al subgrupo I:

I-S.enterica subsp. Enterica

[I-S.enterica subsp. Salamae

lll a-S.enterica subsp. Arizonae

lIl b S.enterica subsp. Diarizonae

IV.-S.enterica subsp. Houtenae

V.-S.bongori

VI.-S.enterica subsp. Indica
Los miembros del género Salmonella son gérmenes patdgenos causantes de
sintomas clinicos en humanos y en animales. No todos los serotipos son
igualmente patégenos para humanos y animales, por lo que desde el punto de

vista de salud publica es importante su identificacion final.

La naturaleza de la enfermedad varia de acuerdo con el serotipo y es asi que

S.Typhi y S. Parathyphi producen cuadros septisémicos y fiebres entéricas y otros



serotipos producen sintomas como nhauseas vomitos, dolor abdominal, fiebre y
diarrea.

El periodo de incubacién de la enfermedad es desde las 6 hasta 48h y la dosis
infectante puede ser de 15 a 20 UFC para algunos serotipos.

Los factores mas importantes para su control son una adecuada educacion al
consumidor y por la implementacién y mantenimiento de controles adecuados de
calidad por parte del laboratorio de la industria de alimentos la que
preferentemente utiliza métodos para analizar sus productos mediante estuches
rapidos, los que son eficientes en detectar lotes negativos, pero en el caso de
reacciones presumiblemente positivas se debe confirmar con los métodos

convencionales.

Una de las fuentes principales son los alimentos contaminados con este
microorganismo, especialmente los alimentos de origen animal y los productos
vegetales regados con aguas contaminadas.
Los alimentos se analizan para investigar Salmonella por las siguientes razones:
1. Confirmar que este microorganismo fue el agente causal de la enfermedad
transmitida por Enfermedades de Transmision por Alimentos (ETA).
2. Determinar qué alimentos o ingredientes de alimentos son fuente de
contaminacion con Salmonella.
Es responsable de millones de casos al afio de enfermedades transmitidas por
alimentos; Su origen frecuentemente es: huevo crudo y mal cocido, pollos y carnes
mal cocidas, productos lacteos, mariscos, frutas y verduras.

Los alimentos comUnmente asociados son:



carne (vacuno, cerdo, pollo)

productos carnicos ( jamoén, salami, salchichas)

ensaladas (papas, ejotes)

productos de pasteleria (cremas)

productos lacteos (queso, crema)

3.3.2 Aislamiento e Identificacion

Los métodos para su deteccion en alimentos estan basados fundamentalmente en
gue generalmente su presencia esta en un menor niumero que el de la microbiota
acompafante, que es muy diversa. En el laboratorio, los métodos convencionales
para su recuperacion consideran todos estos factores, permitiendo recuperar
Salmonella mediante procesos de: Pre-enriguecimiento, enriqguecimiento, siembra
en medios selectivos, identificacibn mediante pruebas bioquimicas vy

serotipificacion.

3.3.3 Fundamento de la Técnica

Existen métodos rapidos que han sido aprobados por la AOAC y algunos han sido
reconocidos por la FDA como buenas alternativas a los métodos convencionales.
Sin embargo los resultados positivos de estos métodos deben confirmarse con el

método convencional.



La metodologia que se emplea en el laboratorio para el aislamiento de Salmonella
difiere del método empleado en muestras clinicas debido a varios factores entre
los cuales estéan:

-El nimero de células es usualmente mas bajo que en muestras clinicas

-Los procesos tecnoldgicos que se aplican a los alimentos debilitan a la bacteria.

- La presencia en los alimentos de substancias toxicas para las bacterias.

-La constitucion propia del alimento: nutrientes, pH, aw, influyen en la

sobrevivencia o en su multiplicacion.

3.3.4 Pre-Enriguecimiento

Dependera del grado de dafio de las células, lo cual esta relacionado con los
procesos tecnoldgicos aplicados (deshidratacién, congelacion, calor etc.) y en
aguellos alimentos en que se espera un numero bajo.

El pre-enriguecimiento es realizado en medios liquidos (agua peptonada, caldo
nutritivo, caldo lactosado etc.) que son medios inhibidores del resto de la biota
acompafante. Sin embargo es importante que en la eleccion del medio a utilizar
se considere el grado de dafios subletales derivados del proceso tecnoldgico.

En el caso del agua peptonada tamponada (pH7.2) ésta asegura el mantenimiento
del pH durante 24 horas, lo que sumado al periodo de incubacién permite el
incremento de células que son sensibles a la disminucion del pH. A estos medios
se les puede adicionar sustancias que contrarresten las sustancias inhibidoras que

estan presentes en algunos alimentos.



3.3.5 Enriquecimiento Selectivo

El enriquecimiento selectivo estd destinado a inhibir la biota acompafiante. Al
contener sustancias quimicas inhibidoras y sumado a los tiempos y temperatura
de incubacién Optimas permite su desarrollo por sobre otros microorganismos.
Esto se confirma en los medios selectivos elegidos o por otras pruebas de
identificacion. Normalmente el intervalo de Temperatura de incubacién es de 35°C
a 43°C por periodos de 16 a 24 h. Comunmente los caldos selectivos usados son
selenito con cistina (SC), verde brillante, tetrationato (TT), y el caldo cloruro de

magnesio-verde malaquita de Rappaport-Vassiliadis (RV).

3.3.6 Deteccion en Medios Selectivo

La deteccion en medios selectivos, cuyos agentes principales de inhibiciébn son
sales biliares, desoxicolato, verde brillante, bismuto de sulfito y antibidticos, la
diferenciacion de Salmonella de otros microorganismos es usualmente
determinado por los cambios de color del indicador que se detecta por cambio de
pH y que corresponde a la fermentacion de lactosa o sacarosa; asimismo la
produccion de H,S o la descarboxilacion de lisina y de ornitina.

En microbiologia alimentaria cominmente se utiliza medios como xilosa-lisina
dexocicolato (XLD), sulfito bismuto, verde brillante con o sin sulfadiazina,
Hecktoen, MacConkey, desoxicolato citrato y Salmonella-Shigella (SS). Debido a
la complejidad y variedad de serotipos, los que presentan diversidad en su
fisiologia y a la variedad de biota acompafiante presente en los alimentos, deben

utilizarse al menos, dos de estos medios.



3.3.7 ldentificacién

En los procedimientos de identificacion final es recomendable realizar una
resiembra en un medio nutritivo y posteriormente sembrar en TSI y LIA ademas de
MIO. En general Salmonella es negativa a las pruebas de: ureasa, indol, lactosa y
sacarosa y positiva a las pruebas de descarboxilacion de lisina y ornitina, asi como
generalmente producen H,S, pero existen variantes atipicas con reacciones
positivas a lactosa o no descarboxilacion de lisina.

La serotipificacion es importante sobre todo desde el punto de Vvista
epidemiolégico y ademas el estudio se puede completar con la determinacién de
biovariedades y fagotipos. Ademas de pruebas de sensibilidad a bacteriocinas o

resistencia a antibiéticos y plasmidos.

3.3.8 Factores que afectan el crecimiento, muerte y/o sobrevivencia.

Los limites para el crecimiento de Salmonella cuando otras condiciones (por Ej.:

temperatura, pH, a,) son Optimas se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Limites de crecimiento de Salmonella

Condiciones | Minimo Optimo Maximo
T (°C) 5.2 35-43 46.2
PH 3.8 7-7.5 9.5

aw 0.94 0.99 0.99




Esta tabla muestra las condiciones Optimas de temperatura, pH y a, que
favorecen el desarrollo de Salmonella. Efectos sinérgicos y antagonicos asi como

condiciones inherentes a la serovariedad pueden influir para modificar los valores.

3.3.9 Temperatura

Debido a que el periodo de incubacion es mas largo a bajas temperaturas, es
recomendable monitorear durante el almacenamiento a menos de 5°C. Tan
importante como el crecimiento a bajas temperaturas es la determinacion del
tratamiento térmico a aplicar para lograr su destruccion y aunque puede ser
suficiente una temperatura de 55°C, es recomendable asegurarse con
temperaturas de 63°C o mayores. Durante el proceso de congelacién ocurre la
muerte lenta de las células, siendo mas rapida la muerte entre 0°C y menos 10°C
gue en un rango de menos 17°C a menos 20°C. Salmonella es sensible al calor y
las cepas termorresistentes son raras. El intervalo de temperatura aplicada para
su destruccion es entre 51.4°C a 90°C, en periodos de tiempo que van en algunos
casos, desde segundos hasta 1h dependiendo la termorresistencia de las células,
de la actividad de agua (aw), de la naturaleza de los solutos, del pH del medio de
suspension. La termoresistencia disminuye a medida que la actividad de agua (a)

disminuye; La reduccién del pH reduce la termoresistencia.



3.3.10 Actividad de Agua (aw)

La actividad de agua afecta el crecimiento de Salmonella, siendo el limite inferior
de 0.94 y puede sobrevivir por afios en alimentos con a, bajo (chocolate, pimienta,

gelatina)

3.3.11 pH

El minimo de pH es de 3.8. Cuando el pH es mayor o menor que el éptimo (7-7.5),
el crecimiento disminuye. La muerte ocurre cuando se sobrepasan los limites

extremos.

3.3.11 Sobrevivencia en Alimentos y su Vigilancia

Aun cuando no forman esporas, sobreviven largos periodos en alimentos y en
otros sustratos. En mantequilla mantenida a una temperatura de -23°C puede
sobrevivir mas de 10 semanas. En leche almacenada a temperatura ambiente
puede sobrevivir 6 meses.

En productos vegetales sobrevive 28 dias a una temperatura entre 2°C y 4°C y
mucho mas tiempo a temperatura ambiente. Su supervivencia en chocolate
deshidratado con a, entre 0.32 y 0.41 puede prolongarse por meses y sobrevive

bien en superficies como ceramica, vidrio y en la piel.



3.3.13 Control en los Alimentos (Salmonella)

Es necesario asegurarse de su ausencia en alimentos. Los procedimientos de
control involucran:

-Asegurar su destruccion, especialmente en los productos agropecuarios crudos
de origen animal.

-Prevencion de la contaminacion en los alimentos.

-Considerar la temperatura de almacenamiento o destruccion.

-Los procesos de control deben considerar la estabilidad de Salmonella y su
capacidad de multiplicarse en el alimento.

El control en los alimentos necesita confirmar mediante analisis la presencia de
Salmonella en los alimentos. Los métodos de referencia realizados deben ser los
recomendados por organismos internacionales y que han demostrado su
sensibilidad y efectividad en la préactica del laboratorio. (BAM, American Public
Health Association (APHA) ICMSF, ISO vy otros)

De acuerdo con las normas internacionales y al Reglamento Sanitario de los
Alimentos la sola presencia de Salmonella en un alimento es considerada como

causa de rechazo.



3.4 METODOS DE TIPIFICACION

3. 4.1 Tipificacion

El primer paso en la caracterizacion de agentes de enfermedades infecciosas
implica la diferenciacién de patdgenos de organismos comensales o saprofiticos
normales.

Tradicionalmente, los agentes infecciosos han sido diferenciados de acuerdo con
las siguientes categorias de caracteristicas fenotipicas: desarrollo y morfologia,
bioquimica, serologia y fisiologia o funcionalidad (56).

La identificacibn de aislados bacterianos normalmente es suficiente para
determinar que alimento o producto esta contaminado con patégenos humanos y
gue pueden ser retirados del mercado.

En varios casos, sin embargo, los aislados bacterianos se pueden agrupar debajo
del nivel de especie. La tipificacion bacteriana puede ser una parte critica de la
investigacion epidemiolégica sobre todo cuando se sospecha de una fuente de
contaminacion.

Ejemplos de tipificacion incluyen métodos fenotipicos como: serotipificacion,
fagotipificacion, biotipificacion y tipificacion por resistencia antimicrobiana.
También incluye métodos genotipicos de tipificacion como: analisis de enzimas de
restriccion, PFGE (Electroforesis en Gel de Campos Pulsados), ribotipificacion,

rep-PCR, entre otros (1.



3.4.2 Métodos Fenotipicos de Tipificacién

3.4.2.1 Tipificacion por Caracteristicas Morfoldgicas y de Desarrollo.

Cuando las bacterias fueron identificadas por primera vez, fueron diferenciadas de
acuerdo con su desarrollo y sus caracteristicas morfolégicas. Las diferencias entre
los requerimientos nutricionales de estos organismos determinan sus
caracteristicas de desarrollo. Estas pueden ser clasificadas de acuerdo a las
diferencias de desarrollo observado en cultivos en cajas con agar, en caldos o por
técnicas de tincion examinadas bajo el microscopio. En cajas, los organismos

bacterianos pueden diferenciarse por el color de la colonia, textura, forma, olor.

3.4.2.2 Tipificacion Basada en Caracteristicas Bioquimicas.

Los ensayos bioquimicos que han sido utilizados para diferenciar bacterias,
hongos o parésitos se basan en la actividad metabdlica de los organismos. Las
cepas diferenciadas por un panel de examen bioquimico pueden ser agrupadas en
biotipos y por lo tanto los ensayos semejantes son referidos como técnicas de
biotipificacion. El poder discriminatorio de la biotipificacion depende del nimero de
pruebas bioquimicas aplicadas a los subtipos de cepas. Cuando las pruebas
bioquimicas se usan en combinacidén con técnicas de biologia molecular, pueden
tener una alta efectividad en la aplicacidén de estudios epidemioldgicos.

Cuando se combina la deteccion basada en una sonda de DNA con un método

convencional y rapido de biotipificacion, se simplifica enormemente la



identificacibn de un organismo como E. coli, diferenciando al mismo tiempo si

pertenece a un grupo de patdgenos de esta especie.

3.4.2.3 Tipificacion por Caracteristicas Serologicas.

La serotipificacion esti basada en la existencia de diferencias entre determinados
antigenos de organismos pertenecientes a las mismas especies 0 subespecies,
gue son reconocidas por hospederos mamiferos infectados.

Estos antigenos incluyen proteinas, polisacaridos y lipopolisacaridos. Las
diferencias entre la estructura terciaria de estos antigenos determina la
especificidad.

La mayor limitacién de la serotipificacion es la existencia en algunos casos, de
diferentes cepas de la misma especie, o cepas de diferentes especies que pueden

reaccionar con antigenos generando falsos positivos.

3.4.2.4 Tipificacién por Caracteristicas Funcionales o Fisioldgicas.

Las bacterias aisladas pueden ser diferenciadas por su variada respuesta a la
manipulacion especifica a la que son sujetas. Esto incluye diferencias en la
susceptibilidad a los agentes antimicrobianos (antibiogramas), por susceptibilidad
a bacteriéfagos, inhibicion del crecimiento por bacteriocinas, toxigenicidad,

sobrevivencia bajo estrés in vivo o in vitro y expresion metabdlica de enzimas.



3.4.2.5 Prueba de Susceptibilidad Antimicrobiana.

Es posible determinar las diferencias en la susceptibilidad de un organismo a un
panel de agentes antimicrobianos mediante la generacion de antibiogramas para
cada organismo. En general un antibiograma sirve como una herramienta para
futuras subdivisiones de cepas, pero por si solo, no presenta el nivel de

especificidad requerido para aplicaciones epidemioldgicas.

3.4.2.6 Tipificaciéon por Bioensayos de Toxigenicidad.

La capacidad de distinguir diferencias en las propiedades de virulencia de
microorganismos patdégenos es un componente importante de las investigaciones
epidemiolégicas. Por ejemplo, se pueden detectar toxinas con base en sus efectos

citotoxico en las células Vero.

3.4.3 Métodos Genotipicos de Tipificacién de Cepas

Todos los métodos de tipificaciébn basados en los acidos nucleicos tienen su base
en el analisis de las diferencias en el contenido de acidos nucleicos cromosomales
y extracromosomales o en las secuencias de acidos nucleicos entre las cepas.

La ventaja de la tipificacion de sistemas basada en los &cidos nucleicos es que es
menos probable que sea afectada por las condiciones de crecimiento o por
manipulacion en el laboratorio. Otra ventaja de esta tipificacion es que se pueden
agrupar los sistemas tipificados por medio de tres procedimientos de andlisis

basicos: hibridacion, electroforesis en gel y secuenciacion de acidos nucleicos.



3.4.3.1 Métodos de Tipificacién Basados en el Genoma.

Hay tres categorias de métodos de tipificacion basados en el analisis del genoma
completo contenido en un organismo. La primera se basa en las diferencias en el
tamafio de fragmentos de DNA que ocurren cuando se digieren con ciertas
endonucleasas de restriccion, debido a que reconocen algunos sitios especificos.
La segunda categoria implica la comparacion de secuencias multiples del genoma
completo. La tercera categoria involucra la hibridacion de la muestra con DNA o
RNA en miles de pequerios fragmentos fijos sobre un portaobjetos de vidrio o en

un filtro de nitrocelulosa.

3.4.3.2 Tipificacién por Analisis de Enzimas de Restriccion

Este es un método aplicable de manera universal, es rapido, econdmico y
relativamente sencillo de realizar, ademas de ser muy reproducible. Algunas de
sus desventajas son: la seleccion del numero de endonucleasas de restriccion a
usar puede ser caro en tiempo y dinero, un fragmento obtenido puede contener
fragmentos de tamarfo similar de diferentes areas del cromosoma y fragmentos

largos pueden no migrar en el gel.

3.4.3.3 Tipificacion por rep-PCR

Esta técnica es muy reproducible y moderadamente discriminatoria, utiliza

iniciadores conservados que son ampliamente aplicados., sin embargo esta



técnica puede no ser aplicada ampliamente ya que su poder de discriminacion es

bajo en comparacion con otras técnicas como la de campos pulsados PFGE.

3.4.3.4 Tipificacién por Campos Pulsados (PFGE)

Esta es una herramienta para estudios taxonémicos y epidemioldgicos, tiene una
alta reproducibilidad ademas, produce alrededor de entre 5y 30 bandas visibles

facilmente aunque, el equipo requerido es caro y el método es complejo.

3.5 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR).

La reaccidén en cadena de la polimerasa PCR [por sus siglas en inglés] es una
técnica que permite amplificar [“multiplicar”] pequefias cantidades de DNA entre
cientos de miles y millones de veces. El tramo destinado a reproducirse puede
tener desde cincuenta hasta mas de dos mil nucleétidos de longitud. El segmento
de DNA que sirve de molde no requiere estar necesariamente en estado puro, sino
que puede ser parte de mezclas un tanto complejas, por ejemplo, DNA nuclear
total.

El método se basa, en su forma mas simple, en la realizacion de tres reacciones
sucesivas llevadas a cabo a distintas temperaturas. Estas reacciones se repiten

ciclicamente entre veinte y cuarenta veces. (Figura 1)
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Figura 2. Diagrama PCR (2). Amplificacién exponencial de una regiéon de DNA elegida

La muestra se calienta en el primer paso, hasta lograr la separacion de las dos

cadenas que forman el DNA, a este hecho se le conoce como desnaturalizacién.



En el segundo paso, la temperatura se reduce para permitir el “apareamiento” de
cada una de dos cadenas cortas de nucleétidos [oligonucle6tidos] con cada una
de las hebras separadas del DNA molde. Se trata de segmentos de DNA de
cadena simple, sintetizados en laboratorios especializados y disefiados de manera
tal que permiten definir los limites del tramo de DNA que se desea replicar.
Obviamente, para que se pueda producir el apareamiento, cada uno de estos
oligonucleotidos, a los que se les denomina iniciadores o “primers”, debe tener una
secuencia complementaria a la del tramo al que tienen que unirse en las cadenas
separadas del DNA molde. En tercer lugar, una enzima DNA polimerasa iniciadora
sintetiza las secuencias complementarias de las hebras del DNA molde en el
espacio comprendido entre ambos. Para ello, la DNA polimerasa usa
desoxidonucleésidos trifosfato [ANTP’s], agregados a la mezcla de reaccion.

La temperatura a la que se realiza el tercer paso esta condicionada por aquella a

la cual “trabaja” la enzima DNA polimerasa.

Al cabo del primer ciclo de tres reacciones [desnaturalizacion, apareamiento y
extension] el tramo de DNA elegido se ha duplicado y el doble de su cantidad
original se encuentra disponible para ser nuevamente replicado en un segundo
ciclo. El resultado de la aplicaciéon de numerosos ciclos “en cadena” da lugar a la
amplificacion geométrica del segmento de DNA por los iniciadores (Figura 2).

Para poder replicar el DNA, la técnica de PCR utilizaba en un principio, la DNA
polimerasa de la bacteria Escherichia coli, pero esta enzima resulta desactivada
debido a la alta temperatura requerida para la desnaturalizacion de la doble

cadena de DNA, por lo cual, debia agregarse otra enzima fresca al comenzar el



tercer paso de cada ciclo. Este inconveniente fue solucionado cuando la enzima
procedente de E. coli fue reemplazada por la enzima obtenida de la bacteria
termofila Thermus aquaticus, denominada Taq polimerasa. Esta enzima trabaja
eficientemente entre los 75°C y los 80°C vy resiste mas de dos horas a 93°C. De
esta manera es posible mezclar todos los componentes de la PCR al comenzar el
primer ciclo y la reaccion en cadena puede llevarse a cabo mediante equipos
automatizados que realizaran los ciclos térmicos programados. Una vez finalizada
la reaccion se habra logrado fabricar [en muy poco tiempo] gran cantidad de un
fragmento génico con un alto grado de pureza. La técnica de PCR es el método de
deteccion de secuencias de DNA mas sensible conocido hasta la fecha. Mediante
ella, resulta posible identificar un gen a partir de un solo cabello, una célula
somatica, 0 un espermatozoide por ejemplo. Es, por lo tanto, un instrumento

sumamente valioso para establecer, por ejemplo, lazos de parentesco o similitud.

3.6 SERUNAM

La Universidad Nacional Autonoma de México a través de la Facultad de
Medicina, posee el Unico banco de sueros de México con cepas de diversas
bacterias asociadas a la diarrea por lo cual trabaja en la identificacion de
microorganismos asociados con esa enfermedad, que en México es frecuente

causa de muerte entre los ninos menores de cinco anos.

El doctor Alejandro Cravioto Quintana, quien fuera director de la Facultad de
Medicina, proyecto la creacién de un banco de sueros propio, que sirviera como

instrumento para reconocer e identificar a las bacterias diarreicas en el pais.



Desde entonces, él y su equipo de trabajo utilizan sueros para tipificar
enterobacterias. Su objetivo es establecer la etiologia de la diarrea en México,

esto es, las causas y origenes de la enfermedad.

El "rastreo" de estos microorganismos ha llevado a constituir un creciente banco
de sueros, que hoy cuenta con certificacion internacional y registro bajo la marca
SERUNAM. Esté listo para realizar actividades comerciales de vinculacion, y un
primer convenio especifico, lo signé con Laboratorios Silanes para desarrollar un

método de diagndstico de la diarrea que sea rapido y muy sensible.

Los especialistas de la Facultad de Medicina hacen uso de la serologia para
identificar a las bacterias causantes de diarrea. Mediante los sueros conocen las
reacciones entre el antigeno (o agente externo, en este caso la bacteria) y el
anticuerpo (la proteina defensora, sustancia interna del sistema inmunolégico que

intentara combatirla).

Los sueros se preparan utilizando antigenos especificos de la pared celular y el
flagelo de la bacteria en estudio. Primero se requieren las cepas de las bacterias,
que fueron obtenidas hace afios en los bancos de cepas de Atlanta, Copenhague
y Londres, donde son aisladas y se utlizan como referencia cientifica
internacional. Obtenida la bacteria especifica, se crea la tecnologia para poder
llevar el suero a una muestra contaminada (por ejemplo de Escherichia coli),
donde se expresa la reaccién entre el antigeno y el anticuerpo. Estos andlisis
permiten identificar la familia a la que pertenece la bacteria que esta causando la

infeccion intestinal. Con este método se han logrado identificar cinco grupos



diferentes de E. coli, relacionados con distintos tipos de diarreas. Esto, porque la
serologia permite un estudio muy fino, que se complementa con estudios
posteriores de biologia molecular para conocer el dafio de la bacteria y su

asociacion genética.

La marca comercial SERUNAM es propiedad de la Universidad Nacional
Autébnoma de México e incluye a todos los sueros que esta investigacion
biomédica ha agrupado durante afios para tipificar diferentes bacterias. Hasta
ahora se cuenta con 175 sueros contra los antigenos sométicos y 56 que
combatan a los antigenos flagelares de la bacteria Escherichia coli; 155 contra el
Vibrio cholerae, 60 en el caso de Aeromonas y otros tantos sueros para las

bacterias Salmonella y Shigella.

Estas cinco bacterias fueron elegidas para estudios serologicos porque son los

patdgenos mas importantes causantes de enfermedades intestinales en el pais.

Para la obtencion de los sueros se inmunizan individualmente a conejos con cada
antigeno especifico. Previamente se les toma una muestra de sangre para
verificar que su suero no responde contra ninguno de los antigenos bacterianos.
Después se toma otra muestra que evalla la respuesta del conejo, y si ésta es
positiva se obtiene el suero de ese individuo. Cada suero obtenido se congela,

almacena y etiqueta de forma precisa, con un estricto control de calidad.

Con este tipo de estudios, ademas de acrecentar el bando de sueros y acumular
antigenos especificos para cada tipo de diarrea, se espera conocer la virulencia de

las bacterias, asi como la respuesta inmune del organismo contra ellas. Esto



servird en el futuro para disefiar métodos de diagndstico rapido y vacunas
especificas que prevengan las diferentes diarreas. De hecho, ya se cuenta con
una vacuna contra una cepa de E. coli, que al doctor Alejandro Cravioto junto con

su equipo les valid el Premio “Ledn Bialik de Desarrollo Tecnolégico 1995"29).

Actualmente, los resultados obtenidos con SERUNAM se validan constantemente
con sus pares de Estados Unidos y Europa. Incluso, de diversos paises de
América Latina, Estados Unidos y Oriente se reciben muestras para analizar sus
bacterias, y ello es utilizado para conocer la epidemiologia de cada regién del

mundo.

Debido al desarrollo de no es necesario SERUNAM importar cepas bacterianas
generalmente de paises como Estados Unidos y Francia y se ofrece una marca
probada cientificamente que genera beneficios econémicos a la UNAM y a los

industriales que acceden a ella por su bajo costo y calidad internacional.

El banco de sueros SERUNAM es el Unico sitio en México que posee una amplia
gama de sueros para identificar enterobacterias de interés médico en el pais y

otros paises de América.

3.7 SISTEMA AUTOMATIZADO VITEK PARA
IDENTIFICACION

El sistema Vitek para la identificacion automatizada de microorganismos se basa

en la identificacion de diferentes tipos de microorganismos mediante la realizacién



de pruebas bioquimicas. Deben seleccionarse las tarjetas adecuadas para la
identificacion, dependiendo del tipo de microorganismos que se trate. Por
ejemplo, con la tarjeta para Gram negativos, se identifican miembros de la familia
Enterobacteriaceae y un grupo seleccionado de bacterias Gram-negativas no
fermentadoras de glucosa y miembros de la familia Vibrionaceae, esta disefiado
para usarse conjuntamente con la tarjeta Vitek para identificacion de Gram-

negativos(GNI)ON

3.7.1 Descripcién

La tarjeta se compone de 30 pocillos, de los cuales 29 contienen caldos
bioquimicos y un caldo para control de crecimiento. La tarjeta para identificacion
de Gram-negativos realiza una serie de pruebas bioquimicas convencionales y no
convencionales. La mayoria de la pruebas son convencionales tales como las del
sulfuro de hidrégeno, descarboxilasas, citrato y TDA que han sido adaptadas al
sistema Vitek. Se utilizan tres pruebas no convencionales para completar las
identificaciones.

El concepto miniaturizado de la tarjeta GNI proporciona las condiciones aerobias y
microaerofilas para cada prueba que las requiera. La facultad de un organismo de
fermentar la glucosa determina en que grupo de la base de datos se coloca para
su identificacion. La tarjeta GNI se basa en los métodos bioquimicos establecidos
de Edwars y Swing @s), Gilardi (23) y Oberhofer y Rowen (so0). La identificacion por lo
general requiere entre 4 y 13 horas de incubacion en el Lector / Incubador Vitek.

No obstante, hay excepciones, entre ellas se cuentan de 2 a 13 horas para



Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Salmonella species y
Salmonella Typhi; de 2 a 18 horas para Acinetobacter calcoaceticus; 4 a 18 horas
para Pseudomonas aeruginosa y 6 a 18 horas para otras bacterias Gram-
negativas no fermentadoras.

La tarjeta GNI requiere de un tiempo minimo de preparacién. Solamente se
requiere llevar a cabo una tincion de Gram, la prueba de la citocromo oxidasa, asi
como estandarizar el inoculo antes de llenar la tarjeta. Con la utilizacion de la
tarjeta se eliminan los errores de lectura e interpretacion subjetivas que pueden
darse cuando se utilizan los métodos tradicionales. Reduce las posibilidades de
contaminacion y al mismo tiempo proporciona un inodculo uniforme en todos los
pocillos. El programa informéatico del equipo Vitek determina si la reaccion en cada
pocillo es positiva o negativa midiendo la atenuacion de luz mediante el sistema
optico. Estos patrones se analizan automaticamente. Cuando finaliza el ciclo de

incubacion se imprime una identificacion para cada tarjeta.

3.7.2 Conservacion y Manejo

Las tarjetas GNI deben conservarse entre 2 y 8 °C en sus envoltorios protectores,
sin abrir. Antes de la extraccion de la tarjeta de su envoltorio protector, dejar que la

tarjeta alcance la temperatura ambiente.

3.7.3 Preparacion del Inéculo

Los organismos que se van a identificar deben proceder de un cultivo puro no

superior a 24 horas en agar tripticaseina de soya (TSA).



3.7.4 Resultados

Los ensayos bioquimicos de la tarjeta GNI son analizados y y guardados
automaticamente por el sistema informético Vitek. Al término del ciclo de
incubacion se imprime en el Lector / Incubador un informe para cada tarjeta.

El ciclo de incubacion es de 2 a 18 horas. La probabilidad normalizada que figura
en los informes indica la semejanza relativa de que el organismo elegido sea
identificado correctamente entre el conjunto de organismos dado. La probabilidad
se determina a partir del patrén de reacciones bioquimicas establecidas por el

ordenador Vitek.

3.8 PERFILES DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS

3.8.1 Importancia de la Resistencia a Antibiéticos

Son varios los mecanismos desarrollados por las bacterias para crear resistencia a
los antibiéticos. Podemos mencionar la disminucion en la permeabilidad de la
membrana externa por los bacilos Gram negativos, la alteracién de las proteinas
ligadoras de penicilina (PBP), y la produccion de diversos tipos de enzimas

antidrogas (B-lactamasas) (21).

Tras la introduccion en el mercado de las cefalosporinas de amplio espectro, como
la ceftazidima y la ceftriaxona, la resistencia a estos antibidticos aumentd
rapidamente entre ciertas especies de enterobacterias. Enterobacter cloacae

produce betalactamasas codificadas cromosémicamente por los genes AmpC y



AmpD. Su mecanismo de resistencia mas importante es la produccion de
betalactamasas como resultado de la mutacion del gen regulador ampD que
normalmente previene la expresion de estas enzimas en grandes cantidades. El
aislamiento de este tipo de betalactamasas de amplio espectro en las cepas de
Enterobacter cloacae se encuentra en aumento en todo el mundo. La mayor parte
de la resistencia se debe a las enzimas TEM y SHV, y las cepas mutantes son
conocidas como betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Estas enzimas
también fueron aisladas en cepas de E. coli, Proteus spp., Citrobacter spp. y

Enterobacter spp.

La prevalencia de infecciones provocadas por el género Enterobacter estd en
aumento en la practica clinica. En la actualidad se ubica entre los 5 patégenos
nosocomiales mas frecuentes en los hospitales de los EE.UU. y ha reemplazado a
Klebsiella spp como tercer causa de neumonia intrahospitalaria, registrandose

también un aumento de su resistencia a los antibioticos (s).

3.9 BIOPELICULAS

Los microorganismos pueden encontrarse en forma libre o formando parte de
comunidades complejas. Cuando se encuentran en comunidades de
microorganismos que crecen en una matriz de exopolisacaridos secretados por las
propias ceélulas que forman parte del mismo, se les llama biopeliculas. Su

composicion es variable en funcion del sistema en estudio, en general, el



componente mayoritario es el agua, que puede representar hasta un 97% del
contenido total. Ademas de agua, las células bacterianas, y los polisacéaridos, en
menor cantidad se encuentran otras macromoléculas como proteinas, DNA vy
productos diversos procedentes de lisis de las bacterias ).

Estudios realizados utilizando microscopia confocal han mostrado que la
arquitectura de la matriz de la biopelicula no es solida y presenta canales que
permiten el flujo de agua, nutrientes y oxigeno incluso hasta las zonas mas
profundas de la biopelicula. La existencia de estos canales no evita, sin embargo,
que dentro de la biopelicula se encuentren con ambientes diferentes en los que la
concentracion de nutrientes, pH u oxigeno es diferente. Esta circunstancia
aumenta la heterogeneidad sobre el estado fisioldégico en el que se encuentra la
bacteria dentro de la biopelicula y dificulta su estudio (34). En la actualidad, son de
gran importancia algunas bacterias ubicuas, ya que son capaces de producir
infecciones de tipo cronico, que responden pobremente a los tratamientos con
antibioticos y no pueden eliminarse. La caracteristica que mejor distingue las
infecciones cronicas relacionadas con biopeliculas de las infecciones agudas es
Su respuesta a tratamientos antibioticos. Mientras que las infecciones agudas
pueden ser eliminadas tras un breve tratamiento antibidtico, las infecciones por
biopeliculas normalmente no consiguen ser completamente eliminadas, Yy
producen episodios recurrentes. Esto se debe a que las bacterias de la biopelicula
pueden ser hasta 1000 veces mas resistentes a los antibidticos que esas mismas
bacterias crecidas en medio liquido. La resistencia se atribuye a la barrera de
difusion fisica y quimica a la penetracion de los antimicrobianos que constituye la

matriz de exopolisacaridos; el crecimiento de las bacterias de la biopelicula debido



a la limitacion de nutrientes; la existencia de microambientes que sean
antagonistas a la accién del antibiotico; asi como a la activacién de respuestas de
estrés que provocan cambios en la fisiologia de la bacteria y la aparicién de un

fenotipo diferente (34) (69).

La presencia de biopeliculas en la superficie del mango tiene grandes
repercusiones, a nivel industrial, ya que se busca eliminarlos para lograr la
inocuidad de los mangos

La etapa inicial del proceso de formacion de la biopelicula es la adherencia sobre
la superficie. En bacterias Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa, Vibrio
cholerae, Escherichia coli, Salmonella enteritidis) se ha visto que los flagelos, y las
fimbrias de tipo I, IV son importantes para la etapa de adherencia primaria. La
movilidad parece que ayuda a la bacteria a alcanzar la superficie y contrarrestar
las repulsiones hidrofobicas. Sin embargo, aunque la movilidad ayuda al proceso
no parece ser un requisito esencial, pues muchas bacterias Gram-positivas
inmoviles, como Staphylococcus, Streptococcus y Mycobacterium son capaces de
formar la biopelicula. En el caso de las bacterias Gram-positivas se ha descrito la
participacion de proteinas de superficie (AtlE, Bap, Esp) en esta primera etapa de
adherencia primaria. Una vez que la bacteria se ha adherido a la superficie,
comienza a dividirse y las células hijas se extienden alrededor del sitio de unién,
formando una microcolonia similar a como ocurre durante el proceso de formacion
de colonias en placas de agar, emiten sefales quimicas que las “comunican”.
Cuando la concentracion de estas sefiales supera un umbral determinado se

activan los mecanismos genéticos de produccion de exopolisacaridos.



En una etapa posterior la bacteria comienza a excretar un exopolisacarido que
constituye la matriz de la biopelicula y forma unas estructuras similares a setas
entre las cuales se observa la presencia de canales. La composicion del
exopolisacarido es diferente en cada bacteria y varia desde alginato en P.
aeruginosa, celulosa en S. Typhimurium, un exopolisacarido rico en glucosa y
galactosa en V. cholerae, poli-N-acetilglucosamina en S. aureus, etc. Ademas,
estudios recientes han puesto de manifiesto que incluso una misma bacteria,
dependiendo de las condiciones ambientales en las que se encuentre, puede
producir distintos exopolisacaridos como componentes de la matriz de la
biopelicula.

Finalmente, algunas bacterias de la matriz de la biopelicula se liberan de la misma
para colonizar nuevas superficies, cerrando el proceso de desarrollo de formacion
de la biopelicula. La liberacion de las bacterias desde la biopelicula es el proceso
gque menos se conoce (34) (18).

Los microorganismos asociados con la formacién de biopeliculas se encuentran
protegidos a la accion de sanitizantes, lo que provoca que aquéllos que logren
pegarse a la superficie de frutos o verduras, agregarse y ser parte de una
biopelicula se vuelvan mas resistentes a tratamientos de lavado. El uso de cepillos
para remover las biopeliculas se considera efectivo, sin embargo los cepillos
también pueden ser una fuente importante de microorganismos. Alternativas de
sanitizantes usados para la eliminacion de biopeliculas son aquellos productos

que contienen lactoferrina (43).



Actualmente se trabaja en el desarrollo de técnicas que permitan estudiar a los
microorganismos formadores de biopeliculas. Es necesario primero despegar a los
microorganismos de la superficie y posteriormente cuantificarlos e identificarlos.
Existen también métodos de observacion directa, que son técnicas de
microscopia, dentro de los cuales se utilizan microscopios de luz, confocales
(lasser), y transmision de electrones. El uso de microscopia directa es muy util y
permite obtener resultados confiables sobre la formacion de biopeliculas (14) @s).
Es necesario determinar la capacidad de formacion de biopeliculas por las cepas
aisladas del mango.

Esto, junto con la informacion sobre las fuentes de contaminacion permitird sugerir

métodos de control para asegurar la inocuidad del mango.



4. OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la fuente de contaminacion con enterobacterias durante el
tratamiento post-cosecha del mango, asi como su capacidad de formacion
de biopeliculas, para que estos datos sean posteriormente utilizados con el
fin de establecer procedimientos por medio de los cuales se asegure su

inocuidad.

Objetivos especificos

Determinar la presencia de Salmonella sp y de Escherichia coli en la

superficie de mangos provenientes del estado de Nayarit.

Aislar e identificar las cepas de otras enterobacterias presentes en los

mangos de exportacion.

Tipificar serolégicamente y caracterizar fenotipicamente mediante la

determinacion de perfiles de sensibilidad a antibioticos las cepas aisladas.

Determinar la capacidad de formacién de biopeliculas de las cepas de

Enterobacter cloacae, Salmonella sp y Escherichia coli.



5. HIPOTESIS

Si es posible la identificacion y la tipificacion de las enterobacterias aisladas en las
diferentes etapas del proceso post-cosecha, entonces se podra conocer la posible
fuente de contaminacion del mango.

Ademas si se detecta la capacidad de formacién de biopeliculas, entonces sera

necesario el establecimiento de procedimientos especiales de limpieza.



6. METODOLOGIA

Mango

Lavado

A 4

Colonias tipicas

A 4

E. coli, Salmonella Segun metodologia
<“— | BAM (2001)

|

Identificacion
Método Vitek®

L 5 Sensibilidad a Antibidticos

A 4

Serotipificacion de cepas de: E. coli y Salmonella

Figura 3. Diagrama de la metodologia que se sigui6 en el proyecto.




7. MATERIALES Y METODOS

7.1 MUESTREO EN TEPIC, NAYARIT

Esta parte del proyecto fue realizada por un grupo de investigadores del
Tecnoldgico de Tepic, Nayarit. Ellos muestrearon mangos de la variedad Ataulfo y
agua de diferentes puntos de proceso. El nombre de la empacadora de mangos de
exportacion en donde se realizé el muestreo es NATURAMEX SRL de CV la cual
se ubica en el poblado conocido como 5 de Mayo en el municipio de Tepic, Estado
de Nayarit, México. Se tomaron muestras de diferentes puntos durante el
procesamiento post-cosecha de mangos de Tepic, Nayarit (Figura 4), de acuerdo

con el método ICMSF 27). Se tomaron muestras de:

1. Mango de recepcion

2. Agua de pozo

3. Mango después de lavado

4. Agua de remojo

5. Agua después de lavado

6. Mango después de tratamiento hidrotérmico e hidroenfriado
7. Agua de tratamiento hidrotérmico

8. Agua de hidroenfriado

9. Mango de zona de tolvas

10. Mango empacado



Recepcion de 1er lavado 2do Tratamiento 7
mango > mango »  Javado »  hidrotérmic
2
3 4 5
1
\ 4
Tratamiento
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9
v
Empaque
\ 4
10 Producto terminado

Figura 4. Diagrama del procesamiento de mangos en la empacadora de NATURAMEX SA de CV
en Tepic, Nayarit y puntos de muestreo

7.2 EXTRACCION DE MICROORGANISMOS DE LA SUPERFICIE

DEL MANGO (EN TEPIC, NAYARIT)

Se colocé cada mango en una bolsa de plastico tipo Ziploc (16.51 x 14.92 cm), se
afiadieron 100 mL de agua desionizada estéril y se agitdé sobre un vortex,

masajeando el mango con las manos (por fuera de la bolsa) durante 5 minutos.

Se uso ese extracto para:



7.2.1 Deteccion de Salmonella

De acuerdo con la metodologia del BAM (2001), se inocularon 25 mL de extracto
en 225 mL de caldo lactosado (Oxoid), posteriormente se incubd a 35°C/24h.
Después se inocularon 10 mL de caldo tetrationato(Oxoid) y 10 mL de caldo
Rappaport Vassiliadis(Oxoid) con 1 mL del cultivo en caldo lactosado(Oxoid), se
incubd a 42°C/24h.

Pasado este tiempo, se inoculo por estria en Agar Sulfito Bismuto, Agar XLD y
Agar Hektoen (Oxoid), se incub6o a 35°C/24h. Después de este periodo de
incubacién se buscaron colonias tipicas en cada uno. De las colonias tipicas, se
inocularon 1 0 2 de cada medio, en tubos inclinados de Agar nutritivo o Agar de

soya Yy tripticaseina [TSA] (Oxoid).

7.2.2 Detecciodn de Escherichia coli.

Se siguio la metodologia establecida en el BAM (2001). Primero, se inocularon 25
mL de extracto en 225 mL de caldo BHI (Oxoid), incubando a 35°C/3h (para
recuperar células dafadas) luego, se incubd a 44°C/20h (enriquecimiento).
Después se inoculd por estria en Agar McConkey, Agar EMB y Agar McConkey-
Sorbitol (Oxoid). Posteriormente se incubd a 35°C/20h.

Pasado el tiempo de incubacion se aislaron de cada muestra 10 colonias
fermentadoras de lactosa y 10 colonias no fermentadoras de glucosa. (BAM, 2001)
Se recibieron entonces aislados de colonias tipicas de estos microorganismos,

que pueden corresponder a E. coli, a Salmonella o a enterobacterias relacionadas.



Los aislados fueron colectados en los sitios que se mencionan en la tabla 5.

Tabla 5. Identificacion de las muestras de aislados de la superficie de mangos Ataulfo y Agua de una
companiia exportadora de mango de Nayarit, México.

IDENTIFICACCION DE LAS MUESTRAS ( Mangos: Ataulfo y Agua)

MR Mango de Recepcién

DL Mango Después de Lavado
DH Mr?mgo !)es_pués dfal tratamjento

Hidrotérmico e Hidroenfriado

V4 ) Mango en Zona de Tolvas
ME Mango Empacado

AP Agua de Pozo

AR Agua de Remojo
ADL Agua Después de Lavado
AHE Agua Hidroenfriado
AHT Agua Hidrotérmico




7.3 PURIFICACION DE LAS CEPAS

De los aislados de colonias tipicas se estrié en placas con Agar Gelosa Sangre
(Oxoid) y se incubaron a 37°C/24h. Posteriormente se llevo a cabo una
observacion microscoépica.

Se tomaron colonias puras y aisladas con asa estéril y se estriaron en placas de
Agar McConkey (Oxoid). Al verificar la presencia de colonias tipicas se hizo una
transferencia a tubos inclinados de Agar TSA (Oxoid) para su posterior

identificacion por el método Vitek (bioMériux) (5).

7.4 PRUEBA DE LA OXIDASA

Esta prueba se realizé previo a la identificacidon, para esta prueba se coloc6 una
muestra del crecimiento bacteriano (una colonia) en un papel filtro impregnado con
diclorohidrato de tetrametil-p-fenildiamina al 1% (reactivo de Kovacs (Oxoid)). El

cambio de color a azul - purpura en diez segundos, indicd una reaccion positiva.

7.5 IDENTIFICACION MEDIANTE EL METODO VITEK

Una vez confirmada la pureza de las cepas, cada una de ellas fue suspendida en
solucion salina estéril (0.85%) en tubos de ensaye para Vitek ajustando la
transmitancia en un valor de 0.8 (de acuerdo con las instrucciones del equipo
Vitek). Posteriormente se coloco la manguera a la tarjeta correspondiente para
cada cepa. Se utilizaron tarjetas GNI+ (Gram Negative ldentification). La charola

con las muestras y las tarjetas se colocaron dentro de una camara de vacio en el



equipo Vitek durante tres minutos para introducir la mezcla a la tarjeta por medio
de vacio. Posteriormente, se introduce cada tarjeta en la camara de corte donde
se corta la manguera con una cuchilla caliente. Se debe de asegurar que la
manguera esté bien cortada, de no ser asi, se corta con una navaja los restos de
manguera. Las tarjetas con la muestra se colocan en los rieles del equipo y se
incuban a 24 h/20°C. El equipo donde se incuban las tarjetas realiza lecturas cada
treinta minutos. El equipo compara los resultados obtenidos con su base de datos
y presenta el resultado de la identificacién con datos sobre la confiabilidad de la

misma.

7.6 TIPIFICACION DE LAS CEPAS

7.6.1 Determinacion del Patron de Sensibilidad a Antibioticos Mediante el
Método Vitek.

Al igual que para la identificacion, se prepararon tubos de ensaye con solucion
salina al 0.85%, se inocularon y se ajustaron con el nefelometro a 0.8 de
Trasmitancia; para después tomar 50uL de esta solucion que se colocaron en
otros tubos que contenian 1.8 mL de solucidn salina estéril. Posteriormente se
procedié al llenado de las tarjetas GNS (Gram Negative Sensibility) y se siguio la
misma técnica de uso del equipo Vitek que se realizd para las tarjetas de

identificacion.



Tabla 6. Tipos de antibidticos utilizados en esta prueba

GRUPO VITEK SENSIDISCOS
AMPICILINAS Ticarcilina /CA AMP (ampicilina)
AMC (amoxicilina)
B-LACTMICOS Amoxicilina / CA Piperacilina PRL (piperacilina)
Cefazolina
Cefepime
KF
CEPHEMS Ceftriaxona
(cefazolina)
Ceftazidime
Cefuroxime-axetil
CARBAPENEMS Meropenem

AMINOGLUCOSIDOS

Gentamicina

Amikacina

GN (gentamicina)

TETRACICLINAS

TE ( tetraciclina)

FLUOROQUINOLONAS

Ciprofloxacina
Norfloxacina

Ofloxacina

FOLATE PATHWAY

INHIBITORS

Trimetoprime

Trimetil-sulfa

W (trimetoprime)

S3 (sulfametoxazol)

PHENICOLS

C (cloranfenicol)

NITROFURANTOINAS

Nitrofurantoina




7.6.2 Serotipificacion

Se llevo a cabo de acuerdo con los métodos establecidos por Orskov y Orskov,
(1984) (53). Se realizaron reacciones de aglutinaciéon para determinar tanto el
antigeno somatico (O) como el flagelar (H), usando los sueros especificos

SERUNAM (Departamento de Salud Publica, Facultad de Medicina, UNAM).

7.6.2.1 Determinacion del antigeno somatico para Escherichia coli.

Para esta determinacion se sembr6 en tubos inclinados de TSA una colonia de E.
coli tomada de placa de TSA (Oxoid) con asa estéril. Se incubé 37°C/24h.
Posteriormente se agregaron 10 mL de solucion salina a cada tubo de TSA. Se
homogenizé6 y se transfiri6 a otro tubo de ensaye etiquetado con cinta tipo
masking tape. Después de ello se sometid a un efluente de vapor (105-110°C)
durante 60 minutos. Se dejo enfriar y se agregaron aproximadamente 10 mL de
formalina (0.06%) a cada tubo [la finalidad es diluir el antigeno y conservarlo].
Cada tubo se tapo con parafilm y se conservo a temperatura ambiente.

Por cada cepa, se utilizaron 3 placas de plastico con 96 pozos donde se colocaron
los sueros especificos (175 RAC) ademas del antigeno (50uL de cada uno). Las
placas se cubrieron con papel plastico y se incubaron a 50°C/24h.

El reporte de la aglutinaciéon de cada pozo (si la hubo) se marcé desde +1 hasta
+4 dependiendo la intensidad de dicha aglutinacién. En aquellos en los que se

observo reaccion se realizo el ensayo de titulacion utilizando sueros homaologos.



7.6.2.1.1 Determinacion de la reaccion con sueros homologos.

De cada uno de los sueros seleccionados con los que se observo reaccion, se
colocaron 100 pL (sueros diluidos 1:100) en la primera linea de la microplaca de
96 pozos (A) y al resto (B-H) 50 pL de solucion salina 0.85%. A partir de los sueros
colocados en la primera linea de la microplaca (A) se tomaron 50uL y se realizaron
diluciones al doble (1:200 hasta 1:12800), desechando la ultima alicuota. Una vez
realizadas las diluciones se agregaron 50 pL del antigeno a evaluar, las
microplacas se cubrieron perfectamente con plastico adherente y se incubaron a
50°C durante 24 horas. Después del periodo de incubaciéon se efectud la lectura
de cada una de las placas, la intensidad de la reaccién de la aglutinacion se
determind, cuando se cuantificé arbitrariamente de +1 a +4 con los sueros en los
que se observd aglutinacion. Se seleccionaron los sueros que presentaron la
reaccion de aglutinacion con la mayor dilucion a la reportada o bien cercana a
eésta.

Por lo general después de esta accion, se lleva a cabo la confirmacién del
serogrupo por medio del uso de sueros puros sin embargo, en este caso en que
teniamos dos cepas de E. coli, ambas dieron positivo para el mismo suero sin
tener aglutinacién con ninguno otro por lo tanto, no fue necesario utilizar los

Sueros puros.



7.6.2.2 Determinacion del antigeno flagelar para Escherichia coli.

Para llevar a cabo esta determinacion se prepararon tubos con 1g de biotriptasa
en 50mL de agua destilada. Una vez que este medio se esterilizd, se tomaron
10mL y se transfirieron a otros tubos de ensaye.

Con asa estéril se tom6 una asada del crecimiento de la E. coli en el medio
semisolido de TSA (el cual estuvo en incubacion de 30°C/360h). Se incubd a
30°C/24h. Posteriormente se agregd formalina a cada uno de los tubos y se
homogenizaron.

Al igual que para el antigeno somatico se utilizaron microplacas de 96 pozos. Se
colocaron 50 pL de cada uno de los diferentes sueros a probar (56 RAC) y 50 uL
del antigeno obtenido. Las microplacas, se cubrieron perfectamente con plastico
adherente, una por una y se incubaron a 50°C durante 2 horas. La lectura de las
microplacas se efectud después del tiempo de incubacién y en los pozos en los
que se observo aglutinacion se determind la intensidad, asignando de 1+ a 4+. Los
sueros en los cuales se observo aglutinacién se seleccionaron para realizar el

ensayo con sueros homologos.

7.6.2.2.1 Determinacion de la reaccién con Sueros Homélogos

De los sueros seleccionados (diluidos 1:100), se colocaron 100 pL en la primera
linea de la microplaca de 96 pozos (A) y al resto (B-H) 50 pyL de solucién salina
0.85%. Partiendo de los 100 yL de suero a probar (A), se tomaron 50 uL y se

realizaron diluciones al doble (1:200 hasta 1:12800) y se desechd la ultima



alicuota. Una vez realizadas las diluciones se agregaron 50 uL del antigeno a
evaluar. Las microplacas, se cubrieron con plastico adherente, una a una y se
incubaron a 50°C durante 2 horas. La lectura se efectu6 de la forma mencionada
anteriormente. Partiendo de estos resultados se seleccionaron los sueros que
presentaban aglutinaciéon con la dilucidon superior a la reportada o bien cercana a
ésta. Como en el caso del antigeno somatico, por las razones ya explicadas, no

fue necesario llevar a cabo el ensayo con sueros puros.

7.6.2.3 Determinacion del antigeno somatico para Salmonella.

La biomasa de Salmonella en las placas con TSA se colocé en tubos con 0.5mL
de solucion salina. Se agregaron 10uL de formaldehido puro.

Se hicieron las pruebas de aglutinacién sobre algunos portaobjetos colocando
unos 10 pL del suero especifico y otros 15 uL del antigeno.

La aglutinacion ocurrié en el primer minuto después de hacer la mezcla sobre el

portaobjetos. Se registrd el suero con el que se obtuvo aglutinacion.

7.6.2.4 Determinacion del antigeno flagelar para Salmonella.

Primero se sembrd por picadura en medio semisélido de TSA. Se incub6 a
37°C/24h. Después de este tiempo se tomd una asada del crecimiento de la

superficie. Se sembré posteriormente en caldo BHI, se incubd a 37°C/24h.

Se agregaron 10 mL de formalina al 0.06%, se homogenizé y se colocaron 10uL

de los sueros: 1, 2, 3,4, L, EN, | y PV en cada pozo desde A1 hasta A8 de una



placa de plastico, asi como 100uL del antigeno. Se cubri6é la placa con papel
plastico y se incubé a 50°C/2h. Posteriormente se hace la lectura de la

aglutinacion.

7.7 VIROTIPIFICACION DE LAS CEPAS DE ESCHERICHIA COLL.

7.7.1 Extraccion de DNA

Una vez que se aseguro la pureza de las cepas de E. coli se realizé la extraccion
del material genético.

Se colocaron aproximadamente 500 yL de amortiguador TES (Tris-EDTA-cloruro
de sodio) en microtubos estériles en los cuales se resuspendié con asa estéril
aproximadamente una asada del tamafio de un grano de arroz del crecimiento del
microorganismo obtenido en el agar Soya Tripticaseina (TSA).

A esta mezcla se agregaron 20 pL de lisozima (10mg/ yL) y se incubaron a 37°C
(Felisa termo bafio) en un bafio de agua por 15 minutos o bien un maximo de 60
minutos, hasta observar viscosidad. Posteriormente se agregaron 8 uL de pronasa
(20mg/ uL) y 8 yL de RNAasa (10mg/ pL), la mezcla se agitdé vigorosamente y se
incubd a 65°C por 60 minutos en un bano de agua. Al término de este tiempo se
agregaron 120 pL de SDS (10% p/v), se agitd vigorosamente y se incub6 a 65°C
por diez minutos en un bano de agua. Al término, la mezcla de reaccion se dej6
enfriar y se adicionaron 600 pyL de fenol-cloroformo (Sigma cat P4557), se agitd
vigorosamente (extraccién) hasta formar una emulsidon blanca, después se

centrifugd (centrifuga HERMLE Z160M) por 10 minutos a 5000 r.p.m. y se observd



la formacion de tres capas, se extrajo la primera de ellas y se colocd en un
microtubo estéril, las dos capas de abajo se desecharon. A esta primera capa se
le adicioné 1mL de etanol (96%) frio (J.T. Baker 9401-03), se agité suavemente y
se centrifugd a 14000 r.p.m. por 10 minutos, al término de este tiempo y con
mucho cuidado se retiré el etanol y el tubo eppendorf se invirtié sosteniéndolo en
una superficie y se dejo secar toda la noche, posteriormente se adicionaron 50 uL
de agua destilada estéril, se dejé hidratar por 2 minutos y se agito.

Los productos de la extraccion se visualizaron a través de un gel de azarosa al
1.8%. Para ello, se pesaron 0.81g de agarosa (Boehringer Manheim cat
13889991) y se agregaron 45 mL de amortiguador TBE 1X, se introdujeron al
horno de microondas por 1 minuto, la mezcla se dej6 enfriar hasta
aproximadamente 50°C y se viertié en un acrilico, a éste se le introdujo un peine
para la formacion de pozos donde posteriormente se cargaron las muestras.

Una vez gelificado, se cargaron 2 pyL de muestra mezclados con 2 uL de
amortiguador TBE 1X Y 2 MI de azul de bromofenol, el gel se colocd en una
camara de electroforesis (Pharmacia Biotech GNA 100) y se recubri
completamente con amortiguador TBE. Posteriormente, se conecté a una fuente
de poder (BIORAD) y se aplicé un voltaje de 65V por un periodo de 60 minutos, al
término de este tiempo, el gel se reveld con bromuro de etidio (5 pg/ pL) y el gel se

observo usando un equipo Fluor-S (BIORAD).



7.7.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (para cepas de E. coli)

Se llevé a cabo una técnica de PCR mudltiple, para buscar la presencia de los
genes de patogenicidad que corresponden a diferentes grupos de E. coli. Los

genes buscados se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Genes correspondientes a cada grupo de E. coli.

Grupo de Escherichia coli Genes
ETEC It, st
EPEC eaeA, bfpA
EIEC lal
EHEC Stxy, Stxo

Para este ensayo de PCR se utilizaron las siguientes cepas como controles
positivos: ETEC O78:H11, EPEC 0127:H6, EHEC O157:H7 ATCC 4076 Y EIEC

024: NM y como control negativo E. coli K12.

Los reactivos utilizados para la PCR son los siguientes: amortiguador (Tris-HCI
[10mM,pH 8.3], KCI [50mM]), MgCl, [2mM], dNTP’s (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
[200mM], Taq polimerasa nviTrocen) [0.5U/23puL], oligos o iniciadores (40) los
cuales se muestran en la tabla 5, lisado bacteriano y agua desinonizada estéril. La
PCR se llevo a cabo usando el termociclador Gene Amp (Applied Biosystem) con
las condiciones que se muestran en la figura 5. Las condiciones de la reacciéon de

PCR se muestran en la tabla 8 (12).




Figura 5. Ciclos de la PCR.
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Tabla 8. Ciclos de la PCR.
Ciclo Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 94°C 5 min
Alineacion 50°C 2 min
Amplificacion 72°C 45 seg h
94°C 45 seg \ 35 ciclos
50°C 45 seg
V
Extension final 72°C 10 min
Enfriamiento 4°C o0

Los volumenes y concentraciones utilizados de cada reactivo se muestran en la

tabla 9.



Tabla 9. Reactivos para PCR.

Reactivo Concentracion Volumen
Buffer (amortiguador) 10X 2.5uL
MgCI2 2mM 1.0 uL
dNTP’s 200mM 2.0 uL
OligoR 20ppm/uL 1.75 uL
Oligo F 20ppm/uL 1.75 uL
Taq polimerasa 0.5U/23uL 0.2 uL
Agua destilada estéril 13.9 uL
Lisado bacteriano (DNA) 2.0 uL
Tabla 10. Iniciadores utilizados para la reaccion en cadena de la polimerasa.
Iniciador en la
Cepa de o Tamafio del mezcla de
o . Gen Iniciadores . N
Escherichia coli amplificado (pb) reaccion
(pmol)
ETEC F:5°"GGC GAC AGA TTA TAC CGT GC3’ 450 50
O78;H11 It R:5'CGG TCT CTATAT TCC CTG TT3’ '
ETEC F:5'ATT TTT CTT TCT GTATTG TCT T3” 190 6.47
O78:HAA st R5'CAC CCG GTA CAAGCA GGATT3’ '
EPEC F:5°'AAT GGT GCT TGC GCT TGC TGC3’
bfpA ] . 324 2.5
0127:H6 R:5" GCC GCT TTATCC AAC CTG GTA3
EPEC F:5°GAC CCG GCA CAA GCA RAA GC3’
0127:H6 R:5°CCA CCT GCA GCA ACA AGA CC3
EHEC F:5°CTG GAT TTA ATG TGG CAT AGT G3’ 150 3.88
0157:H7 stxl R:5"AGA ACG CCC ACT GAG ATC ATC3’ '
EHEC F:5°GGC ATC GTC TGA AAC TGC TCC3’ 055 5
0157:H7 Stx2 R:5"TCG CCA GTT ATC TGA CAT TCT3’ '
EIEC F:5°GGT ATG ATG ATG ATG AGT CCA3’
650 10.25

0124:NM

ial

R:3'GGA GGC CAACAATTATTT CC3’




ETEC: Escherichia coli enterotoxigénica

EPEC: Escherichia coli enteropatégena

EHEC: Escherichia coli enterohemorragica

EIEC: Escherichia coli enteroinvasiva

It: Gen que codifica para la toxina termolabil en el grupo de Escherichia coli
enterotoxigénica

st: Gen que codifica para la toxina termoestable en el grupo de Escherichia coli
enterotoxigénica

bfpA: Gen que codifica para los pilis formadores de haces en el grupo de
Escherichia coli enteropatdégena

eaeA: Gen que codifica para la intimina en los grupos de Escherichia coli
enteropatdgena y enterohemorragica

stx1l: Gen que codifica para la toxina semejante a la Shiga tipo | en el grupo de
Escherichia coli enterohemorragica

stx2: Gen que codifica para la toxina semejante a la Shiga tipo Il en el grupo de
Escherichia coli enterohemorragica

ial: Gen que codifica para una invasina en el grupo de Escherichia coli

enteroinvasiva (40).



7.8 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE FORMACION DE

BIOPELICULAS.

Se utilizaron las cepas correspondientes a E. coli, Salmonella y Enterobacter

cloacae.

7.8.1 Preparacion del Inéculo.

Se verifico la pureza de cada cepa, sembrandolas por aislamiento en Agar Gelosa
Sangre (Oxoid) se incubé a 37°C por 24 h, posteriormente se sembrd por
aislamiento en Agar MacConkey (Oxoid) y se incub6 a 37°C por 24 h y de ahi se
sembrd por estria abierta en Agar TSA (Agar Soya Tripticaseina (Oxoid)) y se
incubd a 37°C por 24 h.

En solucion salina al 0.85% se ajusté al 0.5 de MacFarland (nefelometro) con las

cepas incubadas previamente.

7.8.2 Ensayo con placas de poliestireno

Se colocdé 1 mL de medio MEM con 0.45 de glucosa (Gibco) en cada pozo de una
placa de poliestrireno (Costar® Cell Culture Cluster). En cada pozo se colocaron
100 pL de la suspension bacteriana, se realizaron 3 pozos por cepa, dejando un
pozo con el medio sin indculo como blanco. Se incubo6 a 37°C por 48h.

Posteriormente se retir6 el medio de cada pozo y se lavdé con agua destilada

estéril 3 veces. Se tid con cristal violeta cada pozo y se lavo con agua destilada



estéril 3 veces mas. El cristal violeta se extrajo con 1 mL de alcohol etilico al 96%
dejandolo actuar por 3 minutos y lavandolo 3 veces antes de medir la absorbancia.
Se midio la absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro (Perkin EImer UV/VIS

Lambda Bio 20) con un blanco de alcohol etilico al 96%.

7.8.3 Determinacion de la Capacidad de Formacion de Biopeliculas.

Para determinar la capacidad de adherencia, se utilizé la lectura de absorbancia
de las muestras. Los intervalos se determinaron de acuerdo con este valor. Si el
valor obtenido por una muestra es igual o menor al valor obtenido del control se
determina que no hay adherencia, si el valor obtenido de una muestra es el doble
del blanco una unidad por arriba del blanco se marca con una cruz y se considera
que es formadora de biopelicula.

Si el valor de la muestra se encuentra entre el cuadruple del valor y el doble del
valor mas una unidad se marca con dos cruces, si el valor de la muestra es mayor
del cuadruple del valor del control mas una unidad se considera formadora de

biopelicula pesada.



Tabla 11. Férmulas para calcular la formacion de biopeliculas

Formacion de
Valor de lectura Marca
biopelicula
OD< ODc No formadora [0]
ODc < 0D <2 0Dc Ligera [+]
2 ODc <0OD <£40Dc Media [++]
4 ODc<0OD Pesada [+++]

OD: Densidad 6ptica de la muestra.

ODc: Densidad optica del blanco.




Materiales y Métodos




8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 IDENTIFICACION DE LAS CEPAS PROVENIENTES DE TEPIC,

NAYARIT.

Se recibieron de la compania empacadora aislados que correspondian de manera
presuntiva a colonias tipicas para Salmonella o para Escherichia coli, las cuales
fueron sembradas para su conservacion en tubos con agar tripticaseina de soya
[TSA].

De los 50 aislados que se recibieron, se recuperaron 47 después de sembrar en
agar gelosa sangre. Del crecimiento dado en gelosa-sangre se resembraron
colonias aisladas en placas con agar McConkey. Se incubaron por 24 horas a
37°C. De las colonias que crecieron en las placas con agar McConkey se
resembraron algunas de ellas para hacer la siembra en placas con TSA pudiendo
recuperar después de 24 horas de estar incubadas a 37°C, 46 de las 47 colonias
recuperadas inicialmente. Por lo tanto, se trabajo con 46 cepas en este estudio.
Estas cepas fueron acondicionadas [como se menciona en el apartado de
materiales y métodos] para que fueran identificadas por el equipo automatizado
Vitek, el cual consiste en la aplicacion de pruebas bioquimicas de manera
simultanea para lograr la identificacion de los microorganismos en estudio.

Los resultados arrojados por el equipo Vitek se muestran en la tabla 12.



Tabla 12. Resultados obtenidos después de la lectura de pruebas bioquimicas hecha por el equipo
automatizado Vitek, sitios de aislamiento y resultado de la prueba de la oxidasa.

Microorganismo ldentificado Sitio de Aislamiento Oxidasa
No. de cepa
1 Enterobacter cloacae AHE ()
2 Citrobacter freundi complex AHE ()
3 Escherichia coli AHT ()
4 Escherichia coli AHT (=)
5 Enterobacter cloacae AP ()
6 Klebsiella pneumoniae DLS ()
7 Enterobacter cloacae T ()
8 Klebsiella pneumoniae SDL ()
9 Pseudomonas stutzeri T (+)
10 NO IDENTIFICADO DL (-)
11 Pseudomonas stutzeri DH (+)
12 Enterobacter cloacae AHE ()
13 Enterobacter cloacae AP ()
14 Pseudomonas stutzeri DH (+)
15 Pseudomonas stutzeri DH (+)
16 Klebsiella pneumoniae AHT (-)
17 Klebsiella pneumoniae T ()
18 Citrobacter freundi complex MR (-)
19 Enterobacter cloacae ZT (-)
20 Enterobacter cloacae DH ()
21 Enterobacter cloacae DL ()
22 Enterobacter aerogenes ME ()
23 Enterobacter cloacae ME ()
24 Salmonella especies MR (=)
25 Enterobacter cloacae T ()
26 Citrobacter amalonaticus DL ()
27 NO IDENTIFICADO DH ()
28 Enterobacter cloacae MR ()
29 Citrobacter freundi complex MR (-)
30 NO IDENTIFICADO MR (=)
31 Enterobacter hormaechei MR ()
32 Klebsiella pneumoniae ME (-)
33 Klebsiella pneumoniae DL ()
34 Enterobacter cloacae DH ()
35 Enterobacter cloacae T ()
36 Klebsiella pneumoniae DL ()
37 Klebsiella pneumoniae DL (-)
38 NO IDENTIFICADO ME ()
39 Enterobacter aerogenes ME (-)
40 Citrobacter freundi complex ME ()
41 NO IDENTIFICADO T (+)
42 Klebsiella pneumoniae T ()
43 Pseudomonas aeuriginosa DL (+)
44 Pseudomonas aeuriginosa EMR 2 (+)
45 Acinetobacter calcoaceticus-baumanii complex DH ()
46 NO IDENTIFICADO DL (+)




Tabla 13. Claves de los sitios de aislamiento

IDENTIFICACCION DE LAS MUESTRAS ( Mango Ataulfo y agua)
MR Mango de Recepcion
DL Mango Después de Lavado
DH Mgngo Pes_pués dgl tratamjento

Hidrotérmico e Hidroenfriado

ZT Mango en Zona de Tolvas
ME Mango Empacado
AP Agua de Pozo
AR Agua de Remojo
ADL Agua Después de Lavado
AHE Agua Hidroenfriado
AHT Agua Hidrotérmico

Del total de cepas, seis [13%] no pudieron ser identificadas, por lo que Uunicamente
se contd con 40 que si fueron identificadas, lo que representa el 87%.

Para fines practicos, estas 40 cepas identificadas ahora representan el 100% de
cepas. En la tabla 3, se presentan los porcentajes correspondientes a la cantidad
de veces en que aparece un microorganismo en la tabla 12, tomando 40 como el

100%.



Tabla 14. Numero y Porcentaje de microorganismos identificados por el equipo automatizado Vitek.

Microorganismo identificado Numero Porcentaje
Enterobacter cloacae 13 32.5
Klebsiella pneumoniae 9 22.5
Citrobacter freundi complex 4 10.0
Pseudomonas stutzeri 4 10.0
Escherichia coli 2 5.0
Pseudomonas aeruginosa 2 5.0
Enterobacter aerogenes 2 5.0
Salmonella especies 1 2.5
Citrobacter amalonaticus 1 25
Enterobacter hormaechei 1 25
Acinetobacter calcoaceticus-baumanii complex 1 25

Para confirmar que se trataba de enterobacterias (oxidasa negativa) se realizé la
prueba de la oxidasa para cada una de las cepas. Cuarenta de las cepas
resultaron negativas a esta prueba mientras que seis de ellas fueron positivas.

Este resultado se muestra también en la tabla12.




En la tabla 15 se muestran los organismos presentes en cada uno de los sitios de

muestreo.

Tabla 15. Sitios de muestreo y nimero de microorganismos aislados

Sitio De Muestreo

Microorganismo identificado

No. de
aislados

Mango de Recepcion

Citrobacter freundii cpx

Salmonella spp

Enterobacter cloacae

Enterobacter hormachei

Pseudomonas aeruginosa

Agua de Pozo

Enterobacter cloacae

Mango después de Lavado

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter cloacae

Citrobacter amalonaticus

Pseudomonas aeruginosa

=R LD DN === =N

Agua de Remojo

No se identificaron

Agua después de Lavado

No se identificaron

Mango después tratamiento
Hidrotérmico e Hidroenfriado

Pseudomonas stutzeri

Enterobacter cloacae

Acinetobacter calcoaceticus baumanii cpx

Agua Hidrotérmico

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Agua Hidroenfriado

Enterobacter cloacae

Citrobacter freundi cpx

Mango Zona de Tolvas

Enterobacter cloacae

Pseudomonas stutzeri

Klebsiella pneumoniae

Mango Empacado

Enterobacter cloacae

Enterobacter aerogenes

Klebsiella pneumoniae

Citrobacter freundi cpx

alalNaN s el =N =N w




8.1.1 Importancia de las bacterias encontradas en la superficie del mango.

8.1.1.1 Género Enterobacter

Enterobacter cloacae ocup6 el primer lugar de cepas presentes en el proceso con
un 32.5% predominando en la zona de tolvas con 4 cepas detectadas. También
fue detectado en el mango de recepcioén (1 cepa), en el agua de pozo (2 cepas),
en el mango después de lavado (1 cepa), por lo que probablemente la
contaminacién se da desde de la huerta. Posiblemente dentro del proceso hay otra
fuente de contaminacion ya que esta bacteria vuelve a aparecer en el mango
después de los tratamientos hidrotérmico e hidroenfriado (2 cepas), en el agua de
hidroenfriado (1 cepa) y en el mango empacado (1 cepa).

Enterobacter cloacae es un microorganismo patégeno oportunista, se encuentra
ampliamente distribuida en el agua, los afluentes cloacales, la tierra y los
vegetales. Es parte de la biota comensal entérica y se cree que no causa diarrea.
En pacientes con baja resistencia a infecciones como son infecciones croénicas,
cancer o diabetes Enterobacter cloacae es considerado como patégeno (s1). La
presencia de esta enterobacteria es relevante sobre todo en productos carnicos,
debido a la produccion de histaminas (72). Sin embargo se le considera un
patdgeno potencial transmitido por una variedad de alimentos. Se le ha detectado
en lechuga y carne (s8), en alimentos preparados (39), en pescado y leche(2). Su
presencia en alimentos es indicadora de malas practicas de higiene en la
elaboracién de los mismos (63).

Enterobacter aerogenes también es un patégeno oportunista. Esta asociado con

infecciones nosocomiales, incluyendo infecciones en el tracto urinario y



bacteremia 41). Su presencia en este trabajo fue de 5% en el mango empacado
por ello, es probable que la contaminacién ocurra también por las manos de los

trabajadores, ya que en el proceso anterior al empacado del mango no se detecté.

8.1.1.2 Género Klebsiella

Klebsiella pneumoniae tuvo una presencia de 22.5% con un numero mayor de
cepas con 5 cepas detectadas en el mango después de lavado lo cual nos indica
que la posible fuente de contaminacion es el agua con la que se lava el mango.
Después de este punto no se detecta hasta el agua de tratamiento de hidrotérmico
(1 cepa), la zona de tolvas (2 cepas) y en el mango empacado con 1 cepa.
Klebsiella pneumoniae es una bacteria que causa gastroenteritis con rapida
disfunciéon de los organos gastrointestinales. Se ha detectado en diversos
alimentos de origen animal y vegetal, en hamburguesas 1), en jugos de frutas (22),
en leche cruda, pasteurizada y acidificada (Gran y cols. 2003), ademas en lechuga
y carnees). Su presencia en alimentos es considerada como indicativo de malas

practicas higiénicas (63).

8.1.1.3 Género Citrobacter

Citrobacter es considerado un patégeno potencial en alimentos, puede causar
enfermedades si es consumido en alimentos contaminados. Citrobacter freundi ha
sido aislado de productos carnicos 36), de leche pasteurizada y pescado (37).
Citrobacter freundi fue detectado en un 10% en: mango de recepcion (2 cepas),

agua del tratamiento de hidroenfriado (1 cepa) y en el mango empacado (1 cepa).



Lo anterior muestra que la contaminacion con este microorganismo esta en el
mango desde la huerta, posteriormente no se detecta hasta llegar al agua de
tratamiento de hidroenfriado por lo que presumiblemente el agua es la fuente de
contaminacion y su presencia en el mango empacado habla de que las manos de

los trabajadores podria ser la otra fuente de contaminacion.

8.1.1.4 Género Pseudomonas

Las propiedades de algunas especies de Pseudomonas que las hacen
importantes en los alimentos son: su capacidad para producir diversas sustancias
que influyen desfavorablemente en el sabor, la actividad proteolitica o lipolitica de
algunas especies, su tendencia aerobia les permite un crecimiento rapido y
generar productos de oxidacién y mucosidad en superficies de alimentos, entre
otras (20).

Pseudomonas aeruginosa es considerada como un microorganismo con alto nivel
de virulencia y de importancia clinica también alta (2e).

Pseudomonas stutzeri se detecté en el mango después de los tratamientos
hidrotérmico e hidroenfriado (3 cepas) y en la zona de tolvas (1 cepa) mientras
que Pseudomonas aeruginosa en el mango de recepcion (1 cepa) y en el mango

después de lavado (1 cepa).

8.1.1.5 Escherichia coli

Esta especie, que incluye cepas patogenas fue detectada en el agua del

tratamiento hidrotérmico (2 cepas). El hecho de haber sido localizado en este



punto nos indica como probable fuente contaminaciéon el agua para este
tratamiento. La presencia de E. coli ya no fue detectada en ningun otro sitio del

proceso.

8.1.1.6 Salmonella

Unicamente se detectd una cepa de Salmonella en el mango de recepcion, por lo
tanto, esto sugiere que el mango ya estaba contaminado desde la precosecha. No

fue detectado en ninguna otra parte del proceso.

8.1.1.7 Contaminacion en mango y otros productos frescos

En relacion a la presencia de microorganismos detectados en mango, no se
encuentran reportes en numeros elevados, sin embargo, en un trabajo realizado
por Branquinho y colaboradores ), en el cual utilizaron mangos de la variedad
Tommy Atkins fue detectada la presencia de Salmonella en la superficie, la cual
ademas, presenta penetracion de la cascara a la carne del mango, esto sucede
después del tratamiento hidrotérmico por el que pasan los mangos.

Ellos plantean que la presencia de Salmonella en productos frescos es indicadora
de que la cosecha, el proceso y/o la distribucién bajo condiciones inadecuadas de
higiene, son factores que contribuyen a la presencia de microorganismos
contaminantes.

También hacen referencia de que estudios previos han demostrado que
Salmonella es capaz de crecer en meldn, jitomate y fresas, ademas de la

sobrevivencia de cepas de E. coli O157:H7 en manzanas.



En relacién a reportes de contaminacion de otros productos frescos se puede
mencionar lo siguiente: un estudio llevado a cabo en el Estado de Puebla, México,
especificamente en las regiones de Atlixco y Huaquechula caracterizados por el
cultivo de maiz, frijol, trigo, cebada, cacahuate, lechuga vy cebolla entre otros,
revelé utilizando como producto indicador la lechuga, la presencia de
microorganismos indicadores de contaminacion fecal como son: Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Enterobacter agglomerans y Citrobacter ademas, de la

deteccion de cepas de Shigella sp. (60).

En otro estudio llevado a cabo en el Estado de Sinaloa, México, se realizé un
muestreo en los principales centros comerciales de las ciudades de Guasave y
Los Mochis, Sinaloa; analizando 80 frutas y hortalizas de consumo en fresco
utilizando la técnica de PCR simple.

Los resultados arrojaron la presencia de Shigella en cilantro y rabano (s7).
Castro-Rosas y colaboradores (8 reportaron la presencia de de cepas de
Escherichia coli y de Salmonella en muestras de jugo de betabel colectadas en la
ciudad de Pachuca en el Estado de Hidalgo, México. Dicho muestreo fue realizado
en mercados publicos y puestos ambulantes. A pesar de que dichos
microorganismos estuvieron presentes en indices bajos, su presencia sugiere una
bebida de riesgo para la poblacién.

En otro estudio realizado por Castro-Rosas y colaboradores también en el Estado
de Hidalgo, fueron muestreadas 130 ensaladas de verduras crudas listas para su

consumo recolectadas en restaurantes de diversos niveles de higiene, detectando



la presencia de cepas de Escherichia coli que pertenecen a los grupos patégenos

de ETEC, STEC vy EIEC (7).

8.2 SEROTIPIFICACION

Dentro de la poblacién de microorganismos aislados se identificaron las cepas
nuamero 3 y 4 como Escherichia coli y la cepa 24 como Salmonella.

Para determinar si las cepas de Escherichia coli pertenecen a alguno de los
grupos patégenos reportados [EHEC, ETEC, EIEC, EPEC] se llevé a cabo una
tipificacion serologica. La cepa de Salmonella también se tipificd serolégicamente
ya que, aunque todas las cepas de Salmonella son potencialmente patégenas era
importante conocer su serotipo ya que éste puede dar informacién sobre la fuente
de contaminacion. En la tabla 16, se muestran las cepas a las cuales se les realizo

la tipificacion seroldgica.

Tabla 16. Claves de serologia

Microor_g_anismo Clave de Serologia NGmero de cepa
Identificado (FMU)
Escherichia coli 3A-3-1/111817 3
Escherichia coli 4A-4-1/111818 4
Salmonella especies 23A-241/111819 24

FMU = Facultad de Medicina UNAM



8.2.1 Serotipificacion de E. coli

Los resultados obtenidos después de realizar la serotipificacion para Escherichia

coli se muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Serotipificacion para Escherichia coli.

. . Titulo .
Cepa Antigeno Suero Titulo Homologo Serotipo
3 O 139 1:200 1:3200 )
3 H 26 1:400 1:1600 O139:H26
4 @] 139 1:100 1:3200
4 H 26 1:400 1:1600 O139:H26

Por lo tanto, el serotipo para ambas cepas de Escherichia coli es:

Escherichia coli O139:H26, que es reportada como patdégena perteneciente al

grupo de E. coli enterotoxigénica [ETEC] (59).

8.2.2 Serotipificacion de Salmonella

Los resultados obtenidos por serotipificacion para Salmonella se muestran en la
tabla 18.

Tabla 18. Serotipificacion para Salmonella.

Cepa Antigeno Suero Serotipo
24 O 11
O11:H4H>;3
24 H Z4Z23




La cepa de Salmonella no presentd aglutinacién con los sueros mas comunes y
mas usados: Polivalente, que contiene los grupos A, B, D, E1, E2, E3, E4 y L, el
suero C y los serogrupos 56, 57, 58, 60 y 61. Fue entonces necesario usar los
sueros C, F, G, H, poli A y poli B; obteniendo un resultado positivo con el F, cuyo

serogrupo es el O11.

Respecto al antigeno flagelar de Salmonella, también fue necesaria la aplicacién
de mas de un ensayo, ya que resultaba dificil encontrar los sueros con que se
daba la aglutinacion, debido a que la cepa esta no presentaba la fase Il de
crecimiento. Para esta determinacién se utilizaron los sueros: Z, Z4, Z4Z54, Z10, Z13,
Zo3, Zos, L9, Z32, Z3s, Za1, Z24 Y poli C, obteniendo resultados positivos para los
sueros Z4Zz3.

Varios antigenos flagelares se expresan en diferentes fases, algunos serotipos
son difasicos (expresan dos antigenos flagelares) y algunos otros (en menor
proporcion) son monofasicos (expresan un antigeno flagelar). Segun datos
reportados (67) el antigeno flagelar encontrado en fase 1 (Z4Z23), como el
identificado en este trabajo, corresponde a la serovariedad Parera por lo tanto, el
serotipo para la Salmonella identificada es: Salmonella O11: H Z4Z,3, que esta

reportada como Salmonella Parera IV (30).



8.3 VIROTIPIFICACION

8.3.1 Deteccion de Genes de Virulencia de las Cepas Aisladas de Escherichia
coli, mediante PCR Multiple.

Es necesario realizar la deteccidon de genes de virulencia en las cepas de
Escherichia coli ya que la determinacién seroldgica del antigeno somatico (O), no
es suficiente para identificar a una cepa como diarreica, porque en muchos casos

no existe una correlacion con la presencia de los factores de virulencia (71).

Al llevar a cabo los ensayos de PCR para buscar los genes asociados a la
patogenicidad, no unicamente los hicimos con los genes LT y ST, que
corresponden al grupo enterotoxigénico también, se buscaron otros genes (eaeA,

stx1, stx2, bfpA, ial) que corresponden a los otros grupos de E. coli.

Después de realizado el PCR multiple, las bandas que se encontraron tanto en la
mezcla de los siete genes buscados, como en los ensayos realizados con ellos de
manera individual resultaron ser inespecificas, es decir, las bandas encontradas
no corresponden al peso molecular de ninguno de los genes, como se puede
observar en la figura 6. Esto se pudo establecer al comparar las bandas obtenidas

de cada muestra contra las bandas correspondientes a los controles positivos.



Resultados y Discusién

eaeA — 384 bp

It - 450 bp
bfpA - 324 bp

st - 190 bp ial - 650 bp

stx2 - 255 bp
stx1 - 150 bp

Figura 6. PCR multiple de E. coli. Se utilizé un marcador molecular de 123 pares de bases el cual se localiza
en los carriles marcados con MM, la cepa nimero 3 de E. coli se encuentra en los carriles1, 4, 8,1 3, 18, 21y
25. La cepa numero 4 de E. coli se localiza en los carriles 2, 5, 14, 19, 22 y 26. El control positivo para el It
(ETEC) esta en el carril 3. En los carriles 6 y 7 estan los controles positivos para st (ETEC). Los controles
positivos para eaeA (EPEC) estan en 10, 11 y 12. En los carriles 15, 16 y 17 estan los controles positivos para
bfpA (EPEC). El control positivo para stx; (EHEC) se ubica en el carril 20. En los carriles 23 y 24 encontramos
los controles positivos para stx; (EHEC). Por udltimo en el carril 27 se localiza el control positivo para ial

(EIEC).

De acuerdo con la figura 2 vemos que ninguna de las dos cepas de E. coli amplificé para los genes de
patogenicidad. Las bandas que se observan en los carriles donde estan las muestras de E. coli son

inespecificas en relacion con las bandas que amplifican para cada uno de los genes.



Lo anterior se corrobora con los pesos obtenidos de las bandas que aparecen en
los carriles en donde se encuentran las muestras de E. coli los cuales se muestran

en la tabla 19.

Tabla 19. Pesos de bandas en PCR muiltiple de E. coli

No. de carril Peso de la(s) banda(s)

4 451

8 241.3
13 451

14 451

18 374.9
19 519.3
21 189.2
22 329.6
25 270.6
26 2688.4

Con lo anterior se puede establecer que aunque el serogrupo de las cepas de E.
coli indique que éstas pertenecen al grupo de ETEC (Escherichia coli
enterotoxigénica), su patogenicidad se encuentra en un status de potencial, ya que
aunque no se detectaron los genes correspondientes a cada uno de los grupos
patdgenos de E. coli no se puede asegurar que estas cepas no sean patégenas o

no representen un peligro a la salud (s4).



8.4 PERFILES DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS.

Los resultados de sensibilidad a antibidticos de las cepas identificadas se

muestran en la tabla 20.



Tabla 20. Resultados de sensibilidad a antibidticos.

# de cepa

2

6

8

9

11

14

15

16

microorganismo

Citrobacter freundi
cpX

K.
pneumoniae

K.
pneumoniae

Pseudomonas
stutzeri

Pseudomonas
stutzeri

Pseudomonas
stutzeri

Pseudomonas
stutzeri

K. pneumoniae

antibiotico

Amikacin

w

w

Amoxicillin/CA

w

(0)]

Cefazolin

Cefepime

Ceftazidime

Ceftriaxone

Cefuroxime-
sodium

Cefuroxime-axetil

Ciprofloxacin

Gentamicin

Meropenem

O n o O 0O nn

Nitrofurantoin

Norfloxacin

Ofloxacin

Piperacillin

Ticarcillin/CA

Trimeth-sulfa
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Tabla 20. Continuacién

# de cepa

17

18

22

26

29

31

32

33

microorganismo

K. pneumoniae

Citrobacter freundi
cpXx

E. aerogenes

Citrobacter
amalonaticus

Citrobacter
freundi cpx

E. hormachei

K.
pneumoniae

K.
pneumoniae

antibiético

Amikacin

Amoxicillin/CA

Cefazolin

Cefepime

Ceftazidime

Ceftriaxone

Oin n| o Ol w

Cefuroxime-
sodium

| nn n| o0

Cefuroxime-axetil

Ciprofloxacin

Gentamicin

Meropenem

Nitrofurantoin

Norfloxacin

Ofloxacin

Piperacillin

Ticarcillin/CA

Trimeth-sulfa
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Tabla 20. Continuacién

# de cepa 36 37 39 40 42 43

E. Citrobacter freundi

microorganismo | K. pneumoniae | K. pneumoniae
aerogenes cpXx

K. pneumoniae | Pseudomonas aeruginosa

antibiotico

Amikacin

Amoxicillin/CA

Cefazolin

Cefepime

Wl W OOl W

Ceftazidime

O | ol O 0

Ceftriaxone

Cefuroxime-
sodium

Cefuroxime-axetil

Ciprofloxacin

Gentamicin

nlinl n

Meropenem

Nitrofurantoin

Norfloxacin

Ofloxacin

Piperacillin

Ticarcillin/CA
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Tabla 20. Continuacion

# de cepa 44 45

microorganismo Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter calcoacéticus-baumanii cpx

antibiotico

Amikacin

Amoxicillin/CA

Cefazolin

Cefepime

nNnin "0 "

Ceftazidime

Ceftriaxone

Cefuroxime-sodium

Cefuroxime-axetil

Ciprofloxacin

Gentamicin

Meropenem
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Nitrofurantoin

Norfloxacin

Ofloxacin

Piperacillin

Ticarcillin/CA
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Tabla 20. Continuacién

# de cepa

24

microorganismo

E. coli

E.coli

Salmonella especies

antibiotico

Amikacin

Amoxicillin/CA

Cefazolin

Cefepime

Ceftazidime

Ceftriaxone

Cefuroxime-sodium

Cefuroxime-axetil

Ciprofloxacin

Gentamicin

Meropenem

Nitrofurantoin

Norfloxacin

Ofloxacin

Piperacillin

Ticarcillin/CA

Trimeth-sulfa
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Tabla 20. Continuacién

# de cepa

1

5

7

12

13

19

20

21

microorganismo

E. cloacae

E. cloacae

E. cloacae

E. cloacae

E. cloacae

E. cloacae

E. cloacae

E. cloacae

antibiotico

Amikacin

Amoxicillin/CA

Cefazolin

Cefepime

Ceftazidime

Ceftriaxone

(REOREOREVE R VRN

Cefuroxime-
sodium

Cefuroxime-axetil

Ciprofloxacin

Gentamicin

Meropenem

Nitrofurantoin

Norfloxacin

Ofloxacin

Piperacillin

Ticarcillin/CA

Trimeth-sulfa
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Tabla 20. Continuacion

# de cepa 23 25 28 34 35
microorganismo E. cloacae E. cloacae E. cloacae E. cloacae E. cloacae
antibiodtico
Amikacin S S S S S
Amoxicillin/CA R R R R R
Cefazolin R R R R R
Cefepime S S S S S
Ceftazidime S S S S S
Ceftriaxone S S S S S
Cefuroxime-sodium S S S S S
Cefuroxime-axetil S S S S S
Ciprofloxacin S S S S S
Gentamicin S S S S S
Meropenem S S S S S
Nitrofurantoin S S S S S
Norfloxacin S S S S S
Ofloxacin S S S S S
Piperacillin S S S S S
Ticarcillin/CA S S S S S
Trimeth-sulfa S S S S S




Tabla 21. Resistencia a antibidticos con el método de Sensidiscos para las cepas de Enterobacter cloacae.

No. Cepa
1 5 7 12 13 19 20 21 23 25 28 34 35
Antibiético
AMP R R R R R R R R R R R R R
AMC R R R R R R R R R R R R R
KF R R R R R R R R R R R R R
CN S S S S S S S S S S S S S
TE S S S S S S S S S S S S S
S3 S S S S S S S S S S S S R
W S S S S S S S S S S S S S
C S S S S S S S S S S S S R
PRL [ | | S S S [ | | S S | S
Claves:
R: RESISTENTE AMP: ampicilina CN: gentamicina W: trimetoprim
I: INTERMEDIO AMC: amoxicilina TE: tetraciclina C: cloranfenicol
S: SENSIBLE KF: cefazolin S3: sulfametoxazol PRL.: piperacilina




Figura 7. Presencia de E. cloacae a lo largo del proceso y sus patrones de resistencia a antibiéticos

Recepcion de »| ler lavado »| 2do »| Tratamiento
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De las pruebas de sensibilidad a antibidticos vemos lo siguiente: del total de
cepas (40) el 25% de ellas (10 cepas) son sensibles a todos los antibidticos
aplicados. De estas cepas sensibles a todos los antibiéticos el 60 % corresponde a
las cepas de Klebsiella pneumoniae, 20% es Escherichia coli, 10 % es
representado por Salmonella y Citrobacter freundi cpx también representa un 10%.
El 75% de las cepas son resistentes al menos a uno de los antibidticos
empleados.

Las cepas que fueron resistentes a dos antibiéticos representan un 55%, teniendo
mayor frecuencia Enterobacter cloacae. El 5% de las cepas es resistente
unicamente a un antibidtico. EI 2.5% de las cepas son resistentes a tres
antibidticos y el 10% de las cepas es resistente a mas de tres antibidticos.
Cefazolina es el antibidtico al que mas cepas (24) presentan resistencia (60%),
seguido de Amoxicilina con resistencia de 22 cepas (55%). En tercer sitio aparece
Cefuroxime sodico y Axetil Cefuroxime con 8 cepas (20%) cada uno. El siguiente
antibidtico es Nitrofurantoina con 5 cepas (12.5%) con resistencia a él y por ultimo

esta Trimetil sulfa con 2 cepas resistentes a él. Lo que representa un 5%.

Al observar el patrén de sensibilidad a antibiéticos que presenta E. cloacae, que
es el microorganismo que se aislé practicamente durante toda la estancia del
mango dentro de la planta empacadora, tenemos que con los resultados obtenidos
con el equipo Vitek hay dos patrones:

El patron A en donde hay resistencia s6lo de una cepa (cepa no. 1) a diez
antibiéticos mientras que el patrén B, nos muestra que todas las cepas de E.

cloacae son resistentes a dos de los antibiéticos (Amoxicilina y Cefazolina).



En cuanto a la prueba de Sensidiscos, el patron de resistencia B es decir,
resistencia a Amoxicilina y Cefazolina se repite para todas las cepas de E. cloacae

ademas, también muestra la resistencia que tienen dichas cepas ante Ampicilina.

Los valores de sensibilidad determinados permiten fundamentar la discusion
siguiente: la resistencia a los B-lactamicos (amoxicilina) responde a que las
bacterias han desarrollado alguno de los mecanismos de resistencia frente a los
efectos inhibitorios en las etapas de la sintesis de petidoglucano de la pared
bacteriana (9). El nivel de accién de los B-lactamicos ocurre sobre la actividad
transpeptidasa de las proteinas fijadoras de la penicilinasa PBP, que redunda en
la sintesis de la pared bacteriana.

En la tabla 22 se muestra el espectro antimicrobiano reportado en la literatura para

algunos de los antibioticos usados en este trabajo.



Antibiético Espectro antimicrobiano reportado en la literatura
Activo frente a:
B-lactamicos E. coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp,
Ampicilina Serratia sp, Citrobacter sp, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Salmonella sp, Shigella sp, Ps. aeruginosa, Acinetobacter sp.
Activo frente a:
Cefazolina Neisseria sp, E. coli, Klebsiella sp. P. mirabilis, Salmonella sp.
Shigella sp. Clostridium sp.
Cefepime Activo frente a: . .
Pseudomonas aeruginosa, Enterobacterias sp
Ceftazidime Activo frente a .
P. aeruginosa., Acinetobacter sp., Serratia sp.
Amikacina Activo frente a: . N
Cepas de S. aureus resistentes a la Gentamicina
Activo frente a:
G . E. coli, Klebsiella sp, Enterobacter sp, Serratia
entamicina

sp, Proteus sp, Salmonella sp, Shigella sp, P. aeruginosa y P. no
aeruginosa, Acinetobacter sp.

Tabla 22.Espectros antimicrobianos reportados en la literatura para la serie de antibiéticos usados en este

trabajo.

Por su parte, la resistencia a antibiéticos es un problema creciente en muchos

patdgenos bacterianos, y esta resistencia puede ser inducida por mecanismos que

involucran la disminuciéon de la acumulacién intracelular de antibidticos, su

destruccion o modificacion fisica y la alteracidon de la enzima o sitio blanco(2s) (5s).

Para el caso de Enterobacter cloacae, resulta de alta importancia conocer su perfil

de resistencia a antibiéticos debido a que este microorganismo forma parte de los

microorganismos coliformes. Su presencia en las muestras sugiere la posible

presencia de microorganismos patdégenos y ademas, dicho microorganismo es un




patdogeno oportunista, por lo que dependiendo de las condiciones inmunoldgicas
de la persona que consuma alimentos (mango para este caso) contaminados con

enterobacterias, éste podria actuar y generar problemas de salud.

8.5 DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE FORMACION DE

BIOPELICULAS.

Se evalud la capacidad de formar biopeliculas de las cepas de Escherichia coli,
Salmonella asi como también a las cepas de Enterobacter cloacae, ya que es una
caracteristica importante para establecer procedimientos necesarios para asegurar
la inocuidad del mango. Los resultados de dicha evaluacién se muestran en las

tablas 23 y 24.

Tabla 23. Capacidad de las cepas de Escherichia coli y Salmonella para formar biopeliculas.

Cepa Lecturas de Densidad Optica Promedio
Resultado
No. 1 2 3 4 5 6 [DO]
3 0.124 0.091 0.078 0.169 0.074 0.086 0.1036 [0]
4 0.064 0.060 0.058 0.080 0.075 0.078 0.0691 [0]
24 0.067 0.083 0.073 0.096 0.091 0.075 0.0808 [0]
C1 0.526 0.476 0.558 0.352 0.286 0.268 0.4110 [++]
Cc2 0.584 0.558 0.513 0.395 0.247 0.246 0.4238 [++]
Blanco
0.165 0.120 0.132 0.128 0.111 0.102 0.1263 [1]
[ODc]




Tabla 24. Capacidad de Enterobacter cloacae para formar biopeliculas

Cepa Lecturas de Densidad Optica Promedio
Resultado

No. 1 2 3 4 5 6 [DO]

1 0.179 0.121 0.087 0.236 0.107 0.108 0.1212 [+]
5 0.178 0.084 0.109 0.150 0.138 0.144 0.1438 [+]
7 0.12 0.106 0.005 0.220 0.178 0.149 0.1385 [+]
12 0.106 0.078 0.097 0.121 0.093 0.106 0.1001 [0]
13 0.134 0.125 0.123 0.175 0.186 0.176 0.1531 [+]
19 0.078 0.092 0.103 0.106 0.095 0.134 0.1013 [0]
20 0.332 0.259 0.268 0.352 0.319 0.331 0.3101 [++]
21 0.087 0.096 0.083 0.131 0.129 0.136 0.1103 [0]
23 0.061 0.063 0.055 0109 0.097 0.083 0.0718 [0]
25 0.117 0.105 0.102 0.112 0.115 0.109 0.1100 [0]
28 0.089 0.138 0190 0.090 0.101 0.125 0.1385 [+]
34 0.070 0.063 0.070 0137 0.075 0.078 0.0712 [0]
35 0-085 0:066 0.102 0.144 0.138 0.172 0.1390 [+]
C1 0.352 0.286 0.268 0.323 0.386 0.308 0.3205 [++]
C2 0.395 0.247 0.246 0.293 0.522 0.409 0.3520 [++]




Blanco
0.128 0.111 0.102 0.147 0.115 | -=--- 0.1206 [1]
[ODc]

nota: Algunos valores no fueron considerados para obtener los promedios requeridos para

establecer la capacidad de formar biopeliculas de las cepas utilizadas debido a que, esos
valores o eran demasiado bajos o altos con respecto a los valores de Densidad Optica de

las otras lecturas, por lo tanto, para evitar errores de medicién y/o falsos positivos, estos

valores fueron tachados.

De las tablas anteriores podemos interpretar lo siguiente:

Ninguna de las cepas de Escherichia coli asi como de Salmonella resultaron
positivas a la formacion de biopeliculas, es decir, éstas resultaron con adherencia
nula. Las cepas de Enterobacter cloacae que resultaron ser no formadoras de
biopeliculas fueron seis (46.15%); las cepas de Enterobacter cloacae que
presentaron adherencia ligera fueron seis (46.15 %) y s6lo una cepa (7.69%) de
Enterobacter cloacae presento adherencia media.

Es importante el hecho de que el 53.8% de las cepas de Enterobacter cloacae
hayan presentado cierta capacidad para formar biopeliculas. Ademas este
microorganismo es resistente a antibidticos como Amocixicilina, Cefazolina y
Ampicilina no debemos restar importancia a su presencia ya que, al asociarse a
problemas de salud publica estas caracteristicas de adherencia y resistencia a
antibidticos pueden constituir factores de virulencia de este patégeno oportunista

(64).




8.6 DETERMINACION DE LA FUENTE DE CONTAMINACION DE LA

SUPERFICIE DEL MANGO

Campo Transporte

t 1

FUENTES
POTENCIALES DE
CONTAMINACION

b

Higiene de las
Aguas Negras Instalaciones

Agua G — Higiene del

trabajador

Abono

Figura 8. Posibles fuentes de contaminaciéon del mango con microorganismos patégenos.



Las posibles fuentes de contaminacién de patégenos en el mango se pueden
clasificar de acuerdo con las diferentes partes del proceso en las que se
presentan.

En pre-cosecha las fuentes mas importantes son el agua del riego y el uso de
abono como fertilizante. Numerosos estudios han demostrado la larga
sobrevivencia de Escherichia coli y Salmonella en el abono. Otras fuentes ademas
de las antes mencionadas son las aves migratorias, ya que se ha encontrado en
su excremento Escherichia coli y en el plumaje Salmonella y Campylobacter. La
presencia de contaminacion del suelo o materia fecal en la superficie del producto,
puede provocar alteraciones en la ecologia microbiana y también puede alterar el
comportamiento de los patégenos y otra microbiota. Los modelos de crecimiento
en este ambiente pueden ocasionar cambios en el pH incrementandolo,
favoreciendo asi el crecimiento de patégenos, colonizando y formando
biopeliculas (43) (3).

En la cosecha se consideran como fuentes de patégenos importantes el equipo
utilizado para recolectar la cosecha y la higiene de los trabajadores, ya que en
México mas del 90% de la recoleccion de frutos y verduras se realiza a mano. En
el manejo post-cosecha (empacado y reparto de los frutos), el agua que se utiliza
para lavarlos, ya que no en todos los casos se utiliza agua con sanitizantes, lo
que puede provocar una contaminacion por el agua con elevada carga microbiana
43).

Las Buena Practicas de Manufactura (BPM) (42) sefialan que el empaque del
mango debe estar en un area que no presente riesgos de contaminacién quimica y

bioldgica. La construccidon debe tener un disefio exterior e interior funcional que



facilite su mantenimiento y operaciones de limpieza, de preferencia no a nivel de
suelo. Los alrededores deberan estar pavimentados o con algun material que no
permita formacion de polvo o lodo, asi como libres de malezas que puedan
resguardar plagas tales como roedores, cucarachas e insectos. De la misma
manera, debera evitarse localizar los empaques cercanos a establos, industrias,
zonas habitacionales o basureros que generen desechos quimicos o bioldgicos

que puedan provocar contaminacion.

La empacadora donde se realizé el muestreo se encuentra en una zona grande,
de facil acceso y de facil mantenimiento. A su alrededor no se encuentran fabricas
0 empresas que pudieran generar desechos que a su vez, afecten a la planta. Los
pisos al interior de la planta se encuentran debidamente pavimentados, sin
embargo existen areas en las que el piso es de terraceria, como es la entrada de
personal, en la cual en ocasiones se forman charcos o se generan polvaredas
cuando ingresan camiones que transportan el mango. Ademas, el personal que
ingresa a pie introduce tierra y lodo en sus zapatos. Otro problema que presenta la
planta es que sus instalaciones son abiertas y la entrada de polvo se da de
manera continua. En los alrededores de la planta hay maleza y en consecuencia
insectos y algunos animales rastreros. Aunque la empacadora esta rodeada de
una malla ciclénica resulta necesaria la instalacion de un muro de concreto ya que
los orificios de dicha malla permiten el ingreso de roedores e insectos, ademas de

tierra y polvo. En las BPM se indica que los pisos, las paredes y los techos deben



de ser de materiales durables, lisos y faciles de limpiar. Los pisos deberan contar
con sistemas de drenaje cubiertos con rejillas y malla, para facilitar el desaglie y
evitar la entrada de plagas. Se debe contar con un tapete sanitario en las entradas
a las areas de proceso de la unidad de empaque, al cual se le aplique un
desinfectante como yodo o cloro. Se debera evitar el proceso de empaque en

campo, a orilla de canales, drenes 0 caminos, 0 en espacios insalubres.

8.6.1 Instalaciones Sanitarias

En la unidad de empaque se debe contar con instalaciones sanitarias de
preferencia fuera del area de empaque, en proporcibn uno por cada 20
trabajadores, deberan estar diferenciadas por sexo, accesibles a todos los
trabajadores y limpios. Asi mismo los bafos deben contar con los medios
adecuados para el lavado, desinfectado y secado higiénico de las manos como:
agua limpia, jabon, desinfectante, papel y depoésitos de basura. En la empresa
muestreada los sanitarios se encuentran al interior de la empacadora, a unos tres
o cuatro metros del area donde se almacenan los mangos y las puertas tanto de
los sanitarios de hombres como de mujeres se mantienen entreabiertas. La
empacadora cuenta con drenaje cubierto por rejilla pero no con malla, por lo que

puede haber ingreso de roedores o insectos. Los trabajadores no laboran con el



equipo necesario como cofias, guantes, mandiles, zapatos cerrados, de hecho,
varios de los trabajadores laboran portando relojes, collares o aretes.

Seguramente el hecho de hallar Enterobacter cloacae en la recepcion asi como en
el agua de pozo y en el mango después de lavado, obedece a que el area de
recepcion es una zona abierta (ya que ahi llegan los camiones a descargar el
mango) y ésta se encuentra a unos tres metros del area de primer y segundo
lavado, el polvo entra y puede depositarse en el pozo de agua asi como en las

lavadoras.

8.6.2 Lavado

Para el lavado del producto se debera utilizar agua que haya demostrado ser apta
para uso poscosecha. Aplicar un desinfectante al agua, el cual puede ser cloro,
yodo u ozono, o cualquier otro producto que demuestre ser efectivo, los cuales
deben monitorearse de manera frecuente y registrarlo en una bitacora.

En esta etapa del proceso, si se utiliza soluciéon de cloro como desinfectante la
cual, debera mantenerse en una concentracion entre 50-150 ppm de cloro libre en
un intervalo de pH de 6.5 a 7.5, los productos que se utilicen para ajustar el pH
deben ser de grado alimenticio. Si se utilizan tinas para el lavado, se debe cambiar
el agua por lo menos dos veces al dia, o cuantas veces sea necesario, para evitar

la acumulacion excesiva de materia extrafia y solidos sedimentables. En caso de



utilizar cepillos para remover suciedad dificil y residuos de latex. Se debe aplicar
un programa de lavado, desinfeccién y mantenimiento periddico.

Al encontrar contaminacion en las dos areas de lavado pensamos que lo anterior
no se esta cumpliendo, ya que existe gran cantidad de materia organica en los
tanques de lavado. Como consecuencia de esto, seguramente la concentracion
de cloro residual es inferior al que marcan las BPM. También el agua en las tinas

de lavado se aprecia turbia e incluso existe lodo en el fondo de las mismas.

8.6.3 Tratamiento Hidrotérmico e Hidroenfriado

El tratamiento hidrotérmico se aplica con la finalidad de controlar la larva de mosca
de la fruta, consiste en sumergir el mango en agua, a una temperatura constante
de 46.1 grados centigrados. En el hidrotérmico se debe utilizar agua, que cumpla
con la NOM-127-SSA1-1994 “Salud ambiental, agua para uso y consumo humano.
Limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para
su potabilizacion” la cual se haya demostrado por medio de analisis
microbiolégicos, ser apta para uso poscosecha. Durante el tratamiento
hidrotérmico, se debera aplicar al agua algun desinfectante que asegure la
disminucién de la carga microbiana y establecer un sistema de monitoreo, para

verificar la concentracién del desinfectante. Asimismo, para el caso de utilizar



cloro, antes de cada carga se debera verificar que la concentracion de cloro libre
sea de 200 ppm.

El agua a utilizar en el hidroenfriado debe ser apta para uso poscosecha, para lo
cual se deben realizar analisis quimicos y microbiolégicos. Cambiar el agua por lo
menos una vez al dia, o cuantas veces sea necesario para evitar la acumulacion
excesiva de materia extrafia y sélidos sedimentables.

Debe aplicarse un desinfectante al agua, para reducir el riesgo de contaminacion
microbiolégica, como hipoclorito de sodio 6 hipoclorito de calcio en una
concentracion de 50 a 150 ppm de cloro libre a un pH de 6.5- 7.5. Establecer un
sistema de monitoreo, para verificar la concentracion del desinfectante.

Se desconoce si el agua utilizada en la empacadora pasa por pruebas para saber
si es apta o no para ser utilizada. El desinfectante anadido es cloro pero éste se
afiade en cantidades menores a lo especificado en la norma, ya que en voz de
algun trabajador las concentraciones de cloro especificadas en BPM generaban

“blanqueo” del mango.

8.6.4 Empacado

Se deben usar cajas, bolsas, hojas de papel, envases y bandas plasticas nuevas,
no toéxicas, que estén limpias y en buenas condiciones. Estas deberan estar libres
de plagas y ser adecuadas para la transportacion, refrigeracion, almacenaje y

estiba.



Las cajas de carton e insumos de embalaje deben estar almacenados en un lugar
libre de humedad, protegidas contra el polvo, identificadas y no deben estar en
contacto directo con el suelo.

En la empacadora se usan cajas de carton para el empacado, las cuales son
nuevas y aparentemente estan limpias, pero se encuentran apiladas en un sitio a
donde llega polvo y algunas estan en contacto directo con el suelo.

Sobre las tolvas hay cajas, ademas de que se encuentran muy sucias, ya que los
trabajadores en su afan de desatorar algunos mangos se suben en ellas y dejan
restos de lodo. También para desatorar los mangos hacen uso de escobas, pero
dichas escobas no son de uso exclusivo para este fin, sino que son escobas con

las que barren el area proxima a las tolvas.

Para empacar el mango en las cajas, los trabajadores no usan guantes y no se
lavan las manos siendo que el mango ya pasoé por el proceso de lavado. Esta es

entonces una etapa que deberia controlarse.



. CONCLUSIONES

e Se consiguid el aislamiento y la identificacion de enterobacterias de la
superficie del mango de exportacion.

e Se identificaron entre otros microorganismos cepas de Escherichia coli,
Enterobacter y Citrobacter lo cual, constituye un riesgo potencial para la
salud publica como agentes transmisores de enfermedades
gastrointestinales.

e Se determind la presencia de Escherichia coli en la superficie de mangos
de exportacion, encontrando que su serotipo es 0139:H26, de acuerdo a
éste las cepas de Escherichia coli se colocan dentro del grupo de
Escherichia coli Enterotoxigénica (ETEC).

e Las cepas de Escherichia coli fueron detectadas en el agua del tratamiento
hidrotérmico, lo cual nos indica como probable fuente de contaminacion el
agua utilizada en este punto de proceso.

e Se llevé a cabo una virotipificacion de las cepas de Escherichia coli y no se
detectaron genes de virulencia en las mismas.

e Se determiné la presencia de Salmonella en la superficie de mangos de
exportacion cuyo serotipo es O11:H Z,4Z,3 el cual corresponde a Salmonella
Parera IV, un tipo de Salmonella del cual no se tiene conocimiento de
reportes en alimentos.

e La cepa de Salmonella fue detectada en la recepcion lo que nos indica que

posiblemente el mango este contaminado desde la precosecha.



La presencia de Salmonella muestra la necesidad de un control de calidad
estricto ya que, son varios los puntos dentro de la cadena de produccién en
gue se puede dar la contaminacién de productos frescos, entre ellos estan:
contaminaciéon fecal de animales y empleados, uso de agua de riego
contaminada, manipulacion de los trabajadores, y uso de equipos
contaminados entre otros.

Se obtuvieron perfiles de sensibilidad a antibidticos de todas las cepas
aisladas encontrando que el 25% de ellas fueron sensibles a todos los
antibioticos empleados Para las cepas de Enterobacter cloacae las cuales
fueron detectadas a lo largo de todo el proceso se obtuvo un perfil de
sensibilidad a antibiéticos por método Vitek y el método de Sensidiscos,
obteniendo dos patrones de resistencia. El patron A en donde hay
resistencia sélo de una cepa (cepa no. 1) a diez antibiéticos mientras que el
patron B, nos muestra que todas las cepas de E. cloacae son resistentes a
dos de los antibidticos (Amoxicilina y Cefazolin). En cuanto a la prueba de
Sensidiscos, el patron de resistencia B es decir, resistencia a Amoxicilina y
Cefazolin se repite para todas las cepas de E. cloacae ademas, también
muestra la resistencia que tienen dichas cepas ante Ampicilina.

Se determino la capacidad de formacion de biopeliculas por las cepas de
Enterobacter cloacae, Escherichia coli y Salmonella obteniendo que las
cepas de Escherichia coli y de Salmonella no presentaron capacidad para

formar biopeliculas mientras que para Enterobacter cloacae seis cepas



presentaron adherencia ligera, una cepa presentd adherencia media y las
seis restantes no presentaron adherencia.

Los resultados obtenidos de resistencia a antibioticos y adherencia para
Enterobacter cloacae nos indican el hecho de otorgar mayor importancia
ante la presencia de este microorganismo ya que al ser un patégeno
oportunista y presentar estos perfiles puede generar problemas importantes
asociados con la salud publica.

La contaminacidon posiblemente se origina por malos manejos,
incumplimiento de la normatividad vigente asi como, por la negligencia de
los trabajadores y directivos de la planta empacadora.

La reduccion y/o pérdida de la calidad, y la contaminaciéon por
microorganismos patdégenos en productos frescos puede ocurrir en
cualquier punto de proceso lo cual posiblemente podria evitarse

implementando sistemas de control eficientes que permitan prevenirlas.



10. PERSPECTIVAS

e Es necesario llevar a cabo un andlisis molecular de las cepas de
Enterobacter cloacae encontradas a lo largo del proceso para saber si estas
cepas son clonas o si se trata de cepas distintas.

¢ Resulta necesaria una inspeccion exhaustiva de la planta procesadora a fin
de identificar los puntos criticos de control durante el proceso que lleva el
mango antes de ser exportado.

e Es necesario mejorar las practicas de manufactura en la planta
empacadora.

e Implementar mecanismos adecuados para garantizar la inocuidad del
mango y asi mantener su presencia en el mercado internacional.

e Es necesario establecer procedimientos especiales de limpieza ya que
algunos microorganismos presentaron capacidad de formar biopeliculas, lo
gue implica una mayor resistencia para su eliminacion y un potencial riesgo

de salud publica.
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12. ANEXO

A) Soluciones para la extraccion de DNA.

a) Amortiguador TES, pH=8

La solucion debe contener los siguientes reactivos:

Reactivo Concentracion Preparacion de 200mL
Tris sigma trisma Base cat T1503 0.05M 1.513¢g

EDTA JT Baker cat 8193-01 0.005 M 1 mL EDTA 0.5M pH=8
NaCl i1 Baker cat 3624-01 0.05M 0.2922 g

b) SDS sigma cat L-4390
Se pesaron 10 gy se disolvieron en 100mL de agua destilada estéril, la solucién

se preparod bajo condiciones de esterilidad.

B) Formalina

Solucidn salina 0.85%

Formol 0.6%

Mezclar disolviendo 8.76 g de NaCl con 6 mL de formaldehido en 1000 mL de

agua destilada.
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