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CALIDAD SANITARIA DE JUGOS DE NOPAL, PERSISTENCIA DE Salmonella
typhimurium Y RESPUESTA DE DEFENSA DE NOPAL VERDURA
Patricia Landa Salgado, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2012
RESUMEN
Durante las ultimas dos décadas las infecciones por Salmonella se han registrado entre
las enfermedades mas frecuentes, afectando a personas de todas las edades y
condiciones sociales y causando numerosas hospitalizaciones y muerte de personas
por el consumo de frutas y hortalizas frescas. En frutas, en 2011 el Centro para el
Control de Enfermedades y Prevencion en EUA reportd un brote de infeccion por S.
Agona asociado con el consumo de papaya fresca en el que 106 personas resultaron
afectadas. Mientras que en hortalizas, S. typhimurium se ha aislado de diversas
especies entre las que se encuentra el nopal verdura (Opuntia ficus-indica L. Mill)
(Quiroz-Santiago, 2009; Hernandez et. al. 2009).
Debido a que el nopal se consume en fresco para el control de algunas enfermedades
como la diabetes y a que Salmonella ha mostrado capacidad para invadir e
internalizarse en el tejido vegetal, los objetivos de este trabajo fueron: 1) analizar la
calidad sanitaria de jugos elaborados a base de nopal verdura fresco; 2) determinar el
potencial de internalizacion de S. typhimurium en plantas de nopal; y 3) registrar la
persistencia de S. typhimurium en suelo con planta de nopal en maceta asi como en
cladodios en planta y en cladodios precortados. Adicionalmente, 4) determinar si
plantas de nopal verdura responden hipersensitivamente a inoculaciones con S.
typhimurium, ya que en observaciones preliminares se registraron cambios en la
coloracion del tejido de cladodios en planta infiltrados con la bacteria.
Se utilizaron plantas de nopal verdura (Opuntia ficus-indica variedad Milpa Alta) de 9
meses, crecidas en macetas con suelo-vermicomposta, regadas con agua de pozo y
mantenidas en invernadero a temperatura ambiente. Asi como una cepa de S. enterica
serovar Typhimurium, resistente a Kanamicina (S. typhimurium St4-Km®>°).
Un total de 162 muestras obtenidas mensualmente de expendios comerciales, durante
julio de 2009 y junio de 2010, se procesaron de acuerdo a NOM-113-SSA1-1994 y

NOM-114-SSA1-1994. De éstas el 84% registraron coliformes totales y Escherichia coli,
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por lo que los jugos analizados se ubicaron en de la categoria de jugos con calidad
microbiolégica deficiente. Aunque se aislaron colonias sospechosas de Salmonella,
éstas se confirmaron como Proteus sp., y Citrobacter sp.

S. typhimurium St4-Km>® mostré incapacidad de internalizacién en plantas de nopal
aunque persistio en suelo y cladodios por varios dias. En_suelo persistié por 14 dias
después de la inoculacion (ddi). El decremento de la poblacion bacteriana fue gradual

pero constante hasta alcanzar niveles de 1 UFC/g a los 9 ddi. En cladodio madre en

planta persistié por 14 ddi y el decremento de la poblacion fue paulatino pero constante

hasta alcanzar niveles de 1 UFC/g a los 9 ddi. En cladodio secundario en planta
persistié por 9 ddi y la poblacion decrecié rapidamente durante las primeras 24 h hasta

alcanzar niveles de 1 UFC/g a los 5 ddi. En cladodio secundario precortado persistio

por 14 ddi pero registré un incremento paulatino en la poblacién después de los 8 ddi.
En observaciones de tejido de cladodios madre y cladodios secundarios en planta se
registraron lesiones circulares cafés en el sitio de infiltracion de S. typhimurium St4-
Km®®. También se identificaron sintomas de deshidratacion de tejido pero solo en
cladodios secundarios en planta y precortados. El inicio del desarrollo de las lesiones
se reqgistr6 a las 24 h después de la inoculacién con la aparicion de ligero
oscurecimiento en el sitio de infiltracion, tanto en cladodios madre como en cladodios
secundarios, en planta y precortados. Sin embargo, entre los cladodios se registraron
diferencias en el desarrollo de las lesiones, intensidad del oscurecimiento y aparicion
de deshidratacién de tejido. Lo anterior indicé que S. typhimurium St4-Km> indujo una
respuesta de defensa en nopal verdura, la cual se relacioné con la madurez del
cladodio (cladodio madre versus cladodio secundario) asi como con su condicién
fisiologica (cladodio en planta versus cladodio precortado). Como conclusion general se
tiene que S. typhimurium tiene capacidad de persistir en nopal verdura y de inducir una
respuesta de defensa en el tejido por lo que el monitoreo de la calidad del nopal
verdura fresco y la implementacion de Buenas Practicas Agricolas y Buenas Practicas
de Higiene son puntos importantes de control para reducir la contaminacion de este
cultivo.

Palabras clave: Salmonella, nopal, persistencia, respuesta de defensa nopal.



SANITARY QUALITY OF NOPAL JUICE, PERTSISTENCE OF Salmonella
typhimurium, AND DEFENSE OF NOPAL
Patricia Landa Salgado, Dra.
Colegio de Postgraduados, 2012

SUMMARY
In the last two decades, Salmonella infections have been among the most frequent
affecting people of all ages and social conditions. These infections have caused
numerous hospitalizations and even death of people who have eaten contaminated
foodstuffs, the most common of which are fresh produce. In fruits, for example, in 2011
the Center for Disease Control (CDC) reported an outbreak of Salmonella Agona
infection associated with papaya, in which106 people were affected. With regard to
fresh vegetables, Salmonella typhimurium has been isolated in several species, among
which is nopal (Opuntia ficus-indica L. Mill). (Quiroz-Santiago et al., 2009; Hernandez
et. al., 2009).
Since nopal is often eaten fresh as a control measure against certain diseases such as
diabetes, and Salmonella has shown the ability to invade and internalize into plant
tissue, the main objectives of this research were: 1) to analyze the sanitary quality of
juices made from fresh nopal;, 2) to determine the internalization potential of S.
typhimurium in nopal plants; 3) to register the persistence of S. typhimurium in pot soil
with nopal plants as well as in cladodes on the plant and pre-cut; and 4) to determine if
nopal plants have a hypersensitive response to inoculations of S. typhimurium. The last
objective is because in preliminary observations, changes were registered in tissue
coloring of cladodes on the plant infiltrated with the bacterium.
For the study, 9-month old nopal (Opuntia ficus-indica var. Milpa Alta) plants were used.
They were grown in pots containing soil-vermicompost, watered with well water and
kept in a greenhouse at room temperature. Also used was a strain of S. enterica serovar
Typhimurium, resistant to Kanamicin (S. typhimurium St4-Km50).
A total 162 samples were obtained monthly from commercial retailers during July 2009
and June 2010. The samples were processed according to the NOM-113-SSA1-1994

and the NOM-114-SSA1-1994. 84% of the samples registered total coliforms and
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Escherichia coli, and thus the analyzed juices were placed in the category of juices with
deficient microbiological quality. Although some colonies suspect of being Salmonella
were isolated, they were confirmed as Proteus sp. and Citrobacter sp.

S. typhimurium KSt4-Km® proved to be incapable of internalizing nopal plants, although
it did persist in the soil and cladodes for several days. In soil, the bacterium persisted for
14 days after inoculation (ddi). The decrease in bacterial population was gradual but

constant, until it reached levels of 1 UFC/g or less 9 ddi. In the mother cladode on the

plant, the bacterium persisted for 14 ddi, and the decrease in population was moderate

but constant until it reached levels of 1 UFC/g or less 9 ddi. In secondary cladodes on

the plant, the bacterium persisted for 9 ddi and the population decreased quickly in the
first 24 h until it reached levels of 1 UFC/g 5 ddi. In pre-cut secondary cladodes, the

bacterium persisted for 14 ddi but registered a moderate increase in its population 8 ddi.
In observations of tissue from mother cladodes and secondary cladodes on the plant,
brown circular lesions were registered at the place of infiltration of S. typhimurium St4-
Km®. Tissue dehydration symptoms were also identified, but only in secondary
cladodes, pre-cut and on the plant. The beginning of the development of the lesions was
registered 24 h after inoculation with the apparition of a slight darkening at the place of
infiltration, both in mother cladodes and secondary cladodes, both on the plant and pre-
cut. However, differences were registered among cladodes with regard to lesion
development, intensity of the darkening, and appearance of tissue dehydration. This
indicated that S. typhimurium St4-Km>® induced a defense response in nopal, which was
related to the maturity of the cladode (mother cladode vs. secondary cladode) as well as
its physiological condition (cladode on the plant vs. pre-cut cladode).

The general conclusion, it’s that Salmonella shows capacity to persist in nopal and to
induce a defense response in the tissue, thus making monitoring of fresh nopal and the
implementation of Good Agricultural Practices (GAP) and Good Hygiene Practices

(GHP) very important control points to reduce contamination of this crop.

Key words: Salmonella, nopal, persistence, defense of nopal.
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amarillo en el fondo. Tubo 5, inoculado con S. typhimurium (St4-

Xiv

92

93

94



Figura 2.7

Figura 2.8

Figura 2.9

Figura 2.10 Cuenta promedio de coliformes totales (A) y E. coli (B) registrada

Km®®) (control positivo) con cambio a color negro en todo el
medio por la descarboxilacion de la lisina y produccion de acido

sulfhidrico.

Prueba de Agar Hierro de Kligler (AHK), para determinar la
fermentacién de lactosa y glucosa. Tubo 1, medio sin inocular
(T-). Tubo 2, medio inoculado con E. coli con cambio de color,
de naranja a amarillo por la fermentacion de la lactosa. Tubo 3,
medio inoculado con S. typhimurium St4-Km>® con cambio de
color, de naranja a negro, por la produccién de H,S.

Prueba Agar Hierro y Triple Azucar (TSI) para evaluar la
fermentacion de glucosa, lactosa y sacarosa asi como la
produccion de &cido sulfhidrico (H2S). Tubo 1, medio sin
inocular. Tubo 2, medio inoculado con E. coli, con cambio de
color en la superficie, de naranja a amatrillo, por la fermentacion
de la lactosa/sacarosa (reaccion positiva;). Tubo 3, medio
inoculado con S. typhimurium St4-Km®°, con cambio de color a

negro por la producciéon de H,S y gas en el fondo.

Prueba de Agar Hierro de Kligler (AHK), para determinar la
fermentacién de lactosa y glucosa. Tubo 1, medio sin inocular
(T-). Tubo 2, medio inoculado con E. coli con cambio de color,
de naranja a amarillo por la fermentacion de la lactosa. Tubo 3,
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color, de naranja a negro, por la produccién de HS.

en muestras de jugo fresco sin pasteurizar preparado a base de
nopal, durante julio de 2009 a junio de 2010, colectadas en dos
expendios comerciales en Texcoco, Estado de México. Las lineas

verticales dentro de cada barra representan el error estandar
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Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 3.3

Figura 3.4

Figura 3.5

Establecimiento de plantas de nopal en invernadero. A)
Preparacion de mezcla de suelo franco-arenoso con
vermicomposta en proporcion 3.5-1.5 kg. B) Los cladodios se
sembraron y distribuyeron en macetas de plastico con la mezcla
suelo:vermicomposta establecidas en un invernadero con
cubiertas plastica.

Aplicacién de inoculo de Salmonella typhimurium (St4-Km*®) en
suelo, cladodios madre y cladodios secundarios de nopal. A)
Aplicacion directa de inoculo en suelo con 250 mL de
suspension bacteriana de St4-Km*°. B) Planta de nopal de
nueve meses de edad mantenida en condiciones de
invernadero, los circulos blancos indican los puntos en los
cladodios madre (cladodio primario) y secundario (cladodios de
segundo orden), donde se aplicaron 100 pL del inoculo de St4-
Km® por puncion. C) Aplicacion de inoculo en cladodios
secundarios. D) Sefializacibn de punto de inoculacién para
rapida identificacion del sitio.

A) Potenciometro con electrodo de aguja (Hanna®) para
monitoreo de pH en nopal verdura in vivo. B) Electrodo
insertado en cladodio secundario para determinar el pH interno
del tejido.

Estimacion de supervivencia de Salmonella typhimurium (St4-
Km®’) en muestras de suelo. A) Toma de muestra de maceta
con planta de nopal. B) Bolsa Ziploc® con muestra de suelo
para ser transportada al laboratorio para su procesamiento. C)
Pesado de 25 g de muestra para su andlisis. D) Muestra de
suelo mezclado con 225 mL de ABP 0.1%.

Prueba para estimar la supervivencia de Salmonella
typhimurium (St4-Km®%) en nopal verdura. A) Cladodios madre

sobre papel aluminio para ser transportados al laboratorio. B)
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Figura 3.6

Figura 3.7

Figura 3.8

Figura 3.9

Desinfeccion de cladodio con hipoclorito de sodio a 200 ppm
por 3 min. C) Extraccion de tejido para macerarse con ABP a
0.1%. D) Stomacher usado para macerar muestra de tejido por
1 min a 300 rpm.

Procesamiento de muestras de tejido de nopal para microscopia
electronica de barrido (MEB). A) Segmentos de 3 mm de tejido
inoculado con Salmonella typhimurium (St4-Km*°). B) Tejido de
nopal inoculado, fijado en glutaraldehido a 2.5%. C) Vial con
tejido de nopal para deshidratacion con etanol D) Equipo
Samdri-780A® para secado de tejido a punto critico de CO, por
40 min.

Procesamiento de muestras de tejido de nopal para microscopia
electronica de barrido (MEB). A) lonizadora usada para recubrir
muestras con aleacion Au-Pd. B) Muestras de tejido de nopal
después de la aplicacion de la aleacion Au-Pd. C) Equipo de
microscopia electronica de barrido integrado a equipo de
computo. D) Platina de microscopio electronico con porta-

muestras.

Condiciones de Temperatura (m, T, °C) y Humedad Relativa (¢,
HR, %) registradas en invernadero (A), y en laboratorio (B),
durante el desarrollo de cladodios inoculados con Salmonella
typhimurium (St4-Km*>®). Los parametros se registraron en un
medidor digital de temperatura y HT (datalogger HOBO®). Cada
valor representa el valor promedio de seis lecturas registradas

por dia.

Colonias de Bacillus sp., aisladas de cladodios secundarios de
nopal (Opuntia ficus-indica). A) Crecimiento de colonias de
Bacillus sp. en Agar Soya Tripticaseina. Obsérvense las

colonias con bordes irregulares, secas, rugosas y con
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Figura 3.10

Figura 3.11

Figura 3.12

Figura 4.1

sobrecrecimientos. B) Células de Bacillus observadas al

microscopio electrénico de barrido a X 7,000.

Células de Salmonella typhimurium (St4-Km>°) al microscopio
electronico de barrido: Células observadas: en medio AST de 48
h de crecimiento (A); en tejido de nopal inmediatamente
después de la aplicacion del inoculo (B); y en tejido de cladodio
secundario a las 24 h y 48 h después de la aplicacion del
inoculo, (C) y (D), respectivamente.

Diferentes tipos de cristales de oxalato de calcio en tejido de
cladodios secundarios sin inocular e inoculados con

Salmonella typhimurium (St4-Km>?).

Productos de amplificacion por PCR en gel de agarosa a 0.8%
con los iniciadores Sal-3 y Sal-4 de cepas presuntivas de
Salmonella recuperadas de suelo, cladodios secundarios y
cladodios madre. Linea 1: S. typhimurium St4-Km*’; Linea 2:
cepa 1 de cladodio secundario de laboratorio (1-CSL), Linea 3:
cepa 2-CSL; Linea 4: cepa 3-CSL; Linea 5: cepa 1 cladodio
madre (1-CM); Linea 6: cepa 2-CM; Linea 7: cepa 3-CM; Linea
8: cepa 4-CM; Linea 9: cepa 5-CM; Linea 10: cepa 1 de suelo
(1-S); Linea 11: cepa 2-S; Linea 12: cepa 3-S; Linea 13: cepa 4-
S; Linea 14: agua (TN); Linea 15: cepa 1 cladodio secundario
de invernadero (1-CSl); Linea 16 marcador molecular
®X174/Hae Il (MM).

Cladodios secundarios inoculados con: A) Agua Buferada
Peptonada a 0.1% (ABP), y B) con Salmonella typhimurium.
Donde las lineas rojas (-) indican el area donde se aplic6 el ABP
y las cruces (+) donde se aplicdé S. typhimurium. En B se

aprecian lesiones circulares amarillas como resultado de la
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Figura 4.2

Figura 4.3

reaccion del tejido a la inoculacion con la bacteria.

Respuesta en cladodios de nopal inoculados por infiltracién con
8 Log UFC de S. typhimurium St4-Km*® (A, B 'y C) y con agua
buferada peptonada a 0.1% (D). Notese las lesiones con
oscurecimiento desarrolladas en el tejido interno después de la
inoculacion en: A, cladodio madre; B, cladodio secundario en
planta; y C, cladodio secundario precortado. Tejido de cladodio
Notese en B y C la deshidratacion del tejido de la lesién a las 96
y 144 h, respectivamente.

Respuesta en cladodio secundario precortado de nopal verdura
a las 168 h después de la infiltraciébn con S. typhimurium St4-
Km* (8 Log UFC/mL) y mantenido en condiciones de
laboratorio. Nétese el oscurecimiento y desprendimiento del

tejido infiltrado.
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ANEXO REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

Reactivos y Medios de Cultivo Péagina

1. Medio MR-VP 115
1.1 Preparacion de solucién indicadora para el rojo de metilo
1.2 Preparacion de solucion de sulfato de cobre y amonio de Leifson

2. Medio MIO 116
2.1 Prueba de Movilidad
2.2 Descarboxilacion de Ornitina
2.3 Prueba de Indol

3. Agar Citrato de Simmons (ACS) 116
4. Agar de Hierro y Lisina (LIA) 117
5. Agar Hierro y Triple Azucar (TSI) 117
6. Agar de Hierro de Kliger (AHK) 118
7. Agar Verde Brillante (AVB) 119
8. Agar Soya Tripticaseina (AST) 119
9. Agar McConkey (AM) 119
10. Agar Entérico Hektoen (AEH) 120
11. Caldo Soya Tripticaseina (CST) 119
12. Caldo Vassiliadis-Rappaport (CRV) 120
13. Caldo Base Tetrationato (CBT) 120
13.1 Solucién yodada
14. Caldo Urea (CU) 121
15. Agua Buferada Peptonada a 0.1% (ABP) 120
16. Preparacion de la Solucion Stock de Kanamicina (50 pg/mL) 120
17. Preservacion de Cepas de Salmonella en Glicerol 120

18. Reactivacion de Gepas Mantenidas en Glicerol a -20° C 121
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19.
20.
21.
22.
23.
24,

25.
26.
27.

Reactivacion de Cepas St4-Km>°

Resuspension de Oligonucleotidos (Primers: Sal-3 y Sal-4)
PCR Master Mix

Bromuro de Etidio

Preparacion del Marcador

Preparacion de Soluciones de Cloro

Preparacion de Amortiguador de Fosfatos de Sorensen (Microscopia)
Preparacion de Glutaraldehido a 2.5%

Preparacion de Soluciones de Alcohol
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.1 NOPAL VERDURA
[.1.1 Importancia econémica

El nopal verdura (Opuntia ficus-indica) se encuentra entre las principales
especies hortofruticolas producidas en México llegando a ocupar el 11vo lugar a nivel
nacional en 2001 (Infoaserca, 2001). Esta especie, asi como las de Opuntia robusta y
Nopalea cochenillifera, se comercializa principalmente en fresco (Infoaserca, 2001) y se
consume generalmente por sus propiedades alimenticias y medicinales, con un
consumo per capita de 8 Kg/afio (SAGARPA, 2010; Feugang et al., 2006; Flores-
Valdez, 1999; Stintzing y Carle, 2005; Saénz et al., 2006).

En México los principales estados productores de nopal verdura son Distrito
Federal (294, 486 tons), Morelos (275, 212) y Estado de México (58, 827 tons), con una
produccién anual de 723, 815 ton (SIAP, 2011). Esta produccién abastece las
necesidades nacionales y los excedentes se exportan a E.U.A, Japon, y algunos paises

europeos (Flores-Valdez et al., 1995).
I.1.2 Descripcion Botanica y Clasificacion Taxonémica del Nopal

Los nopales son plantas arbustivas y erectas que pueden alcanzar de 3.5 a5 m de
altura. La planta consta de raiz, una parte vegetativa (tallo o cladodio), la fruta y la flor
(Granados y Castafieda, 2003), a continuacibn se presenta una sintesis de la
descripcion de la parte vegetativa de acuerdo a Saénz, et al. (2006) por ser la parte de

estudio en este trabajo.

Los tallos o cladodios, comunmente llamados pencas, son suculentos, articulados y
con actividad fotosintética. Presentan forma de raqueta ovoide o elongada alcanzando
entre 60 y 70 cm de longitud en alrededor de 90 dias. Se encuentran protegidos por
una cuticula gruesa, la cual reduce la perdida de agua. En ambas caras del cladodio se
presentan yemas conocidas como aréolas, que tienen la capacidad de desarrollar
nuevos cladodios, flores y raices. Estas estructuras presentan en su cavidad espinas,

gue generalmente son pequefias o grandes. Las pequefias se agrupan en gran numero



en estructuras referidas botanicamente como gloquidios; y, las grandes, son

consideradas como hojas modificadas.
De acuerdo a Bravo (1978), la clasificacion taxondmica del nopal es la siguiente.

Reino vegetal
Subreino Embryophita
Division Angioespermae
Clase Dicotileddnea,
Subclase Dialipetalas
Orden Opuntiales
Familia Cactaceae
Subfamilia Opuntioideae
Tribu Opuntiae
Género Opuntia

1.1.3 Composicién Quimica

La composicion quimica de las cactaceas varia entre las distintas especies y
también dentro de la misma especie. Algunos factores adicionales que afectan la
composicién de los cladodios son: la edad, el clima asi como la salinidad, humedad y
textura del suelo donde se cultivo la planta (Feugang et al.,, 2006; Granados y
Castafieda, 2003; Saénz, et al., 2006).

El nopal verdura es rico en agua (91%), pectinas y mucilagos. Tiene un pH entre
5.0 y 6.6, acidez titulable de 0.03 a 0.12% y solidos de 12 a 17%. En contenido de
minerales, aminoacidos, vitaminas y antioxidantes destacan el Ca y K; el acido
glutdmico y la serina; los carotenoides y el acido ascérbico, respectivamente con
valores que se indican en los Cuadro 1.1 (Contenido de minerales en cladodios
desespinados), Cuadro 1.2 (Contenido de vitaminas y antioxidantes de cladodios de
Opuntia) y Cuadro 1.3 (Contenido de aminoacidos en cladodios de Opuntia), (Feugang
et al., 2006; Saénz et al., 2006).



Cuadro 1.1 Contenido de minerales en cladodios desespinados de Opuntia.

Mineral g/100 g de peso seco
Calcio (Ca) 5.64
Magnesio (Mg) 0.19

Potasio (K) 2.35

Fosforo (P) 0.15

Sodio (Na) 0.4

Fierro (Fe) 0.14 ug (trazas)

Cuadro 1.2 Contenido de vitaminas y antioxidantes de cladodios de Opuntia.

Componente mg/ 100 g peso fresco
Acido ascérbico 7-22
Niacina 0.46
Riboflavina 0.60
Tiamina 0.14
Carotenoides 11.3-55.3 ug
totales




Cuadro 1.3 Contenido de aminoé&cidos en cladodios de Opuntia.

Aminoacido g/100g de peso fresco
Alanina 0.6
Arginina 2.4
Asparagina 1.5
Acido aspartico 2.1
Acido glutamico 2.6
Glutamina 17.3
Glicina 0.5
Histidina 2.0
Isoleucina 1.9
Leucina 1.3
Lisina 2.5
Metionina 1.4
Fenilalanina 1.7
Serina 3.2
Treonina 2.0
Tirosina 0.7
Triptofano 0.5
Valina 3.7




[.1.4 Calidad y Manejo Postcosecha

De acuerdo a la Norma de Calidad del Codex Alimentarius (CODEX STAN 185-
1993), los cladodios de nopal deben presentar las caracteristicas de la especie (forma,
color), estar enteros, firmes, sanos, limpios y libres de espinas y de dafios. Lo anterior
esta en concordancia con el pliego de condiciones para el uso de la marca oficial
México Calidad Suprema (PC-050-2006). En ambos documentos se especifica que el
producto debe ser inocuo y haber sido producido y manejado bajo las Buenas Practicas
Agricolas (BPA) y Buenas Practicas de Higiene (BPH). Sin embargo, la produccion y el
manejo tradicional de este cultivo no contemplan la aplicacion de BPA ni BPH, por lo
gue es altamente probable que se comprometa la calidad sanitaria de los cladodios o
‘nopalitos”, término con el que también se les conoce, con residuos quimicos
(CESVMOR, 2011) y agentes microbiolégicos (Hernandez et al., 2009).

El nopal se cosecha durante la mafiana, cuando la humead relativa es alta, de
forma manual con un cuchillo u otro tipo de implementos (Infoaserca, 2001). El nopal
verdura se colecta en canastos 0 cajas y se protege del sol para evitar su
calentamiento y alargar la vida de anaquel (Infoaserca, 2001).

La vida de anaquel de los cladodios se ve afectada por diferentes factores, entre
los que se encuentran la forma en que fueron cosechados, el tipo de envase en el que
se almacena asi como la humedad relativa y la temperatura de almacenamiento
(Cantwell et al., 1992). Respecto a este ultimo factor, durante el almacenamiento, a
20°C, la pérdida de peso y las pudriciones son los problemas que limitan la vida de
anaquel del producto (Ramayo et al., 1978; Rodriguez-Felix y Villegas-Ochoa, 1997);
mientras que, a temperaturas menores a 12°C (almacenamiento refrigerado), es el

dafio por frio (Cantwell et al., 1992).

1.1.5 Propiedades Medicinales

En México el nopal se usa desde épocas pre-hispanicas con fines no solo
alimenticios sino también medicinales (Granados y Castafieda, 2003). Actualmente
ocupa el primer lugar entre las plantas utilizadas para el tratamiento de personas con

diabetes (Saucedo-Tamayo et al., 2006). Diversos estudios sefalan que el nopal
6



verdura posee ademas algunas otras propiedades medicinales entre las cuales se
incluyen: actividad diurética (Gelati, et al., 2002b), hipoglucemica (Gelati et al., 2001),
antitlcerosa (Gelati et al., 2002a; Gelati et al., 2007), cicatrizante (Gelati et al., 2003),
antiinflamatoria, antiviral (Feugang et al., 2006), y coadyuvante en la disminucion de
colesterol y la digestion entre otros. Por lo anterior, es comun que las personas
consuman este producto en fresco para conservar sus propiedades alimenticias y

medicinales (Taddei-Bringas et al., 1999).

[.2 SALMONELLA
I.2.1 Morfologia y Clasificacién Taxon6mica

Los miembros del género Salmonella son bacilos gram-negativos, de 0.7-1.5 x
2.0-5 um, generalmente mdéviles por sus flagelos peritricos (excepto S. gallinarum)
anaerobios facultativos, no esporulados (Terragno et al., 2003). El género Salmonella
estd constituido por dos especies: Salmonella entérica y Salmonella bongori. La
especie S. enterica consta de las subespecies: S. enterica subesp. enterica, S. enterica
subesp. salamae, S. enterica subesp. arizonae, S. enterica subesp. diarizonae, S.
enterica subesp. houtenae y S. enterica subesp. indica. Las especies de S. entérica y
S. bongori comprenden mas de 2600 serotipos, definidos en funcion de la asociacion
de factores antigénicos somaticos O, flagelares H y de envoltura (Vi) (Terragno et al.,
2003).

De acuerdo a Terragno et al., (2003) la clasificaciébn taxondmica de S. entérica

subesp. enterica serotipo Typhimurium es la siguiente.

Reino: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacterialea
Familia: Enterobacteriaceae

Género: Salmonella



Especie: enterica
Subespecie: enterica

Serotipo: Typhimurium.

En la literatura cientifica las formas aceptables de escribir el género y la especie para el
ejemplo anterior son: S. entérica subesp. entérica Typhimurium, S. Typhimuriumy S.

typhimurium.
1.2.2 Habitat y Fuentes de Contaminacion

Los miembros del género Salmonella estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza, su habitat natural es el tracto intestinal de mamiferos (domésticos y
silvestres), reptiles, aves e insectos. Se les puede encontrar como comensales o
patdgenos causando un amplio espectro de enfermedades en el hombre y en los
animales. Pueden persistir en suelo, agua, y estiércol sin compostear de animales
(Terragno et al., 2003).

Recientemente varios serotipos de Salmonella se han asociado como epifitos y
endofitos de algunas plantas y se han reportado contaminando numerosos productos
hortofruticolas frescos (Brandl, 2006; Doyle y Erickson, 2008; Guan y Holley, 20083;
Holden et al., 2009; Tyler y Triplett, 2008). Esto ultimo por la aplicacién de estiércol sin
compostear, uso de agua contaminada, presencia de animales domésticos y silvestres
asi como por la falta de higiene de los trabajadores durante el manejo pre y
postcosecha (Beuchat, 2002; Brandl, 2006; Doyle y Erickson, 2008).

1.2.3 Persistencia e Internalizacion en Tejidos Vegetales

El termino persistencia se define como la capacidad de durar o mantenerse por
largo tiempo (RAE, 2012). Las especies de Salmonella tienen la capacidad de persistir
fuera de su habitat natural y adaptarse a condiciones adversas del ambiente. Para esto
emplean diversos mecanismos que les permiten permanecer viables por un periodo
prolongado de tiempo. En el Cuadro 1.4 se indica los periodos de tiempo reportados en

los que Salmonella puede persistir en agua, suelo y plantas. En las plantas puede
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persistir tanto en la rizosfera como en la filosfera, llegando incluso a internalizarse en
algunos tejidos si se presentan condiciones favorables (Brandl, 2006; Bartz, 2006). La
palabra internalizacion se refiere a la condicion de poder embeberse en los tejidos de
una planta. Un microorganismo que se encuentra embebido en el tejido vegetal se dice
que esta “internalizado”. En esta condicidbn los microorganismos se encuentran
protegidos del “estrés” del medio ambiente y del efecto de biocidas u otros productos
utilizados en la desinfeccion de frutas y verduras frescas con fines preventivos (Bartz,
2006). En el cuadro 1.5 se indican algunos ejemplos de reportes de diferentes serotipos

de Salmonella en diferentes cultivos, asi como la fuente de contaminacion.



Cuadro 1.4 Persistencia de Salmonella en diferentes ambientes.

Ambiente Bacteria Dias Referencia
Tejido vegetal
Perejil Salmonella spp. 231 Islam et al., 2004
Tomate 9 Guo et al., 2002
Rabano-plantulas S. typhimurium 9 Jablasone et al.,
2005
Lechuga-plantulas 9 Jablasone et al.,
2005
Lechuga S. enterica 3 Brandl y
Amundson, 2008
Arabidopsis thaliana 21 Cooley et al., 2003
Tomate 9 Kroupitski et al.,
2009
Tomate S. montevideo 49 Guo et al., 2001
Agua
Agua potable Salmonella spp. 152 Guan y Holley,
2003
Agua de rio S. typhimurium 45  Santo Domingo, et
al., 2000
Suelo
Suelo S. typhimurium 60 Natving et al., 2002
Suelo seco a 39°C 7 Zibilske y
Suelo humedo 63 Weaver,1978
Estiércol
Estiércol de vaca S. typhimurium 48 Himathongkham et
al., 1999a
Estiércol liquido de 60 Himathongkham et
vaca al., 1999a
Estiércol S. newport 184 You et al., 2006
Estiércol con suelo sin 332 You et al., 2006
esterilizar
Estiércol con suelo 405 You et al., 2006
esterilizado
Estiércol de pollo 8 Himathongkham et
al., 1999b
Composta
Composta industrial S. typhimurium 59 Droffner y Brinton

1995
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Cuadro 1.5 Internalizacién de Salmonella en diferentes cultivos.

Bacteria Cultivo Fuente de Referencia
contaminacion
Salmonella spp. Tomate Agua (Hidroponia)  Guo et al., 2002
Naranja Agua de lavado Eblen et al., 2004
Perejil Agua de lavado Duffy et al., 2005
Pecana Agua Beuchat y Mann,
2010
S. montevideo Frijol mungo Contaminacion de  Warriner et al.,
plantula 2003
S. typhimurium Tomate Agua de lavado Ibarra-Sanchez et
al., 2004
Lechuga y rabano Contaminacion de  Jablasone et al.,
semilla 2005
Lechuga Suelo Franz et al., 2007
Lechuga Agua (Hidroponia)  Franz et al., 2007
Mango (pulpa) Agua de lavado Soto et al., 2007
S. enteritidis Mango Agua de lavado Penteado et al.,
2004
Almendra Agua Danyluk et al., 2008
S. newport Lechuga romana Suelo Bernstein et al.,

Tomate

Agua de riego

2007
Hintz et al., 2010

Cuadro tomado y adaptado de Deering et al., 2012.

El proceso de internalizacion puede ser activo o pasivo. En el proceso activo, los
microorganismos penetran mediante presion mecénica o actividad enzimatica al interior
del tejido. Mientras que en el pasivo los microorganismos como Salmonella penetran
directamente a través de aberturas naturales, tales como lenticelas, estomas, hidatodos
o heridas causadas por dafio mecéanico, cuando ingresa agua, aerosoles o particulas
contaminadas al tejido (Bartz, 2006). Esto es de especial interés para el caso de
Salmonella debido a que una vez en el interior puede colonizar los tejidos vegetales. Se
ha demostrado que existe un reconocimiento a nivel genético entre la bacteria y el

tejido de algunas plantas infectadas (Barak et al., 2005).
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Recientemente Hernandez et al. (2009) reportaron la presencia de Salmonella
typhimurium en cladodios de nopal verdura, asi como en suelo y agua de uso agricola
en una zona productora de este cultivo en Morelos, México. Por lo anterior la
implementacion de medidas preventivas como las Buenas Practicas Agricolas (BPA),
Buenas Practicas de Manejo (BPM) y Buenas Practicas de Higiene (BPH) son
importantes para la obtencion de cladodios de nopal inocuos y para la prevencion de
enfermedades gastrointestinales por patdégenos como Salmonella (Doyle y Erickson,
2008), para los cuales los lavados y aplicacion de desinfectantes pudieran no ser

efectivos en caso de encontrarse superficial o internamente (Bartz, 2006).
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II. CALIDAD SANITARIA DE JUGOS FRESCOS
ELABORADOS A BASE DE NOPAL VERDURA
FRESCO
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1.1 INTRODUCCION

El ndmero de casos de enfermedades gastrointestinales asociados al consumo de
productos hortofruticolas frescos (Doyle y Erickson, 2008) y jugos sin pasteurizar
(Parish, 1997) ha registrado importantes incrementos en los ultimos afios (Scallan et
al., 2011). En la mayoria de los casos las enfermedades gastrointestinales son
provocadas por diferentes especies de patdégenos de humanos tales como Escherichia
coli, Shigella, Salmonella, Campylobacter, Listeria monocytogenes y Aeromonas
hydrophyla, asi como por algunos virus y protozoarios entéricos (Warriner et al., 2009),
las cuales se encuentran presentes en la superficie de los productos al momento de su

consumo (Burnett y Beuchat, 2001).

La contaminacion de las frutas y hortalizas por patdégenos de humanos puede
ocurrir en cualquier parte de la cadena productiva: produccién, cosecha, postcosecha,
almacenamiento, procesamiento, distribucion y/o preparacion (Gorny, 2006).
Especificamente existen reportes de contaminacion de productos hortofruticolas con
patégenos tales como Salmonella (Garcia-Gémez et al., 2002; Miranda et al., 2009;
Quiroz-Santiago et al., 2009) y coliformes fecales (Hirotani et al., 2002) cuya presencia
ha sido recurrente en bebidas sin pasteurizar preparadas con productos hortofruticolas
frescos como aguas frescas (Félix-Fuentes et al., 2005) y jugos frescos (Castillo et al.,
2006; Lewis et al., 2006; Mudgil et al., 2004; Parish, 1997). Cabe sefalar que se ha
reportado la presencia de Salmonella en cladodios de nopal verdura fresco (Hernandez
et al., 2009 ) lo cual podria tener implicaciones directas en la salud de las personas que
consumen de manera regular este producto en especial para aquellas personas con

sistema inmune deficiente.

El nopal es uno de los principales productos hortofruticolas de consumo humano en
México (Lopez-Herranz et al., 2008) debido, en parte, a que se le atribuyen numerosas
propiedades medicinales para disminuir la glucosa y el colesterol en la sangre y por su
actividad antiulcerosa, diurética y antidrica (Feugang et al., 2006; Taddei-Bringas, et al.,
1999). Los enfermos de diabetes mellitus tipo 2 lo consumen en forma natural licuado

con agua o bien mezclado con otros productos como pifia (Ananas comosus), naranja
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(Citrus aurantium) 6 toronja (Citrus maxima) (Basurto-Santos et al., 2006; Saucedo-
Tamayo et. al., 2006).

En México existen diversos expendios comerciales que ofrecen jugos frescos
elaborados a base de nopal listos para consumirse. En estos casos los jugos se
preparan con cladodios frescos sometidos Unicamente a lavado con agua corriente.
Como la preparacion es en forma casera, el jugo asi obtenido no se somete a ningun
proceso de pasteurizacion por lo que el consumo de estos jugos comerciales pudieran
representar un riesgo potencial a la salud del consumidor. Actualmente ningin proceso
de lavado y desinfeccion es 100% efectivo para remover a los patégenos que pudieran

venir adheridos a la superficie de los productos hortofruticolas frescos (Sapers, 2001).

Por lo indicado anteriormente, en este estudio se plantearon los objetivos

siguientes.
II.2 OBJETIVOS
[1.2.1 Objetivo General

Analizar la calidad sanitaria de jugos elaborados a base de nopal verdura fresco

en expendios comerciales de Texcoco, Edo de México.
I1.2.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar la calidad sanitaria de jugos elaborados con nopal-verdura fresco en dos
expendios comerciales de Texcoco, Estado de México, con la deteccién en
medios selectivos de Salmonella, coliformes totales y E. coli, como indicadores
de contaminacion.

2. ldentificar y caracterizar cepas sospechosas de Salmonella en muestras de

jugos de nopal con pruebas bioquimicas.
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1.3 HIPOTESIS

1. Los jugos elaborados a base de nopal verdura fresco en expendios comerciales
de Texcoco, Estado de México son de buena calidad microbiologica.

1.4 METODOLOGIA

Se analizaron 162 muestras de 20 tipos de jugos frescos (Cuadro 2.1),
preparados a base de nopal, y colectadas mensualmente durante el periodo de julio de
2009 a junio de 2010, en dos expendios comerciales de la zona centro de Texcoco,
Estado de México. Uno de los expendios se caracterizd por estar ubicado en un edificio
con servicio de agua potable (expendio A) y el otro, por estar ubicado en un local sobre
la via publica sin servicio de agua potable (expendio B).

Las muestras se colectaron en vasos de unicel con 500 y 1000 mL de jugo
preparado al momento de tomar la muestra en ambos expendios, y se transportaron en
frio al laboratorio para ser procesadas en las primeras 2 h después de su adquisicion.
Para estimar la carga microbiolégica solo de los cladodios de nopal usados para la
elaboracién de los jugos en cada expendio, en cada colecta se tom6 como referencia
un jugo elaborado solo con agua y nopal, para que ningun otro ingrediente influyera en
la cuenta final de los microorganismos.

Previo al analisis microbiolégico, se determiné el pH de cada una de las
muestras con un potenciometro (pH/°C meter with GCP portable; Hanna instruments
modelo 213 HI 98230, Rumania). Para estimar la presencia de coliformes totales y E.
coli asi como la de Salmonella se tomaron como referencia las normas NOM-113-SSA-
1994 y NOM-114-SSA1-1994, respectivamente.

[1.4.1 Deteccidn y Aislamiento de Enteropatégenos

[1.4.1.1 Deteccion de Salmonella con medios selectivos
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El aislamiento de cepas sospechosas de Salmonella se llevé a cabo en medio de
pre-enriquecimientos no selectivo y medio de enriquecimiento selectivo como se

describe a continuacion.

Para el pre-enriquecimiento no selectivo se pesaron 10 g de cada muestra y se
mezclaron con 90 mL de Caldo Soya Tripticaseina (CST) en vasos para muestras
estériles de 100 mL (SARSTEDT®) (Figura 2.1-A, B). Los vasos se incubaron a 37°C
por 24 h (Figura 2.1-C). Posteriormente, de cada vaso se tomaron dos mL por
separado de la suspension, uno se transfirio a un tubo con 9 mL de Caldo Base
Tetrationato (CBT) (Figura 2.1-D) y otro a un tubo con 9 mL de Caldo Vassilis-
Rappaport (CVR). Después de incubarse a 37°C por 18 h, de cada tubo se tomaron
dos muestras por separado con un asa estéril; una de las muestras se sembré en una
caja Petri con Agar Entérico Hektoen (AEH) (Figura 2.2-A) y la otra en Agar Verde
Brillante (AVB) (Figura 2.2-B). Las cajas se incubaron a 37°C por 24 h para detectar
desarrollo de colonias con caracteristicas morfolégicas similares a las de Salmonella.
Solamente aquellas colonias que se registraron verdes o azul verdes, con 0 sin centro
negro y halo transparente en AHE fueron preservadas en glicerol a -20°C para su
confirmacion y caracterizacion con pruebas bioquimicas (Apartado 16 del Anexo).

11.4.1.2 Deteccion de coliformes totales y E. coli

Se pesaron 25 g de cada muestra de jugo y se mezclaron con 225 mL de Agua
Buferada Peptonada (ABP) a 0.1% y se mezcl6 manualmente por 15 s, (Figura 2.3-A,
B). De la suspensiéon obtenida se tomé un mililitro el cual se deposito en un tubo de
ensaye con 9 mL de ABP a 0.1% para hacer diluciones seriales hasta 10 (diez a la
menos seis). Cien pyL de cada dilucion se depositaron en una caja Petri con Agar
MacConkey (AM) y se distribuyeron uniformemente con una varilla de vidrio por 30 s
sobre un plato giratorio (Figura 2.3-C). Después de un periodo de incubacién a 37°C
por 24 h se hizo el conteo de colonias correspondientes a coliformes considerando a
todas las colonias lactosa positivas como coliformes (Figura 2.3-D). Para determinar la
presencia de E. coli, se tomd como referencia el crecimiento morfolégico caracteristico
de E. coli 042 en AM.
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[1.4.2 Identificacion y Caracterizacion Bioquimica de Cepas Sospechosas de

Salmonella

Todas las cepas (91 cepas) sospechosas de Salmonella, aisladas de jugos a
base de nopal y preservadas en glicerol a -20°C, se reactivaron en CST y crecieron en
AEH (Apartado 17 del Anexo) para someterse a un proceso de confirmacion bioquimica
de identidad. Para esto se tomaron como referencia las siguientes pruebas: produccion
de indol, rojo de metilo, prueba de Voges-Proskauer y produccion de citrato (pruebas
IMVIC, por sus siglas en inglés, Winn et al., 2008). Estas pruebas se complementaron
con las de: movilidad, produccion de sulfuro de hidrogeno (SO,), desaminacion y
descarboxilacion de la lisina, produccién de azucares y fermentaciébn de azucares

(glucosa, lactosa y sacarosa), en medios diferenciales (Terragno et al., 2003).
[1.4.2.1 Prueba de rojo de metilo y Voges-Proskauer

De cada una de las 91 cepas reactivadas se seleccionaron dos colonias para
crecerlas por separado en 5 mL de medio MR-VP (dos tubos por cepa) a 35°C por
cuatro dias. Uno de los crecimientos se uso para la prueba de Voges-Proskauer y el
otro para la prueba de rojo de metilo. Al crecimiento seleccionado para la prueba de
Voges-Proskauer se le agregaron 5 mL de solucion de sulfato de cobre y amonio
(solucién Leifson) (Apartado 1.2 del Anexo) mientras que al seleccionado para la
prueba de rojo de metilo se le agregaron cinco gotas de solucién indicadora para rojo
de metilo (Apartado 1.1 del Anexo).

11.4.2.2 Prueba de citrato en Agar Citrato de Simmons (ACS)

La evaluacién de la produccion de citrato se hizo con crecimientos en tubo
inclinados con 5 mL de Citrato de Simmons (Anexo). Para este fin, se seleccion6 una
colonia de cada una de las 91 cepas crecidas en AEH para sembrarse por separado
con un asa sobre la superficie del medio ACS en tubo inclinado. Después de un periodo

de incubacion a 35°C por 24 h se registraron los cambios de color del medio.
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11.4.2.3 Prueba de Movilidad, Indol y Ornitina en Agar Movilidad, Indol y Ornitina (MIO)

Para esta prueba se eligieron dos colonias de cada una de las 91 cepas crecidas
en AEH. Se tomoé por separado con un asa recta una muestra de masa bacteriana de
cada colonia y se deposit6 en la parte central de un tubo de ensaye (25 x 150 mm) con
5 mL medio semisélido MIO. A las 24 h de incubacion a 35°C, en uno de los tubos con
crecimiento se registré visualmente la movilidad de la bacteria y la produccion de
ornitina; y en el otro, la formacién de un anillo rojo indicativo de la produccion de indol
después de habérsele adicionado 3 gotas de solucién de Kovac’s modificada de Erlich
(Apartado 2 del Anexo).

[1.4.2.4 Prueba para Lisina y Produccién de ureasa

De cada una de las 91 cepas crecidas en AEH, se tom6 masa bacteriana de una
colonia con un asa recta y se deposit6é en el centro de un tubo con 5 mL de medio: Agar
Hierro y Lisina (LIA) para la prueba de lisina; y, Caldo Urea (CU), para la produccion de
ureasa. Los medios inoculados se incubaron a 37°C por 24 h para registrar cambios de
color y produccién de acido sulfhidrico, en el primer caso; y en el segundo, solo cambio
de color.

11.4.2.5 Fermentacion de azucares (glucosa, lactosa y sacarosa) y produccion de H,S

Para la fermentacion de azucares su usaron los medios de cultivo: Agar Hierro y
Triple Azucar (TSI), para evaluar lactosa, sacarosa y glucosa; y, Agar Hierro de Kliger
(AHK), para evaluar glucosa, lactosa y la capacidad de producir acido sulfhidrico. Dos
colonias de cada una de las 91 cepas crecidas en AEH se sembraron por separado en
tubos con TSI y AHK. Después de 24 h de incubacion a 37°C se registro visualmente el

cambio de color y la produccion de gas por desplazamiento del medio de cultivo.
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1.5 RESULTADOS Y DISCUSION

[1.5.1 Calidad Sanitaria de Jugos Elaborados a Base de Nopal Verdura

Durante el periodo de julio de 2009 a junio de 2010 se colectaron un total de 162
muestras procedentes de 20 tipos de jugos frescos, preparados a base de nopal, en
dos expendios comerciales de la zona centro de Texcoco, Estado de México (Cuadro
2.1).

Las muestras registraron un pH promedio general de 4.65 + 0.42 y calidad
microbiolégica deficiente de acuerdo a las NOM-113-SSA-1994 y NOM-114-SSA1l-
1994. Esto ultimo independiente del tipo de jugo, expendio o mes de colecta (Cuadros
2.2-2.9; Figura 2.10).

[1.5.2 Detecciéon, Aislamiento e Identificacion de Enteropatbgenos como

Indicadores de Contaminacioén

En 29 de las 162 muestras de jugos frescos colectadas se detectaron colonias
sospechosas de Salmonella en medio AEH. Estas colonias se observaron verdes con
centro negro y halo transparente por lo que se aislaron como cepas puras en AEH. En
total se aislaron 91 cepas sospechosas de Salmonella a las cuales se les asigné una
clave para manejo en laboratorio durante las pruebas de confirmacion de identidad y
caracterizacion bioguimica.

De acuerdo a los resultados obtenidos ninguna de las 91 cepas sospechosas se
confirmd como Salmonella por las pruebas bioquimicas establecidas (Cuadro 2.10;
Figuras 2.4-2.9). En general, las reacciones se registraron como negativas
considerando los cambios en la coloracion de los medios, asi como la falta de
crecimiento en los medios establecidos para tal fin de acuerdo a la NOM-114-SSA1-
1994 y al manual de procedimientos de aislamiento, identificacion y serotipificacion de
Salmonella (Terragno et al., 2003). Considerando las reacciones registradas en las
diferentes pruebas, el 90.1 % de las cepas presentd caracteristicas de Citrobacter
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freundii y el 9.9% de Proteus mirabilis. Terragno et al., (2003) indican que en pruebas
preliminares Salmonella puede confundirse con Citrobacter y Proteus.

En el caso de P. mirabilis la pruebas de desaminacion de la lisina y la produccion de
ureasa sirven para diferenciar esta bacteria del género Salmonella; mientras que, en el
caso de C. freundii, la ausencia de descarboxilacién-desaminacion de la lisina sirve
para hacer la diferenciacién de Salmonella.

Aunque P. mirabilis y C. freundii, pertenecientes también a la familia
Enterobacteracea, se consideran bacterias oportunistas (Terragno et al., 2003) pueden
ocasionar serias enfermedades en el hombre; como por ejemplo, C. freundii meningitis
neonatal (Doran, 1999); y P. mirabilis, infecciones urinarias las cuales pueden resultar
en la formacién de célculos renales (Allan, 2003).

De las 162 muestras de jugo a base de nopal analizadas, 136 (84%) resultaron
positivas a CT y a E. coli, con cuentas de 4.2 a 4.6 y de 2.5 a 3.5, respectivamente.
Como referencia la NOM-127-SSA1-1994 establece que en una muestra simple de
agua el limite permisible de CT y E. coli es ausencia o no detectables. Por lo anterior,
los resultados obtenidos en este estudio sugieren que alguno(s) de los productos con
los que se prepararon los jugos pudo estar contaminado al momento de elaborar el
jugo. Sin embargo, la cantidad y diversidad de ingredientes de cada uno de los jugos
evaluados hace mas complejo determinar con exactitud cual de los frutos y/o verduras
usados fue la fuente de contaminacion.

Algunos de los ingredientes usados en las formulas de los jugos muestreados como
naranja, manzana, zanahoria, apio y perejil, han sido previamente reportados como
vehiculos de varios serotipos de Salmonella (Burnett y Beuchat 2001; Miranda et al.,
2009; Quiroz-Santiago et. al., 2009). Debido al tipo de manejo de las materias primas y
a la falta de condiciones optimas en los establecimientos ubicados en la via publica, los
cuales carecen servicios de agua potable y drenaje, se corre el riego de contaminacién
cruzada y por consiguiente de adquirir alguna enfermedad por parte de los
consumidores de jugos frescos (Martinez-Gonzales et al., 2003; Castillo et al., 2006).
Utensilios como exprimidores, cuchillos y jergas pueden ser reservorios de importantes
patdogenos causantes de enfermedades gastrointestinales (Martinez-Gonzales et al.,

2003; Castillo et al., 2006).
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Los resultados de las cuentas de CT aqui obtenidos no mostraron diferencias
significativas (a=0.05) cuando se analizaron por tipo y origen de jugo; sin embargo, al
analizarse de acuerdo a la estacion del afilo de colecta se registraron diferencias
significativas (0=0.05) entre ellos. Aunque la cuenta de CT se mantuvo relativamente
constante se registr6 una cantidad significativamente menor (a=0.05) en invierno
(2009-2010) respecto a las obtenidas en las otras estaciones. Similarmente, la cuenta
de E. coli fue significativamente mayor en verano y otofio de 2009, en relacion a la
registrada durante las estaciones de invierno y primavera. Lo anterior coincide con
otros estudios que indican que las enfermedades gastrointestinales se reducen durante
la época fria, disminucion que se relaciona con una baja en la frecuencia de
aislamiento de coliformes, en particular de E. coli, en dicho periodo (Herrera, 1990). La
deteccibn de E. coli en un producto es indicativo de la presencia de otros
microorganismos como Salmonella, Shigella, Serratia y Citrobacter (Parish, 1997). La
contaminacién por estos y otros patdégenos puede ocurrir durante el manejo del
producto por el personal o equipo con poca higiene o bien por contacto de insectos con
la superficie de la fruta, entre otros (Parish, 1997).

[1.6 CONCLUSIONES

Los 20 tipos de jugos frescos preparados a base de nopal, colectados
mensualmente durante el periodo de julio de 2009 a junio de 2010, en expendios
comerciales de la zona centro de Texcoco, Estado de México, registraron calidad
microbiolégica deficiente ya que se detectd a E. coli. Esta bacteria puede ser un
indicador de la presencia de otros microorganismos entéricos patogénicos a las

personas.

De 162 muestras de jugos analizadas, se aislaron 91 cepas sospechosas de
Salmonella; sin embargo, ninguna de estas cepas se confirmo como Salmonella por las
pruebas bioguimicas: produccion de indol, rojo de metilo, prueba de Voges-Proskauer y
produccion de citrato (pruebas IMVIC, por sus siglas en inglés), complementadas con

las pruebas de movilidad, produccion de sulfuro de hidrogeno (SO,), desaminacion y
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descarboxilacion de la lisina, produccién de azucares y fermentacion de azucares

(glucosa, lactosa y sacarosa), en medios diferenciales.

Debido a que los jugos frescos pueden servir como vehiculos de transmisiéon de
patdgenos a los consumidores, el monitoreo de la calidad sanitaria de las frutas y
hortalizas frescas asi como la implementacion de Buenas Préacticas de Higiene (BPH) y
la higiene personal, son puntos importantes de control para reducir la contaminacion de

estos productos.
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lIl. PERSISTENCIA E INTERNALIZACION DE Salmonella
typhimurium EN SUELO Y CLADODIOS DE NOPAL
VERDURA
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1.1 INTRODUCCION

Las frutas y hortalizas frescas se han relacionado con numerosos brotes de
enfermedades por patégenos de humanos (Berger et al., 2010; Beuchat, 2002; Tauxe
et al., 2002). Brotes por salmonelosis se asociaron con el consumo de lechuga, tomate
y melon cantaloupe, los cuales resultaron en numerosas hospitalizaciones y muerte de
varias personas (Hilborn et al., 1999; Horby et al., 2003; Sivapalasingam, 2003).

El suelo fertilizado con abono orgénico fresco, sin compostear, se encuentra
entre las principales fuentes de inoculo de S. enterica serovar Typhimurium (S.
typhimurium) (Chapman et al., 1993; Veling et al., 2002). En el suelo, la bacteria puede
permanecer viable por periodos extendidos de tiempo y de ahi transmitirse a las plantas
en crecimiento (Himathongkham et al., 1999a,b; Islam et al., 2004). Guo et al., (2001)
reportaron que Salmonella se encuentra entre los microorganismos patdgenos de
humanos con capacidad de invadir e internalizarse en los tejidos de las plantas. Estos
investigadores registraron la presencia de células de Salmonella en la pulpa de frutos
de tomate colectados de plantas inoculadas en etapa de floracién por inyeccién de
tallos y cepillado de flores con los serotipos S. enterica serovar Poona, S. enterica
serovar Michigan, S. enterica serovar Enteritidis, S. entérica serovar Montevideo y S.
enterica serovar Hartford.

Por otra parte, Warriner et al., (2003), reportaron que una raza de S. enterica
subsp. enterica serovar Montevideo bioluminiscente expres6 capacidad para colonizar
plantulas de frijol después de 24 h de iniciada la germinacion de semillas de frijol
mungo contaminadas con esta bacteria. Células bacterianas de baja viabilidad se
observaron en los espacios intercelulares de las células epidermales del hipocotilo y
células viables se recuperaron de fluido apoplastico y de extractos de germinados,
previamente desinfestados con 20,000 ppm de hipoclorito de sodio. Similarmente, las
razas de S. enterica serovar Typhimurium, MAE 110 (de morfologia multicelular) y 119
(de morfologia tipo silvestre), transformadas con el plasmido de la proteina verde
fluorescente (pGFP) mostraron capacidad de colonizar el tejido interno de plantulas de
lechuga (Lactuca sativa cv. Tamburo) crecidas tanto en un sistema de suelo como en

un sistema hidropénico inoculados con la bacteria. Aunque en el sistema de hidroponia
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la colonizacion ocurrié solamente con altas densidades de la raza MAE 119; en el
sistema suelo, ambas razas 110 y 119 se encontraron en altas densidades infectando
las hojas (Franz et al., 2007).

Lo anterior es de especial importancia cuando las frutas y hortalizas se
consumen frescas por la dificultad de remover o eliminar las células bacterianas
durante el proceso normal de lavado y desinfeccion (Itoh et al., 1998; Jablasone et al.,
2005; Solomon et al., 2002; Wachtel et al., 2002; Warriner et al., 2003).

Cabe sefalar que en México diferentes serotipos de Salmonella se han aislado
de hortalizas como perejil (Pretoselinum hortense), cilantro (Coriandrum sativum),
brécoli (Brassica oleracea var. italica), coliflor (B. oleracea var. botrytis), papaloquelite
(Porophyllum ruderale), verdolaga (Portulaca oleracea), lechuga orejona (Lactuca
sativa), espinaca (Spinacia oleracea), berro (Nasturtium officinalis), perejil chino (P.
hortense), betabel (Beta vulgaris), apio (Apium graveolens var. dulce), lechuga Romana
(L. sativa), repollo (B. oleracea var. capitata), y papa (Solanum tuberosum) (Quiroz-
Santiago et al., 2009).

Recientemente Salmonella se aislo de plantas de nopal (Opuntia ficus-indica (L.)
Mill) asi como de muestras de suelo y agua de uso agricola obtenidas de plantaciones
de nopal verdura sin un esquema de Buenas Practicas Agricolas (Hernandez et al.,
2009). La deteccién de Salmonella se relaciond, en este estudio, con la practica comun,
entre algunos productores de la region, de aplicar abono organico sin compostear asi
como con la poca higiene de los materiales utilizados durante el manejo pre y
postcosecha del cultivo Hernandez et al., (2009).

Debido a que el nopal puede servir como un vehiculo de transmisién de
Salmonella a las personas que consumen este producto en fresco o minimamente
procesado, y a que puede servir como un factor de contaminacion de otros productos
alimenticios, el objetivo del presente estudio fue determinar la capacidad de Salmonella
enterica serovar Typhimurium de persistir e internalizarse en cladodios de nopal. Lo
anterior es relevante en la toma de decisiones sobre recomendacion de consumo de
este producto en fresco, por sus propiedades medicinales y actividad antiulcerosa, o

bien de requerimientos de desinfeccion del cladodio previo a su consumo.
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1.2 OBJETIVOS

11.2.1 Objetivo General

Determinar el potencial de persistencia e internalizacion de Salmonella en plantas de

nopal bajo condiciones de invernadero.

l11.2.2 Objetivos Especificos

1. Establecer la capacidad de persistir de S. typhimurium en suelo de plantas de
nopal en macetas.

2. Determinar la capacidad de persistir de S. typhimurium en cladodios madre y
cladodios secundarios en planta, asi como en cladodios secundarios
precortados.

3. Evaluar la capacidad de internalizacion de S. typhimurium en raices y cladodios

madre y secundario.

I11.3 HIPOTESIS
1. S. typhimurium tiene el potencial de persistir tanto en suelo como en cladodios
en planta y cladodios precortados en condiciones de invernadero y laboratorio,
respectivamente.
2. S. typhimurium tiene la capacidad de internalizarse en los tejidos de plantas de

nopal cuando se encuentra presente en suelo contaminado.

1.4 METODOLOGIA

I11.4.1 Establecimiento de Plantas en Invernadero

El material propagativo (cladodios) se obtuvo de plantas de nopal (Opuntia ficus

indica variedad Milpa Alta), de un afio de edad crecidas en invernadero. Previo al
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establecimiento de las plantas. Los cladodios se mantuvieron sobre papel estraza a
temperatura ambiente de laboratorio por tres semanas para dar tiempo a que la herida
donde se hizo el corte secara. Posteriormente, los cladodios se colocaron en macetas
de plastico (Carrasco®) con una mezcla de suelo-vermicomposta (3.5:1.5 Kg),
estableciendo un cladodio por maceta (Figura 3.1-A) y se mantuvieron en invernadero a
temperatura ambiente con dos riegos con agua de pozo por semana hasta la
produccién de cladodios secundarios (de segundo orden) y terciarios (de tercer orden).
Después de 9 meses de establecidas las plantas se inici6 la inoculacion de suelo y de
cladodios con una suspension de Salmonella (Figura 3.1-B) como se describe a

continuacion.
[1l.4.2 Cepa Bacteriana y Preparacion de Inoculo

Se usO una cepa de Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC23564,
donada por el Centro de Investigacion en alimentacion y desarrollo, A. C. (CIAD),
resistente a Kanamicina (Sigma-Aldrich®) (50 pg/mL) (Landa et al., 2009) y
almacenada en agua-glicerol (50:50) a -20°C. La cepa, registrada en el laboratorio
como Salmonella Typhimurium (S. typhimurium) St4-Km>°, se reactiv en Caldo Soya
Tripticaseina (CST) mas Kanamicina (CST-Km*®) a 37°C por 18 h y se creci6 en Agar
Soya Tripticaseina (AST) mas Kanamicina (AST-Km>®) a 37°C por 48 h. De las cajas
con crecimiento se preparé inoculo en tubos de ensaye con 9 mL de Agua Buferada
Peptonada (ABP) a 0.1% donde la poblacién bacteriana se ajusté a 8 x 108 unidades
formadoras de colonias (UFC) por mL, en un espectrofotometro (Genesys® 10 UV,
Termo spectronic) a 560 nm. De las suspensiones obtenidas, se tomaron muestras de
1y 3 mL las cuales se depositaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL y en frascos de vidrio
de 450 mL con 297 mL de ABP a 0.1%, respectivamente. Los tubos y frascos con las
suspensiones de S. typhimurium St4-Km>® se transportaron al invernadero para la
inoculacién de suelo y de cladodios en un periodo no mayor de 2 h de haberse

preparado el inoculo.
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[11.4.3 Inoculacion de Suelo y de Cladodios

Se probaron tres esquemas de inoculacién para determinar: 1) la persistencia de
S. typhimurium St4-Km®® en suelo y en tejido de nopal; 2) la capacidad de St4-Km*
para colonizar la superficie de raices y de ingresar al tejido interno de las mismas; y, 3)
la habilidad de la bacteria para internalizarse en el tejido de los cladodios de nopal.

[11.4.3.1 Inoculacion de suelo. Se establecié para simular la condicion de un
suelo agricola contaminado con Salmonella y en proximidad con las raices de las
plantas. Para esto, 300 mL de suspensién bacteriana de St4-Km*° con 6 log UFC/mL
en ABP a 0.1%, se depositaron directamente sobre el suelo de una maceta con una
planta de nopal de 9 meses de crecimiento. La deposicién se realizé evitando salpicar
el tejido de la planta. En total se inocularon 50 macetas de las cuales a 45 se les aplico

suspension bacteriana y a las 5 restantes solo ABP (control) (Figura 3.2-A).

[11.4.3.2 Inoculacion de cladodios en planta. Para determinar la capacidad de
Salmonella de persistir e invadir los tejidos internos de nopal, 300 L de suspension
bacteriana de St4-Km>® en ABP a 0.1% con 8 Log UFC/ mL se infiltraron a través de la
aguja (30G x 13 mm) de una jeringa de 1 mL (BD Ultra-Fine™) en un cladodio madre
(cladodio de primer orden) o un cladodio secundario por planta. El inoculo se aplico
lentamente en tres puntos equidistantes (con 10 cm de distancia entre ellos) y en
volumen similar en la parte superior del cladodio para evitar derrames del liquido
(Figura 3.2-B y C). Cerca de la region de inoculacion se puso una marca con tinta
permanente (BIC® marking, permanent marker) para ubicar dicha region durante la
inspecciéon y el muestreo de tejido (Figura 3.2-D). En total se inocularon 45 cladodios
con St4-Km>® y 5 cladodios con ABP a 0.1% como control negativo. En el caso de
cladodios madre, se inoculé un cladodio por planta; y en el de los secundarios, dos
cladodios por planta. Después de cada 10 cladodios inoculados se hizo cambio de
jeringa por una nueva. Las plantas inoculadas se mantuvieron en condiciones de
invernadero y se regaron dos veces por semana con agua de pozo, sin fertilizacion ni

aplicacién de pesticidas.
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[11.4.3.3 Inoculacion de cladodios precortados. Para determinar la capacidad de
Salmonella de persistir en cladodios precortados, 300 pL de suspension bacteriana de
St4-Km>® en ABP a 0.1% con 8 Log UFC/mL se infiltraron como se describi6
anteriormente a través de la aguja (30G x 13 mm) de una jeringa de 1 mL (BD Ultra-
Fine™) en un cladodio secundario, previamente colectado de plantas de nueve meses
crecidas en invernadero. Después de la inoculacion, los cladodios se colocaron sobre
papel aluminio (Specialfoil aluminum®), dentro de cajas de plastico con tapa (27.8
x16.5 x 4.5 cm) y se mantuvieron en condiciones de laboratorio.

El esquema anterior de inoculacién de suelo y cladodios se repitid al menos una
vez con el mismo numero de unidades durante el periodo de invierno y otofio de 2010.
En cada experimento se tomaron lecturas de pH de cladodios secundarios en planta,
previamente inoculados con St4-Km*°, durante 8 h a intervalos de 1 h, con un
potenciémetro con electrodo tipo aguja (pH/ °C meter with GLP; Hanna® Instruments HI
98230, Rumania). Asi mismo, se registré la temperatura y humedad relativa del

laboratorio e invernadero con un data logger HOBO® (Figura 3.3).

[11.4.4 Persistencia de S. typhimurium

[11.4.4.1 Persistencia en suelo. Después de la inoculacion, durante 15 dias cada
24 h se colectaron muestras de suelo de tres macetas con St4-Km>® y de una maceta
control. Para esto se colectaron 50 g de suelo por maceta, se depositaron en una bolsa
Ziploc® (17.8 x 22.1 cm) estéril y se analizaron durante las siguientes 2 h (Figuras 3.4-
A y B). De cada muestra se tomaron 25 g de suelo (Figura 3.4-C) los cuales se
depositaron en matraces con 225 mL de ABP a 0.1% y se agité suavemente por 30 s
(Figura 3.4-D). De la mezcla homogeneizada se transfirio 1 mL a un tubo con 9 mL de
ABP a 0.1% para hacer diluciones seriales hasta 10°. Cien pL de cada dilucién se
depositaron por duplicado en Agar Entérico Hektoen mas Kanamicina (50 pg/mL)
(AEH-Km®®) y se incubaron a 37°C por 48 h.

[11.4.4.2 Persistencia en tejido de nopal. Se colectaron cladodios de nopal
inmediatamente después de la inoculacién y posteriormente cada 24 h por 10 o 15 dias

para la deteccién de St4-Km®® de acuerdo a la Norma Oficial NOM-114-SSA1-1994.
39



Para esto se corté a 5 y a 10 cm por encima del nivel del suelo, para obtener los
cladodios madre, y en el punto de unién con el cladodio madre, para tener los cladodios
secundarios. Para los cortes se utilizé un cuchillo previamente desinfectado con etanol
a 96%. Los cladodios colectados se depositaron sobre papel aluminio (Figura 3.5-A),
previamente esterilizado con luz UV (Lampara PHILIPS UV 30W/630 T8) por 15 min, y
se transportaron al laboratorio para ser procesados en las siguientes 2 h.

Previo a la extraccién, los cladodios se lavaron con agua corriente de la llave, se
desinfectaron superficialmente, por separado, en una charola (30 x 27.5 X 5.5 cm) con
cloro a 200 ppm por 3 min (Figura 3.5-B), y después de enjuagarse con agua destilada
se colocaron sobre papel aluminio estéril bajo luz UV (Lampara PHILIPS UV 30W/630
T8 a una distancia de 63 cm) por 15 min en una campana de bioseguridad
(ThermoForma®, Class |l Biological Safety Cabinet). La extraccion y estimacion del
nimero de células viables de St4-Km*® se realizé de acuerdo a Madigan et al., (2001).
Del area de inoculacion, de cada cladodio se cortdé 1 cm de tejido con un cuter estéril
(Figura 3.5-C), se depositd en una bolsa Bol-Lock® (17 x 17 cm) estéril con 900 pL de
ABP a 0.1% y se macer6 en un stomacher (Seward®, stomacher 400 circulator) por 1
min a 300 rpm (Figura 3.5-D). Del macerado obtenido se tomaron tres muestras de 100
uL cada una; una para siembra directa en AEH-Km®, otra para hacer diluciones
seriales, y una mas para enriguecimiento en Caldo Soya Tripticaseina con Kanamicina
(CST-Km*®) (MCD Lab S.A. de C.V.). Esto Gltimo para incrementar la oportunidad de
detectar la bacteria en caso de encontrarse debajo del limite de deteccidén. De las
suspensiones bacteriales obtenidas se tomaron muestras con un asa estéril y se

estriaron en AEH-Km®. Las cajas inoculadas se incubaron a 37°C por 48 h.

[11.4.5 Internalizacion en Tejido de Nopal

Para determinar la capacidad de internalizacion de la bacteria se colectaron
raices y cladodios de plantas crecidas en suelo inoculado asi como de plantas
inoculadas directamente con St4-Km*°. Para la colecta, el cladodio madre, con
cladodios secundarios y terciarios, se corté a 5 cm sobre el nivel del suelo; y las raices

se extrajeron directamente de la maceta cada 24 h durante 10 dias. Los cladodios y
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raices colectados se transportaron por separado en bolsas Ziploc ® estériles al
laboratorio donde se lavaron con agua corriente de la llave y se desinfectaron como
sigue. Las raices con etanol a 80% por 30 min y posteriormente con cloro a 200 ppm
por 15 min; y los cladodios, con cloro a 200 ppm por 3 min (Zhang et al., 2009). En
ambos casos se realizd un enjuague final con agua destilada estéril.

Las raices desinfestadas se depositaron en bolsas Ziploc ® estériles, con ABP a
0.1% en proporcion 1:10, con respecto al peso fresco del tejido, y se maceraron en un
stomacher (Seward ®, stomacher 400 circulator) por 3 min a 300 rpm. Del macerado
obtenido se tomaron muestras de 100 pL, se estriaron en AEH-Km® y se incubaron a
37°C por 48 h. Los cladodios madre y los cladodios secundarios desinfestados (10 de
cada uno, respectivamente), colectados de plantas crecidas en suelo inoculado con
St4-Km®°, se procesaron como se indicé anteriormente.

De los cladodios secundarios desinfestados, colectados de plantas inoculadas
con St4-Km®°, se extrajo tejido a 1, 5y 10 cm a partir del punto de inoculacién asi como
tejido de la base del cladodio terciario para ser procesados. Para esto el tejido se
colocé por separado en tubos de ensaye Eppendorf con CST-Km>°y se incubé a 37°C
por 48 h. De la suspensién asi obtenida se tomaron muestras de 100 uL para estriarse

en cajas Petri con AEH-Km®°. Las cajas se incubaron a 37°C por 48 h.
I11.4.6 Preparacion de Muestras para Microscopia

Muestras de tejido de cladodios secundarios, previamente lavados vy
desinfestados, se analizaron al microscopio electrénico de barrido JSM 6390 (JEOL,
Japdn). El tejido se colecté a 0y 10 cm a partir del punto de inoculacion al tiempo 0Oy a
las 24, 48, 72, 96, 120 y 168 h, después de la inoculacién con St4-Km>°. Una vez
fijadas en glutaraldehido a 2.5%, las muestras (de 3 a 5 mm, Figura 3.6 A y B) se
lavaron tres veces con una solucion amortiguadora de fosfatos de Sorensen 0.1 M pH
7.2 (Gonzalez et al., 2003), y se deshidrataron con soluciones graduales de alcohol
etilico (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100%; dos veces en cada una) por 1 h en cada
concentracion con un cambio de alcohol de la misma concentracion cada 30 min

(Figura 3.6-C). Después de secarse por 40 min a punto critico con CO; en una
41



secadora Samdri-780A® (TOUSIMIS Research Corporation, Rockville, USA; Figura
3.6-D), las muestras se recubrieron con una aleacion oro-paladio (Au-Pd) con una
ionizadora de metales (JEOL, Fine coat JFC-1100; Figura 3.7-A y B) para ser

observadas al microscopio electronico de barrido (Figura 3.7-C y D).
[11.4.7 Confirmacion de Identidad de Cepas por PCR

De 12 cepas presuntivas de Salmonella aisladas de suelo (3) y de cladodios
madre (5) y cladodios secundarios en invernadero (1) y laboratorio (3), inoculados con
St4-Km®°, se extrajo ADN de células crecidas en tubos con 5 mL de CST-Km®® sin
agitacion a 37°C por 24 h. La extraccion de ADN se hizo de acuerdo a Guo et al. (2000)
para la amplificacion del gen invA con los iniciadores Sal-3 (5° TAT CGC CAC GTT CGG
GCA A 3) y Sal-4 (5 TCG CAC CGT CAA AGG AAC C 3) y con el Kit de PCR (PCR
Master Mix) (Promega®). La mezcla de reaccidon consto de: agua libre de nucleasas,
6.2 pL; muestra problema de ADN 100 pmol, 5 pL; iniciadores Sal-3 y Sal-4, 100 umol
de cada uno, 0.65 pL por iniciador; mezcla de PCR Master Mix, 12.5 pL, con volumen
final de 25 pL. La reaccion se efectud en un termociclador de gradiente (Techne®, TC-
512) con el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 94°C por 1 min; 35 ciclos,
cada uno con: desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineacion de iniciadores a 50°C por
1 min y extension de ADN a 72°C por 2 min; y extension final a 72°C por 5 min. El
producto de PCR se analizé por electroforesis en gel de agarosa a 0.8% con bromuro
de etidio (1 pL) y se visualizé en un transiluminador (Gene Wizard®, Syngene Bio

Imaging).

[11.4.8 Analisis Estadistico

Los datos de poblaciones bacterianas obtenidas de dos ensayos con tres
repeticiones cada uno, se transformaron a Log UFC g* de suelo y tejido,
respectivamente, y se analizaron utilizando el modelo lineal correspondiente a un
disefio completamente al azar, se realizd un andlisis de varianza y una prueba de

comparacién multiple de medias, usando el método de Tukey (P<0.05).
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1.5 RESULTADOS Y DISCUSION
[11.5.1 Persistencia de S. typhimurium
[11.5.1.1 Persistencia en suelo

Salmonella typhimurium St4-Km>° persistié en suelo por 14 dias después de la
aplicacién por infiltracion del inoculo al suelo en macetas con plantas de nopal, de
nueve meses de crecimiento, en invernadero (Cuadro 3.1). Después de ese tiempo no
se recuperaron células de la bacteria aln en muestras sometidas a enriquecimiento en
Caldo Soya Tripticaseina con Kanamicina (50 pg/mL). En suelo el decremento de la
poblacién bacteriana fue paulatino pero constante hasta alcanzar niveles de 1 UFC/mL

0 menos después de los 9 dias después de la inoculacion (ddi).

La capacidad de Salmonella de persistir en suelo es muy variable, pudiendo
alcanzar periodos que van desde los 49 (Guo et al., 2001) hasta los 231 dias (Islam et
al., 2004). Sin embargo, son diversos factores los que afectan la supervivencia de la
bacteria tales como el tipo de suelo (Zibilske y Weaver 1978), la presencia de otros
microorganismos (Cooley et al., 2006; Zibilske y Weaver 1978), y las condiciones de
temperatura ambiental (Garcia et al., 2010), Algunas veces puede presentarse la
lixiviacion de las células bacterianas al momento del riego (Natvig et al. 2002). En este
estudio, es probable que la reduccién de la poblacion de Salmonella typhimurium en
suelo se deba principalmente a las condiciones ambientales de temperatura (Tmax
34.5°C y Tmin 2.03°C), y humedad relativa (HRnax 94.5% y HRmin 23.5%) registradas en
el invernadero durante el periodo en el que se desarroll6 el experimento; asi como a la
condicion del sustrato utilizado. Como sustrato se utilizé una mezcla de suelo franco
arenoso con vermicomposta (5.5:1.5) sin esterilizar para el crecimiento de las plantas
de nopal. Cabe sefialar que se detectd la presencia de Fusarium sp., en el suelo de las
macetas. Por lo anterior es posible que alguna de éstas o varias de las condiciones
anteriores pudieran haber influido en la persistencia de S. typhimurium en el suelo de

las macetas de nopal en invernadero.
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Aunque no se tienen registros de la produccién de exudados de raices de
plantas de O. ficus indica con efectos antimicrobianos, Gomez-Flores et al., (2006),
reportaron la presencia de compuestos con actividad antimicrobiana en cladodios de la
cactacea Nopalea cochenillifera, contra E. coli, S. typhimurium y Candida albicans. Es
posible que los compuestos antimicrobianos que se encuentran en N. cochenillifera
sean semejantes y/o iguales a los de O. ficus-indica por pertenecer ambos géneros a la

familia de las cactaceas (Griffith y Porter, 2009).
[11.5.1.2. Persistencia en cladodios de nopal

11.5.1.2.1 Madre en planta. S. typhimurium St4-Km*° persistié en el tejido por
14 dias después de la aplicacién por infiltracion del inoculo en el cladodio madre en
invernadero. Similarmente a lo registrado en suelo, el decremento de la poblacién de la
bacteria fue paulatino pero constante hasta alcanzar niveles de 1 UFC/mL o menos a
partir de los 9 ddi (Cuadro 3.1).

11.5.1.2.2 Secundario en planta. S. typhimurium St4-Km>° persisti6 en el tejido
por 9 dias después de la aplicacion por infiltracion del inoculo en cladodio secundario
en invernadero. Sin embargo, en contraste a lo registrado en cladodio madre, la
poblacién de la bacteria decrecié rapidamente durante las primeras 24 h alcanzando
niveles de 1 UFC/mL o menos a los 5 ddi. A partir de los 10 ddi no se recuper6 a la

bacteria aun en medios con enriquecimiento (Cuadro 3.1).

111.5.1.2.3 Secundario precortado. S. typhimurium St4-Km>® persistié en el
tejido por 14 dias después de la infiltracion del inoculo en el cladodio secundario
precortado, mantenido en laboratorio. Inicialmente la poblacion de la bacteria registré
un decremento durante los primeros 8 ddi; sin embargo, a partir de esa fecha mostré un
incremento paulatino de aproximadamente 2 Log a los 14 ddi (Cuadro 3.1). Lo anterior

contrasta con lo registrado en suelo y cladodios en plantas en invernadero.

El tejido inoculado de los cladodios madre y secundario en planta y cladodios
precortados, con Salmonella typhimurium St4-Km®°, registraron cambio en la coloracion

de tejido, de verde a café. Aunque el cambio, tardio pero de mayor intensidad, se
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registréo en el tejido de los cladodios precortados (Figura 4.2). Es probable que el
cambio rapido de color en los cladodios en planta se deba a una respuesta de defensa
caracterizada por la produccion de compuestos antimicrobianos de naturaleza fendlica
como la registrada previamente por Gomez-Flores et al.,, (2006) en Nopalea
cochenillifera. En esta cactdcea se registrdé la produccion de compuestos
antimicrobianos en respuesta a E. coli, S. typhimurium y Candida albicans.

Los resultados obtenidos en el presente estudio muestran que aunque Salmonella
puede persistir en tejido de nopal, su duracién depende del estado fisioldgico del tejido.
En tejido joven, como el del cladodio secundario en planta, la capacidad de persistir se
encontré limitada asi como su crecimiento, posiblemente por la respuesta rapida
registrada y asociada con el cambio de color en este tipo de tejido. En este caso el
cambio de color puede estar relacionado con la produccién y acumulacion de
compuestos de naturaleza fendlica. Cabe sefialar que las sustancias fendlicas forman
parte de la resistencia en plantas no hospederas en respuesta a microrganismos

patogénicos (Nicholson y Hammerschmidt, 1992).

En cladodio secundario precortado de nopal, S. typhimurium registr6 el mayor
tiempo de persistencia (14 dias) y un incremento en la poblacion de la bacteria (2 Log).
Varios reportes indican que la capacidad de Salmonella de persistir en tejido vegetal es
de nueve dias, aunque algunos otros indican periodos menores o mayores (3 y 231
dias, respectivamente) (Cuadro 1.4). Brandl y Amudson (2008), encontraron que el
tamano de las poblaciones de E. coli y de Salmonella enterica fue similar tanto en tejido
joven de lechuga en planta como en el de lechuga precortada. Esta diferencia que
contrasta con lo encontrado en este estudio, puede estar relacionada con el tipo de
planta y de tejido asi como con las condiciones experimentales en las que se
establecieron los experimentos. Por ejemplo, Pu et al., (2009), reportaron que hojas de
espinaca entre tres y cinco semanas de edad fueron mas susceptibles a la colonizacion

por E. coli O157:H7, que las hojas de tres semanas.

Por otra parte, Salmonella ha mostrado capacidad de colonizar y multiplicarse

dentro de los tejidos de las plantas. Por ejemplo, en jitomate S. typhimurium colonizé el
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tejido apoplastico y se internalizé en el tejido de las plantas Guo et al., (2001) y Gu et
al., (2011).

[11.5.1.3 Andlisis estadistico

La prueba de comparaciones multiples de medias del analisis estadistico usando el
método de Tukey muestra diferencias significativas (a = 0.05) entre los resultados
registrados de cladodios madre y cladodios secundario, en planta, y cladodios

secundarios precortados (Cuadro 3.1).
[11.5.2 Internalizacion de S. typhimurium

El andlisis microbiolégico del tejido obtenido de raices y de cladodios de plantas,
crecidas en suelo inoculado, asi como de plantas inoculadas directamente, mantenidas
en condiciones de invernadero, resultd negativo a St4-Km*. En las cajas Petri con
AEH-Km® inoculadas con suspensién de esos tejidos e incubadas a 37°C no se
registré crecimiento de colonias sospechosas de Salmonella ni de ningun otro tipo de

bacterias.

Lo anterior indica que bajo las condiciones aqui probadas Salmonella typhimurium
no mostrd capacidad para movilizarse e internalizarse en el tejido de plantas de nopal
verdura. S. typhimurium se detecté Unicamente en el punto donde se depositdé en los
cladodios. Estos resultados contrastan con lo reportado por Cooley et al., (2003), Franz
et al., (2007), Jablasone et al., (2005) y Deering et al., (2012) sobre la capacidad de
especies de Salmonella de internalizase a través de las raices y de transportarse
dentro de los tejidos de las plantas como lo sefialaron previamente Guo et al., (2001).

La incapacidad de Salmonella de penetrar e internalizarse en nopal verdura a través
de las raices puede estar relacionada con su periodo de persistencia en suelo, bajo las
condiciones de temperatura y HR del invernadero (Figura 3.8), asi como con la
naturaleza misma de las raices de O. ficus indica. Las raices de esta cactacea se
caracterizan por tener varias capas de tejido suberizado (Nobel, 2002). Por otra parte,
la falta de movimiento dentro del tejido de los cladodios pudo deberse a la alta

viscosidad del mucilago. ElI mucilago es un polisacarido que tiene la capacidad de
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retener agua para evitar la deshidratacion del tejido, y tiende a ser mas viscoso a
mayor edad del tejido (Sdenz et al., 2004). Esta caracteristica podria haber evitado el
libre desplazamiento de la bacteria a través de los tejidos. Sin embargo es necesario
establecer pruebas adicionales para poder verificar esta hipétesis.

Aunque no se detecto crecimiento de otro tipo de bacterias diferentes a Salmonella
en AEH-KM®°, éste si se registré en tubos de enriquecimiento con CST-Km*°. Unidades
formadores de colonias (UFC) diferentes a las de Salmonella se detectaron de manera
sistematica en CST-Km>® donde se inocularon muestras de tejidos de cladodios madre
y cladodios secundarios en planta. Las colonias se observaron blancas translucidas, de
forma irregular, y de aspecto rugoso con bordes ondulados. Por estas caracteristicas
asi como por los resultados registrados con la prueba de Ryu y el crecimiento en
medio gelosa-sangre se deduce que las colonias detectadas en CST-Km®
corresponden a una especie de Bacillus (Figura 3.9). Es probable que esta especie de
bacteria sea enddfita de las plantas de nopal usadas en este estudio ya que
recientemente De Carvahlo-Costa y Soares de Melo (2012), reportaron la presencia de
una gran cantidad de bacterias enddfitas en Opuntia ficus-indica Mill, entre las que
destaca Bacillus. Los enddfitos son bacterias que colonizan el interior de las plantas y
tienen multiples funciones, entre las que se encuentra suprimir el crecimiento de otra

bacterias (Rosenblueth y Martinez-Romero, 2006).

[11.5.3 Observaciones al Microscopio Electrénico de Barrido

En observaciones al microscopio electrénico de barrido de preparaciones de tejido
de cladodios secundarios en planta, inoculado con S. typhimurium St4-Km>°, no se
registraron células bacteriales (Figura 3.10). Estos resultados negativos fueron
consistentes tanto en lo registrado en las observaciones del tejido donde se inocul6 a la
bacteria como en el tejido cercano a éste. Existe la posibilidad de que la ausencia de
células en el tejido esté relacionada con una pérdida de las mismas por el efecto de
‘lavado”. Es decir que las células bacterianas hayan sido arrastradas junto con el

mucilago de los cladodios cuando se procesaron las muestras de tejido para su
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observacion. ElI mucilago de nopal posee fuertes propiedades adherentes, por lo que
se utiliza no solo para remover particulas sélidas y algunos metales pesados (Miller et
al., 2008) sino también células bacterianas como las de Bacillus (Buttice et al., 2010) y
coliformes (L6pez, citado por Saénz et al., 2006). Otra posibilidad es que la técnica
utilizada en este estudio no fuera la mas adecuada para detectar las células de
Salmonella en tejidos internos de nopal. Por lo anterior se sugiere, para estudios
futuros, emplear otras técnicas como la de fluorescencia o la de microscopia confocal,
gue indiquen sin lugar a dudas si esta bacteria tiene o no la capacidad de internalizarse

en tejido de nopal.

Por otra parte, se registré la formacion intracelular de diferentes cristales de oxalato
de calcio en forma de drusa (CaOx, por sus siglas en inglés) y algunos cristales de
potasio en el tejido inoculado y sin inocular (Figura 3.11). La formacién de cristales en
nopal verdura tiene algunas funciones fisiolégicas y de defensa (Contreras Padilla et
al., 2011). Al respecto, Franceschi y Nakata (2005), indican que los cristales CaOx
tienen diferentes funciones como: regulacién de calcio, proteccion de la planta contra
herbivoros, desintoxicacion, balance iénico, soporte de tejidos, rigidez de la planta,
recoleccion y refraccion de la luz. Mientras que Punja y Jenkins (1984) reportan que
estos cristales también pueden producirse como respuesta de defensa en Beta vulgaris
a la infeccion por el hongo Sclerotium rolsfii. Sin embargo, en este ultimo caso, la
presencia de cristales CaOx en los tejidos de cladodios de nopal no se relacionaron
con S. typhimurium St4-Km®® debido a que no se encontraron diferencias en el niimero
y la composicién quimica de los cristales registrados en los tejidos inoculados y sin

inocular.

[11.5.4 Confirmacion de Cepas por PCR

Todas las cepas presuntivas de Salmonella recuperadas de muestras de suelo
(3) y de cladodios madre y secundario (9) en AEH-Km®® resultaron positivas en pruebas

de PCR con los iniciadores Sal-3 y Sal-4. Los productos de amplificacion de las
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muestras dieron bandas de 275 pb similares al de la banda obtenida con el serotipo de
S. typhimurium St4-Km*° (Figura 3.12).

l11.5.5 Valores de pH de Cladodios y Condiciones Ambientales de Invernadero y

Laboratorio

El pH promedio registrado en los cladodios madre y secundario en planta fue de
4.7 y 4.4, respectivamente (Cuadro 3.2). Respecto a las condiciones ambientales, en
invernadero se registré una temperatura promedio de 16.7°C (con maxima de 34.4°C y
minima de 2.03°C) y HR promedio de 63.0% (con maxima de 94.5% y minima de
23.5%); y en laboratorio una temperatura promedio de 22.1°C (con maxima de 25.5° y
minima de 15.6°C) y HR promedio de 47.1% (con maxima de 58.7% y minima de 32.2
%).

[11.6 CONCLUSIONES

Salmonella typhimurium (St4-Km®%) mostré capacidad de persistir en suelo y en
planta de nopal bajo condiciones de invernadero y laboratorio. Por un periodo de 14
dias en suelo de plantas de nopal en maceta y en cladodios madre en planta aunque
con un decremento paulatino pero constante de la poblacién hasta alcanzar niveles de
1 UFC/mL. Mientras que en cladodio secundario en planta, St4-Km>® persistié por 9
dias aunque la poblacion decrecid rapidamente durante las primeras 24 h hasta
alcanzar niveles de 1 UFC/mL a partir de los 5 ddi. En contraste en cladodio
secundario precortado, St4-Km*® se mantuvo viable en el tejido por 14 dias después de
la infiltracion del tejido con una disminucion inicial de la poblacién durante los primeros
8 ddi y un incremento paulatino posteriormente de 2 Log a los 14 ddi.

Bajo las condiciones de este estudio, Salmonella typhimurium no mostro
capacidad para internalizarse en los tejido de nopal; desde el suelo hacia el tejido de la
raiz ni del tejido del cladodio madre al cladodio secundario o de éste al terciario.
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V. RESPUESTA DE DEFENSA EN CLADODIOS DE NOPAL
VERDURA INOCULADOS CON Salmonella typhimurium
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IV.1 INTRODUCCION

Hasta hace poco las plantas se consideraban como no hospederas naturales de
patdogenos de humanos (Teplistki et al., 2011). Sin embargo, especies de los géneros
Klebsiella, Serratia y Salmonella asi como Escherichia coli frecuentemente se han
aislado de tejidos de plantas y de su rizosfera (Tyler y Tripplett, 2008). Por ejemplo,
Serratia marcescens se ha aislado de plantas de arroz, donde se le ha encontrado
colonizando endofiticamente (Gyaneshwar et al., 2001), asi como en calabaza donde
provoca sintomas de marchitez y amarillamiento foliar (Bruton, 2003).

Por su parte, el género Salmonella se encuentra entre los microorganismos
patdbgenos de humanos que han mostrado capacidad no solo de proliferar en la
superficie de los tejidos de plantas (Solomon et al., 2002) sino también de colonizar los
tejidos internos de las mismas (Guo et al.,, 2000; Guo et al., 2001). Células de
Salmonella se detectaron en la pulpa de frutos de tomate (Lycopersicon esculentum)
colectados de plantas inoculadas en etapa de floracion con los serotipos S. enterica
serovar Poona, S. enterica serovar Michigan, S. enterica serovar Enteritidis, S entérica
serovar Montevideo y S. enterica serovar Hartford, por inyeccion de tallo y cepillado de
flores (Guo et al., 2001). En tanto que células de un mutante bioluminiscente de S.
enterica serovar Montevideo se observaron en los espacios intercelulares de las células
epidermales del hipocotilo de plantulas de frijol mungo (Vigna radiata) a las 24 h de
iniciada la germinacion de semillas contaminadas con la bacteria. Células viables de la
bacteria se recuperaron de fluido apoplastico y de extractos de germinados,
previamente desinfectados con hipoclorito de sodio (Warriner et al., 2003).
Similarmente, células de S. enterica serovar Typhimurium transformadas con el
plasmido de la proteina verde fluorescente (pGFP), se aislaron del tejido interno de
plantulas de lechuga (Lactuca sativa cv. Tamburo) crecidas tanto en un sistema de
suelo como en un sistema hidropénico inoculados con la bacteria (Franz et al., 2007).
Lo antes mencionado sugiere que, al menos bajo ciertas condiciones, las bacterias
patdégenas entéricas de humanos pueden tener a las plantas como hospedantes
alternos (Holden et al., 2009).
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Numerosos estudios sefialan que genotipos de plantas responden
especificamente a Salmonella (Klerks et al.,, 2007a,b), indicando con esto que las
interacciones entre las plantas y los patdégenos de humanos no son accidentales sino
programadas genéticamente (Holden et al., 2009; Toth et al., 2006). Al respecto, Barak
et al., (2005), sefalan que Salmonella enterica requiere de genes de virulencia para
colonizar los tejidos de las plantas. Por su parte, Iniguez et al., (2005), encontraron que
Salmonella typhimurium tiene capacidad de activar los genes responsables de inducir
respuestas de defensa en Medicago truncata y Arabidopsis sp. Segun estos autores la
activacion del sistema de defensa de ambas plantas se debe esencialmente a la
presencia de componentes extracelulares como la flagelina y al sistema de secrecion
tipo tres (TTSS, por sus siglas en inglés) que posee el género Salmonella. Estos
componentes son reconocidos por los receptores involucrados en las respuestas de
defensa dependiente e independiente de la via del &cido salicilico (AS). Los mutantes
de Salmonella typhimurium que no poseen ninguna de estas caracteristicas, pueden
colonizar el tejido interno de las plantas con éxito, sin que se presente una respuesta
adversa de la planta (Iniguez et al., 2005).

Aunque Salmonella puede activar la respuesta de defensa en ciertas plantas,
muchas veces este sistema es superado o suprimido, aparentemente debido a la
presencia del gen invA en la bacteria, dando como resultado la colonizacion del tejido
(Shirron'y Yaron, 2011).

En general, los reportes indican que las plantas infectadas por Salmonella son
asintomaticas; sin embargo, trabajos recientes sefalan el desarrollo de sintomas como
marchitez, perdida de biomasa y amarillamiento, entre otros, asociados con tejidos
infectados (Gu et al., 2011; Schikora et al., 2008).

En observaciones preliminares de cladodios de nopal verdura (Opuntia ficus-
indica (L.) Mill), en planta, infiltrados con S. enterica serovar Typhimurium (Salmonella
typhimurium) se observaron cambios en la coloracion del tejido durante las primeras
horas después de la infiltracion. Por la rapidez y caracteristicas de la respuesta del
tejido inoculado asi como por la delimitacion de la lesion al sitio de inoculacion se
considerd que podria tratarse de una respuesta de defensa en la planta de nopal. Por

lo anterior para este trabajo se planteo el objetivo siguiente.
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V.2 OBJETIVO

Determinar si plantas de nopal verdura responden hipersensitivamente a inoculaciones
de cladodio con S. typhimurium y comparar dicha respuesta entre cladodios en planta y

cladodios precortados.

IV.3 HIPOTESIS

Salmonella typhimurium tiene capacidad de inducir una respuesta de defensa en tejidos

de cladodios de nopal verdura.

IV.4 METODOLOGIA

Se utilizaron plantas de nopal (Opuntia ficus-indica variedad Milpa Alta) de 9 meses,
crecidas en macetas con suelo-vermicomposta (3.5:1.5 Kg), regadas con agua de pozo
y mantenidas en invernadero a temperatura ambiente. Asi como una cepa de S.
enterica serovar Typhimurium ATCC23564, resistente a Kanamicina (Sigma-Aldrich®)
(50 pg/mL) (S. typhimurium St4-Km*°).

IV.4.1 Inoculacion de Cladodios en Plantay de Cladodios Precortados

Un volumen de 300 pL de suspensién de S. typhimurium St4-Km*® con 10°
UFC/mL, en Agua Buferada Peptonada (ABP) a 0.1%, se infiltraron a través de la aguja
(30Gx13 mm) de una jeringa de 1 mL (BD Ultra-Fine™) en la parte superior del
cladodio. En total en planta se inocularon 45 cladodios madre y 45 cladodios
secundarios (uno por planta); y precortados, 15 cladodios secundarios, previamente
colectados y mantenidos en laboratorio. Como testigos se inocularon: en planta, 5
cladodios madre y 5 cladodios secundarios; y precortados, 5 cladodios con APB a
0.1%. El esquema anterior de inoculacion se repiti6 al menos una vez con el mismo

namero de cladodios durante el periodo de invierno y otofio de 2010. Después de la
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inoculacién, tanto los cladodios en plantas como los cladodios precortados se

mantuvieron a temperatura ambiente de invernadero y laboratorio, respectivamente.

IV.4.2 Registro de Respuesta de Cladodios

Después de la inoculacion con Salmonella y APB a 0.1%, durante 14 dias cada
24 h se colectaron tres cladodios (uno por planta) y un cladodio precortado, para darle
seguimiento a la apariciébn de sintomas de oscurecimiento en los cladodios madre y
cladodios secundarios en planta asi como en los cladodios secundarios precortados.
Para detectar cambios en la coloracion (oscurecimiento) en el tejido interno se

realizaron cortes longitudinales en los cladodios.

IV.5 RESULTADOS Y DISCUSION

IV.5.1 Respuesta en Cladodios Inoculados con S. typhimurium

En observaciones visuales de cortes longitudinales de cladodios madre y
cladodios secundarios se registraron lesiones circulares internas de color café en el
sitio de infiltracion de S. typhimurium St4-Km>°. También se identificaron sintomas de
deshidratacion del tejido pero solamente en cladodios secundarios en planta y
precortados. Estas respuestas no se registraron en el tejido de cladodios madre y
cladodios secundarios en planta y precortados donde solo se aplic6 APB a 0.1%. El
inicio del desarrollo de las lesiones se registrd a partir de las 24 h después de la
inoculacion (ddi) con la aparicion de ligero oscurecimiento en el sitio de infiltracion de la
bacteria, tanto en cladodios madre como en cladodios secundarios, en planta y
precortados. Sin embargo, entre los cladodios se registraron diferencias con respecto al
desarrollo de las lesiones, intensidad del oscurecimiento y aparicion de deshidratacion
de tejido (Figura 4.1).

A las 48 h ddi la lesion se encontré: en cladodios madre, no definida con

oscurecimiento poco evidente; en cladodios secundarios en planta, bien definida con
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oscurecimiento intenso; y en cladodios secundarios precortados, poco definida con
oscurecimiento tenue.

A las 72 h la lesidon se registro: en cladodio madre poco definida con oscurecimiento
muy tenue; en los cladodios secundarios en planta, definida con oscurecimiento tenue;
y en los cladodios secundarios precortados, bien definida con oscurecimiento intenso.
A las 96 h la lesion se registré en: cladodio madre, poco definida con oscurecimiento
tenue; en los cladodios secundarios en planta, definida, con oscurecimiento tenue y con
apariencia deshidratada (desecada); y en cladodios secundarios precortados, bien
definida con oscurecimiento intenso.

A las 120 h la lesion se registré en: cladodio madre, definida con oscurecimiento tenue;
en los cladodios secundarios en planta, definida con oscurecimiento tenue y con
apariencia deshidratada; y en cladodios secundarios precortados, bien definida con
oscurecimiento intenso.

A las 144 h la lesion se registré en: cladodio madre, definida con oscurecimiento tenue;
en los cladodios secundarios en planta, definida con oscurecimiento tenue y con
apariencia deshidratada; y en cladodios secundarios precortados, bien definida con
oscurecimiento intenso y con apariencia deshidratada.

A las 168 h la lesion se registré en: cladodio madre, poco definida con oscurecimiento
tenue; en los cladodios secundarios en planta, definida con oscurecimiento poco
evidente y con apariencia deshidratada; y en cladodios secundarios precortados, bien
definida con oscurecimiento muy intenso y con apariencia deshidratada. En este ultimo
caso, se observo que las lesiones desecadas se desprendian facilmente del tejido sano
(Figura 4.2); en contraste a las del tejido deshidratado de los cladodios secundarios en
planta en las cuales no se observo.

La respuesta registrada con S. typhimurium St4-Km®° indica que los cladodios de
nopal verdura en planta tienen mecanismos de defensas que se activan ante la
presencia de la bacteria, y que de acuerdo a lo reportado podrian incluir cambios en la
acumulacion y oxidacion de compuestos fendélicos asi como destruccion de membranas
celulares de células en contacto con la bacteria, con posterior desecacion del tejido
invadido por la bacteria (Whalen, 2005). En este caso en particular, la intensidad de la

respuesta, expresada como oscurecimiento intenso y deshidratacion de tejido, se
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registr6 rapidamente en los cladodios secundarios en planta, a las 48 y 96 h,
respectivamente. Lo anterior podria evitar el establecimiento exitoso de S. typhimurium
St4-Km™® en los cladodios secundarios en planta en comparacién con la respuesta
observada durante las primeras 72 h en los cladodios secundarios precortados y en los
cladodios madre en planta. En estos cladodios los niveles de la poblacion bacteriana
registrados fueron de 1.42, 3.27 y 4.0 Log de UFC por g, respectivamente, registrados
a ese tiempo en el tejido infiltrado con 8 Log de UFC por mL.

La rapidez con la que el tejido responda a la infeccion por microrganismos es
importante para aislar a los microorganismos del acceso a las sustancias nutritivas de
la planta, en un punto donde se concentran sustancias con actividad antimicrobiana;
como compuestos fendlicos. Al respecto, Gomez-Flores et al. (2006), reportaron que
algunos compuestos, aparentemente de naturaleza fendlica, extraidos de la planta
Nopalea cochenillifera presentaron actividad antimicrobiana contra S. typhimurium.

Aunque se considera a Salmonella como un patégeno de humanos y un
contaminante de cladodios de nopal verdura (Hernandez et al., 2009), en el presente
estudio se demuestra su habilidad para inducir una respuesta de defensa en cladodios
secundarios en planta y enfermedad (necrosis) en cladodios secundarios precortados.
En el primer caso podria tratarse de una respuesta hipersensitiva por los sintomas
caracteristicos de rapido oscurecimiento registrados durante las primeras 48 h ddi y por
la deshidratacion de tejido observada a las 96 h ddi en los cladodios secundarios en
planta.

Lo anterior contrasta con lo reportado por Schikora et al., (2008), quienes
encontraron que aunque S. typhimurium puede desencadenar la activacion del sistema
inmune de la planta incluyendo la transcripcion de genes relacionados con la
patogenicidad (PR, por sus siglas en inglés), la bacteria puede vencer este sistema e
invadir, proliferar y dispersarse en el tejido de plantas de Arabidopsis thaliana, asi como
causar algunos sintomas como clorosis y marchitez. Estos autores también indicaron
que las respuestas de defensa de Arabidopsis se asocian principalmente con
mecanismos de sefializacién via el acido jasmaonico (AJ) y el etileno (Et); mecanismos

relacionados con la resistencia sistémica adquirida (RSA) (Durran y Dong, 2004).
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De igual forma Shirron y Yaron (2011), mencionan que S. typhimurium indujo en
plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) una rapida respuesta de tipo hipersensible, la
cual se asocié con la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus
siglas en inglés). Aunque la intensidad de la respuesta hipersensible y la produccién de
ROS fueron mucho menores cuando se compararon con la respuesta y produccion
registrada en plantas inoculadas con la bacteria fitopatbgena Pseudomonas syringae
en tabaco. Estos autores también sefialan que la produccion de ROS fue mayor cuando
las plantas se inocularon con células muertas de la bacteria y que es probable que la
supresion de la respuesta de la planta esté asociada con el sistema de transporte tipo
tres (TTSS, por sus siglas in ingles), y la actividad del gen invA de S. typhimurium ya
gue observaron que plantas de N. tabacum registraron necrosis de tejido y produccién
ROS a los 4 dias después de la aplicacion del inoculo de células mutantes del gen
invA.

En nopal la supervivencia S. typhimurium se asoci6 principalmente con el estado
fenoldgico de los cladodios. En los cladodios madre y cladodios secundarios en planta
el crecimiento de la bacteria se suprimio rapidamente y pocas o ninguna célula viable
se recuper6 al final del experimento (14 dias); en contraste a lo registrado en los
cladodios precortados donde la bacteria pudo sobrevivir y multiplicarse. Saenz et al.
(2006) sefialan que una vez cosechados, los productos hortofruticolas entran en un
rapido proceso de senescencia y que se tornan mas susceptibles a la invasion por
microrganismos.

Aunque se ha sugerido que las plantas pueden no “reconocer” a los patdégenos
de humanos como Salmonella y E. coli como potencialmente peligrosos para ellas y
consecuentemente no iniciar respuesta de defensa (Berger et al., 2010), otros trabajos
sefialan que no solo se puede inducir una respuesta de defensa de la planta sino que
estas bacterias tienen capacidad para suprimirla (Iniguez et al., 2005; Schikora et al.,
2008; Shirron y Yaron, 2011), por lo que estas interacciones son muy complejas y es
necesario estudiarlas con mas detalle.

La informacion generada en el presente estudio es importante, ya que la

interaccién entre los patégenos de humanos y las plantas es un fenédmeno que aun no
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se conoce del todo bien. Representa una contribuciéon en el entendimiento de los

mecanismos involucrados en la infeccion de las plantas por patégenos de humanos.

V. 6 CONCLUSIONES

La infiltracion de cladodios de nopal verdura con Salmonella typhimurium St4-
Km™ indujo una respuesta de defensa la cual se caracteriz6 por el oscurecimiento del
tejido inoculado. La rapidez e intensidad de esta respuesta de defensa se relacion6 con
la madurez del cladodio (cladodio madre versus cladodio secundario) asi como con su
condicidn fisiologica (cladodio en planta versus cladodio precortado). Estudios futuros
sobre las defensas bioquimicas y estructurales involucradas en esta respuesta de
defensa son requeridos para seleccionar variedades resistentes de nopal verdura como

estrategia para reducir la contaminacion por Salmonella.
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CONCLUSIONES GENERALES

1. De 162 muestras de jugos elaborados a base de nopal, obtenidas mensualmente de
expendios comerciales, durante julio de 2009 a junio de 2010, y procesadas de acuerdo
a la NOM-113-SSA1-1994 y NOM-114-SSA1-1994, el 84% registraron coliformes
totales y Escherichia coli. Aunque se aislaron colonias sospechosas de Salmonella
éstas se confirmaron como Proteus sp., y Citrobacter sp. Por lo anterior estos jugos se

ubicaron en la categoria de jugos con calidad microbiologica deficiente.

2. En invernadero con temperatura promedio de 16.7 °C y HR promedio de 63.0 %, la
cepa S. typhimurium St4-Km®°, resistente a Kanamicina (50 pg/pL) mostré incapacidad
de internalizacion en plantas de nopal aunque persistié en suelo y cladodios por varios
dias después de la inoculacion (ddi); en suelo, por 14 ddi; en cladodio madre en planta,
por 14 ddi; en cladodio secundario en planta, por 9 ddi; y en cladodio secundario

precortado, por 14 ddi.

2.1 S. typhimurium St4-Km>® mostr6 capacidad para incrementarse pero solo en

cladodio secundario precortado a partir de los 8 ddi.

3.0 S. typhimurium St4-Km*® expresé capacidad para inducir una respuesta de defensa
en cladodios de nopal verdura. Esta respuesta se relacion6 con la madurez del
cladodio (cladodio madre versus cladodio secundario) asi como con su condicion

fisioldgica (cladodio en planta versus cladodio precortado).

3.1 En cladodios madre y cladodios secundarios en planta y en cladodios secundarios
precortados, S. typhimurium St4-Km® indujo lesiones circulares cafés. El inicio del
desarrollo de estas lesiones se registré a las 24 h después de la inoculacién con la
aparicion de ligero oscurecimiento en el sitio de infiltracion. Sin embargo, entre los
cladodios se registraron diferencias en el desarrollo de las lesiones, intensidad del

oscurecimiento y aparicion de deshidratacion de tejido.
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3.2 Solamente en cladodios secundarios en planta y en cladodios secundarios

precortados S. typhimurium St4-Km*® indujo sintomas de deshidratacion de tejido.
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GENERAL CONCLUSIONS

1. Out of 162 samples of juices made from nopal, obtained monthly from commercial
retailers, from July 2009 to June 2010, and processed according to the NOM-113-
SSA1-1994 and the NOM-114-SSA1-1994, 84% of them registered total coliforms and
Escherichia coli. Although colonies suspect of being Salmonella were isolated, they
turned out to be Proteus sp. and Citrobacter sp. Because of this, these juices are placed

in the category of juices with deficient microbiological quality.

2. Under greenhouse conditions, a mean temperature of 16.7 °C and RH of 63.0%, the
S. typhimurium St4-Km®° strain, resistant to Kanamicine (50 pg/pL) proved incapable of
internalizing nopal plants, although it did persist in the soil and cladodes for several
days after inoculation (ddi); in the soil for 14 ddi; in the mother cladode on the plant for
14 ddi; in secondary cladodes on the plant for 9 ddi; and in pre-cut secondary cladodes
for 14 ddi.

2.1 S. typhimurium St4-Km* showed a capability to increase, but only so in pre-cut

secondary cladodes 8 ddi.

3.0 S. typhimurium St4-Km>® showed a capability to induce a defense response in nopal
cladodes. This response was related with the maturity of the cladode (mother cladode
vs. secondary cladode) as well as its physiological condition (cladode on the plant vs.

pre-cut cladode).

3.1 S. typhimurium St4-Km> induced brown circular lesions in mother cladodes and
secondary cladodes both on the plant and pre-cut. The beginning of the development of
these lesions was registered 24 h after inoculation with the appearance of slight
darkening at the place of infiltration. However, there are differences registered among
cladodes with regard to lesion development, intensity of the darkening, and appearance

of tissue dehydration.

3.2 Only in secondary cladodes on the plant and pre-cut secondary cladodes did S.

typhimurium St4-Km®° induce tissue dehydration symptoms.
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Cuadro 2.1 Caracteristicas de jugos a base de nopal analizados mensualmente de julio

de 2009 a junio de 2010.

Expendio Composicion Recomendado Cédigo pH
para asignado

A Nopal, agua - JNA 5.12
Nopal, apio, naranja, limén, pifia, y Colesterol 7 4.4
verdolaga
Nopal, avena, naranja y manzana Colesterol 8 4.5
Nopal, brocoli, col, esparragos y toronja Glucosa 1 4.4
Nopal, sabila, toronja y xoconostle Diabetes 1 4.3
Nopal, ajo, liman, perejil y pifia Reumas 19 4.6
Nopal, apio, betabel y pifia Adelgazar 38 4.5
Nopal, apio, limon, perejil y zanahoria Limpiar 41 5.3

estomago

Nopal, chayote, naranja, pepino y pifia Rifilones 47 4.4
Nopal, agua natural, sabila y xoconostle Matriz y quistes 59 4.6
Nopal, apio, perejil y pifia, Dieta 62 4.5
Nopal, ciruela pasa, linaza, papaya y Estrefliimiento 67 4.7
naranja

A Nopal, apio, miel, naranja y pifia Dieta Die 5.3
Nopal, avena, manzana, miel y naranja Colesterol 1 Col-1 4.5
Nopal, alfalfa, limon, miel, naranja y pifia  cqjesterol 2 Col-2 49
Nopal, agua, sabila y xoconostle Diabetes Dia 4.1
Nopal, aceite de oliva, betabel, linaza, Lax
papaya, miel, y naranja Laxante 4.8
Nopal, sabila, toronja y xoconostle Quistes Q 4.6
Nopal, ciruela pasa, linaza, miel, papaya gqtrefiimiento E 3.9
y haranja

B Nopal, agua - JNB 5.12
Nopal, apio, naranja, perejil y pifia Dieta JB 4.7

Donde A corresponde a expendio A; A" a expendio A pero con diferente administraciéon a partir de

primavera 2010; y B a expendio B.
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Cuadro 2.2 Valores de pH registrados en muestras de jugos preparados a base de

nopal durante el verano de 2009.

Valores de pH*

Cadigo de Julio Agosto Septiembre Media
Muestra

JNA 5.43 5.10 5.12 5.22

7 4.80 4.41 437 453

8 5.03 4.59 4.33 4.65

11 4.60 4.51 4.58 4.56

12 4.40 4.47 4.35 4.41

19 4.30 4.48 4.30 4.36

38 4.90 4.67 4.54 4.70

41 5.00 5.47 6.23 5.56

47 4.80 4.55 4.58 4.64

59 4.60 4.91 4.72 4.74

62 4.90 4.56 - 473

67 5.43 4.82 4.85 5.03

JB 5.39 5.26 6.60 5.75
JNB 5.89 5.16 4.44 5.15

- Dato no estimado.

72



Cuadro 2.3 Unidades formadoras de colonias de coliformes totales y E. coli registradas

en muestras de jugos preparados a base de nopal durante el verano de 20009.

Codigo Coliformes totales E. coli
Log1o Logo
Julio Agosto  Septiembre  \jedia  Julio Agosto  Septiembre Media
Muestra
JNA 4.08 4.71 4.82 4.54 - 2.00 3.44 2.72
7 5.58 5.22 3.79 4.68 4.00 3.60 248 3.36
8 5.83 4.61 3.85 4.66 3.78 248 2.70 2.98
11 4.34 4.53 4.54 4.47 3.70 2.30 3.41 3.14
12 3.30 6.05 3.93 4.29 - 5.00 2.60 3.80
19 - 3.30 3.1 3.21 - - - -
38 5.89 4.58 4.51 4.99 4.48 3.15 3.08 3.57
41 6.15 - 6.89 6.52 5.18 - 5.04 5.1
47 5.71 4.16 4.71 4.86 4.70 3.08 248 3.49
59 3.70 4.26 4.40 4.12 3.00 2.60 2.60 2.73
62 - 6.01 - 6.01 - 4.95 - 4.95
67 5.37 4.59 3.41 4.46 4.78 3.08 2.60 3.48
JB 3.48 5.15 5.23 4.62 3.00 3.70 4.40 3.70
JNB 4.34 3.82 3.54 3.9 3.70 248 2.00 2.73

- Dato fuera de rango.
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Cuadro 2.4 Valores de pH registrados en muestras de jugos preparados a base de
nopal durante el otofio de 2009.

Valores de pH?*

Cadigo de Octubre Noviembre Diciembre Media
Muestra
JNA 5.20 4.89 451 4.87
7 4.60 4.26 5.23 4.70
8 4.60 4.78 4.49 4.62
11 4.30 4.38 4.26 4.31
12 4.30 4.28 4.68 4.41
19 4.60 4.37 4.54 4.50
38 4.60 4.55 4.54 4.56
41 5.26 5.24 4.77 5.09
47 4.60 457 441 453
59 4.47 4.65 5.04 4.72
62 4.64 452 4.63 4.60
67 4,78 4.67 4.87 4.77
99 4.66 5.03 4.31 4.67
JB 5.37 4.88 5.71 5.32

JNB 4.44 4.40 4.51 4.45
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Cuadro 2.5 Unidades formadoras de colonias de coliformes totales y E. coli registradas

en muestras de jugos preparados a base de nopal durante el otofio de 2009.

Codigo Coliformes totales E. coli
de Log1o Log1o
Octubre ~ Noviembre  Diciembre  \jediqa  Octubre  Noviembre Diciembre  \edia
Muestra
JNA 3.30 4.65 4.08 4.01 2.00 2.48 2.30 2.26
7 3.72 5.85 5.27 4.95 2.48 4.48 3.95 3.64
8 3.72 5.30 4.89 4.64 2.48 4.48 3.18 3.38
11 4.52 4.56 4.59 4.56 3.40 3.00 3.48 3.29
12 4.76 4.30 411 4.39 3.69 - 3.60 3.65
19 3.92 3.20 2.00 3.04 2.30 - - 2.30
38 3.68 5.42 5.62 4.91 - 3.70 4.30 4.00
41 4.27 - 5.10 4.69 4.30 - 2.15 473
47 4.40 5.60 5.24 5.08 3.28 448 4.04 3.93
29 4.20 4.65 6.06 497 2.48 3.60 9.1 3.73
62 4.27 0.44 6.31 5.34 2.60 4.04 .08 3.91
67 3.69 5.43 3.93 4.35 2.00 418 2.85 3.01
99 3.76 5.78 4.47 4.67 2.30 4.60 3.60 3.50
JB 2.85 3.20 4.41 3.49 - 2.30 3.60 2.95
JNB 4.49 3.79 4.89 4.39 3.41 2.70 3.70 3.27

Dato fuera de rango.
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Cuadro 2.6 Valores de pH registrados en muestras de jugos preparados a base de
nopal durante el invierno de 2009-2010.

Valores de pH?*

Cadigo de Enero Febrero Marzo Media
Muestra
JNA 481 5.03 4.21 4.68
7 4,72 4.50 3.57 4.26
8 4.64 4.64 3.78 4.35
11 4.97 4.67 3.72 4.45
12 4.21 4,53 3.66 4.13
19 4.40 4,61 3.65 4,22
38 4.48 4.65 3.78 4.30
41 5.38 5.03 3.78 473
47 4.27 4.60 3.77 4.21
59 4,58 4,59 4,18 4.45
62 4.45 4.62 3.78 4.28
67 4.63 5.02 3.81 4.49
99 4.83 5.04 4.34 4,74
JB 5.03 5.34 4,57 4,98

JNB 4.53 4.52 3.78 4.28
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Cuadro 2.7 Unidades formadoras de colonias de coliformes totales y E. coli registradas

en muestras de jugos preparados a base de nopal durante el invierno 2009-2010.

Codigo Coliformes totales E. coli

de Logo Logo
Enero  Febrero  Marzo Media Enero Febrero Marzo Media

Muestra

JNA 4.09 4.09 3.15 3.78 2.90 3.43 3.15 4.16
7 5.61 4.43 3.61 4.55 4.00 3.49 3.95 3.68
8 3.69 4.44 3.62 3.92 248 2.95 3.23 2.89
11 2.48 4.30 3.77 3.52 - 3.38 3.49 3.44
12 4.20 4.23 3.65 4.03 248 3.1 3.34 2.98
19 3.74 4.48 2.74 4.65 2.00 2.30 2.00 2.10
38 5.03 5.12 3.98 4.71 4.15 3.85 3.92 3.97
41 5.43 5.49 6.01 .64 4.08 4.30 5.30 4.56
47 3.64 4.62 4.00 4.09 2.30 3.60 3.08 2.99
59 5.09 4.19 2.95 4.08 3.90 2.90 2.00 2.93
62 4.32 4.99 4.27 4.53 2.70 3.60 3.61 3.30
67 3.81 4.31 4.01 4.04 2.70 3.36 3.45 3.17
99 4.18 5.45 5.13 4.92 3.18 3.30 3.26 3.25
JB 2.90 2.60 3.85 3.12 2.00 - 3.60 2.80
JNB 4.38 4.06 4.47 4.30 3.20 3.18 2.70 3.03

Dato fuera de rango.

77



Cuadro 2.8 Valores de pH registrados en muestras de jugos preparados a base de
nopal durante la primavera 2010.

Valores de pH?*

Cadigo de Abril Mayo Junio Media
Muestra

JNA 4.22 5.47 5.09 4.93
Die 4.07 4.68 3.82 4.19
Col-1 4.66 4.80 4.27 4.58
Col-2 4.31 4.59 3.95 4.28
Dia 4.09 4.88 410 4.36
Lax 4.49 6.27 437 5.04

Q 3.97 5.41 4.51 4.63

E 4.67 5.64 4.15 4.82

JB 4.91 5.81 5.02 5.25
JNB 4.37 5.65 4.64 4.89
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Cuadro 2.9 Unidades formadoras de colonias de coliformes totales y E. coli registradas

en muestras de jugos preparados a base de nopal durante la primavera de 2010.

Codigo Coliformes totales E. coli

de LOg1o LOg1o
Abril Mayo Junio Media Abril Mayo Junio Media

Muestra

JNA 4.27 4.66 540 478 2.00 2.30 423 2.84
Die 5.32 0.43 528  5.34 0 0 3.78 1.26
Col-1 4.74 4.57 4.41 4.57 0 0 3.48 1.16
Col-2 5.15 5.29 439 494 0 0 2.78 0.93
Dia 4.53 3.41 436 410 0 0 3.00 1.00
Lax 5.41 4.45 442 476 0 0 2.60 0.87
Q 4.62 4.32 5.05 4.66 0 0 4.02 1.34
E 3.90 3.89 3.76 3.85 0 0 2.90 0.97
JB 3.33 3.89 3.69  3.64 2.00 2.00 2.30 2.10
JNB 4.95 5.78 4.90 5.21 3.30 3.30 3.60 3.40

Dato fuera de rango.
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Cuadro 2.10 Resultados de pruebas bioquimicas de cepas aisladas de jugos a base de

nopal.
No. Medio de cultivo
De
cepa R WP MIO LIA Fermentacion de  H.S
azlcares

M | Descarboxilacion Desaminacion G L S
1 + NA? - - + NA +
2 + NA - - + NA +
3 + NA - - + NA +
4 + NA - - + NA +
5 + NA - - + NA +
6 + NA - - + NA +
7 + NA - - + NA +
8 + NA - - + NA +
9 + NA - - + NA +
10 + NA - - + NA +
11 + NA - - + NA +
12 + NA - - + - NA +
13 + NA - - + - NA +
14 + NA - - + NA +
15 + NA - - + - NA +
16 + NA - - + - NA +
17 + NA - - + - NA +
18 + NA - - + - NA +
19 + NA - + + NA +
20 + NA - + + NA +
21 + NA - + + NA +
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Continuacion
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+

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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Continuacién

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70
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+

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

++
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Continuacién

72 -+ NA -4 - - -+ - NA 4
73 + -+ NA -+ - - -+ - NA 4
74 + - + NA -+ - ; ; + - NA 4
75 + - + NA - + - - - + - NA +
76 + - + NA - + - - - + - NA +
77 + - + NA - + - - - + - NA +
78 + - + NA - + - - - + - NA +
79 + - + NA - + - - - + - NA +
80 + - + NA - + - - - + - NA +
81 + - + NA - + - - - + - NA +
82 + - + NA - + - - - + - NA +
83 + - + NA - + - - - + - NA +
84 + - + NA - + - - - + - NA +
85 + - + NA - + - - - + - NA +
86 + - + NA - + - - - + - NA +
87 + - + NA - + - - - + - NA +
88 + - + NA - + - - - + - NA +
89 + - + NA - + - - - + - NA +
90 + - + NA - + - - - + - NA +
91 + - + NA - - - - + - NA +

Donde las abreviaciones de las reacciones corresponde a las siguientes pruebas: R : prueba rojo de
metilo; VP = prueba de Vogues-Proskauer; C : Citrato de Simmons, M : movilidad; | : Indol; O : Ornitina;
Descarboxilacion de lisina o Desaminacién de lisina; U : produccién de ureasa; G : utilizacion de glucosa;
L : utilizacién de lactosa; y S : utilizacién de sucrosa.

'NA indica que la reaccion no se aprecia por interferencia de color.
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Cuadro 2.11 Resultados de las pruebas bioquimicas para Salmonella.

Prueba Reaccion positiva
0 negativa

Glucosa (acido) +

Glucosa (gas) +

Lactosa -

Sacarosa -

Sulfuro de hidrégeno +

Descarboxilacion de lisina +

Indol -

Movilidad +

Utilizacion de urea -
Ornitina descarboxilasa +

Reaccion de Voges-Proskauer -

Tabla tomada de Terragno et al., 2003.
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Cuadro 2.12 Caracteres bioquimicos diferenciales entre Salmonella subesp. enterica (I)
Proteus mirabilis y Citrobacter freundii.

Prueba bioquimica Salmonella Citrobacter Proteus
enterica suesp. freundii mirabilis
enterica

H,S + + +

Urea (hidrdlisis) - d +

Fenilalanina deaminasa - - +

Lisina descarboxilasa + d -

Ornitina descarboxilasa + d +

Lactosa - d -

+ 90% 6 mas de los resultados positivos; - 90% 6 mas de los resultados negativos; d: diferentes
reacciones. Tabla tomada de Terragno et al., 2003.
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Cuadro 3.1 Persistencia de S. typhimurium St4-Km*° en suelo y cladodios.

Dias después

de la Poblacién bacterial ( Log de UFC por g)*°

inoculacion®
Suelo con Cladodio Cladodio Cladodio
planta de madre en secundario en secundario
nopal planta planta precortado

1 4.72a 5.62a 2.31ab 3.55a

2 4.28ab 4.02b 3.00a 3.10abc

3 3.73bc 4.00b 1.42cde 3.27b

4 2.80cde 3.32bc 2.20abc 2.56bcd

5 2.73cde 3.73bc 2.10bcd 2.02cd

6 2.22def 4.01b 0.64efg 2.00cd

7 2.02efg 1.96e 1.08def 2.27bcd

8 2.09efg 2.77de 0.70efg 1.75d

9 2.02efg 3.14cd 0.11h 1.81cd

10 1.87fgh 0.33g 0.00h 2.12cd

11 1.59 ghi 0.00g 0.00h 2.46bcd

12 1.08 hij 0.00g 0.00h 2.42bcd

13 0.52jk 1.10f 0.00h 3.74a

14 0.48jk 0.33g 0.00h 3.72a

15 0.00l ND ND ND

! Inoculo inicial de 6 y 8 Log UFC/mL, para suelo y cladodios, respectivamente, en APB a 0.1%. * Los
valores indican el promedio de al menos dos ensayos.
% Medias con letras iguales en cada columna no son estadisticamente diferentes (Tukey 0.05). ND Indica

gue a ese tiempo no se realizd ningun andlisis de deteccidn.
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Cuadro 3.2 Datos de pH de cladodios secundarios y cladodio madre de nopal

registrados “in vivo”.

Cladodio Cladodio
Hora de lectura Madre secundario
08:30 4.95 4.30
09:30 4.60 4.26
10:30 4.65 4.20
11:30 4.77 4.19
12:30 4.77 4.38
13:30 4.65 4.30
14:30 4.53 4.27
15:30 4.80 4.34
16:30 4.82 4.35
Promedio 4.73 4.29
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FIGURAS
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Figura 2.1 Procedimiento para la recuperacion y deteccidon de células sospechosas de
Salmonella y E. coli de muestras de jugo a base de nopal compradas en Texcoco,
Estado de México. A) Pesado de muestra (10 g) de jugo para pre-enriquecimiento no
selectivo de Salmonella. B) Mezclado de muestra de jugo con CST para pre-
enriquecimiento no selectivo de Salmonella. C) Frascos con muestras pre-enriquecidas
en Caldo Soya Tripticaseina (CST) incubadas por 24 h a 37°C. D) Tubos de ensaye
con Caldo Base Tetrationato (CBT) como caldo de enriquecimiento selectivo incubadas
por 18 h a 37°C.
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Figura 2.2 Crecimiento de cepas bacterianas en agares selectivos para deteccion de
cepas sospechosas de Salmonella incubadas a 37°C por 24 h: A y B Agar Entérico
Hektoen (AEH). En A se observan colonias negras sospechosas de Salmonella; y en B
colonias de S. typhimurium St4-Km® con centro negro y halo claro. C) Agar Verde
Brillante (AVB), donde las colonias sospechosas de Salmonella se encontraron blancas

en el medio.
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Figura 2.3 Recuperacion y conteo de cepas de coliformes totales y E. coli en muestras
de jugo a base de nopal. A) Se pesaron 25 g de muestra de cada jugo para tomar la
muestra. B) La muestra se mezcl6é con 225 mL de Agua Buferada Peptonada (ABP) a
0.1%, en frascos previamente esterilizados. C) Siembra directa de la muestra de jugo
en cajas Petri con Agar MacConkey (AM) para detectar coliformes totales. D)

Crecimiento bacteriano en AM, después de la incubacion por 24 h a 37°C
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Figura 2.4 Tubos con Caldo VP-MR (A) y con Agar Citrato de Simmons (ACS, B), para
observar las reacciones bioquimicas de Vogues-Proskauer y produccion de citrato. A)
Tubos con VP-RM inoculados con cepa de St4-Km®°, donde al tubo 1 se le adicioné
reactivo de Leifson (reaccion negativa). Nota: La prueba positiva se caracteriza por un
vire de color blanco a color ladrillo. El tubo 2, se observa el caldo con crecimiento
bacteriano sin la adicion del reactivo. B) Tubo 1, con crecimiento de E. coli que
permanece de color verde (negativo); y tubo 2, con crecimiento de St4-Km* de color

azul (positivo).
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Reaccion

Figura 2.5 Prueba de Agar Movilidad, Indol y Ornitina (MIO). A) Medio inoculado con
diferentes géneros de bacterias y sin inocular (T-). Donde la presencia de Ornitina (O)
se evalu6 de acuerdo al cambio de color del medio. El color amarillo indica la ausencia
de Ornitina y falta de este color indica una prueba positiva. La movilidad (M) se aprecia
por una difusién del crecimiento bacteriano a partir del punto de inoculacién, No visible
(NV) indica que la difusién no se observa por el cambio en la coloracion del medio. B)
La produccién de indol (reaccion positiva, tubo 1) se aprecia por la formacién de un
anillo rojo sobre la superficie del medio después de agregar el reactivo de Erlich, en

contraste a la reaccion negativa (tubo 2).
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Figura 2.6 Prueba de descarboxilacion o desaminacion de la lisina. Tubo 1, medio sin
inocular (T-), sin cambio de color. Tubo 2, medio inoculado con Proteus, con cambio
de color de parpura a amarillo con superficie roja por la desaminacién de la lisina.
Tubo 3, medio con superficie negra y fondo amarillo por la produccion de acido
sulfhidrico y de gas, respectivamente. Tubo 4, medio inoculado con E. coli (control
negativo) con cambio a amarillo en el fondo. Tubo 5, inoculado con S. typhimurium
(St4-Km*®) (control positivo) con cambio a color negro en todo el medio por la

descarboxilacion de la lisina y produccién de acido sulfhidrico.
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Figura 2.7 Caldo Urea (CU) para determinar la produccion de ureasa. Tubo 1, medio
inoculado con S. typhimurium St4-Km>® de color amarillo-naranja (reaccién negativa); y
Tubo 2, medio inoculado con Proteus con cambio a color rosa (cereza) (reaccion

positiva).
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Figura 2.8 Prueba Agar Hierro y Triple Azucar (TSI) para evaluar la fermentacion de
glucosa, lactosa y sacarosa asi como la producciéon de &cido sulfhidrico (H2S). Tubo 1,
medio sin inocular. Tubo 2, medio inoculado con E. coli, con cambio de color en la
superficie, de naranja a amarillo, por la fermentacién de la lactosa/sacarosa (reaccion
positiva;). Tubo 3, medio inoculado con S. typhimurium St4-Km>°, con cambio de color

a negro por la produccién de H,S y gas en el fondo.
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Figura 2.9 Prueba de Agar Hierro de Kligler (AHK), para determinar la fermentacién de
lactosa y glucosa. Tubo 1, medio sin inocular (T-). Tubo 2, medio inoculado con E. coli
con cambio de color, de naranja a amarillo por la fermentacion de la lactosa. Tubo 3,
medio inoculado con S. typhimurium St4-Km>® con cambio de color, de naranja a

negro, por la produccién de H,S.
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Figura 2.10 Cuenta promedio de coliformes totales (A) y E. coli (B) registrada en
muestras de jugo fresco sin pasteurizar preparado a base de nopal, durante julio
de 2009 a junio de 2010, colectadas en dos expendios comerciales en Texcoco,
Estado de México. Las lineas verticales dentro de cada barra representan el

error estandar entre los valores.
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Figura 3.1 Establecimiento de plantas de nopal en invernadero. A) Preparacién de
mezcla de suelo franco-arenoso con vermicomposta en proporcién 3.5-1.5 kg. B) Los
cladodios se sembraron y distribuyeron en macetas de plastico con la mezcla

suelo:vermicomposta establecidas en un invernadero con cubiertas plastica.
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Figura 3.2 Aplicacién de inoculo de Salmonella typhimurium (St4-Km>®) en suelo,
cladodios madre y cladodios secundarios de nopal. A) Aplicacion directa de inoculo en
suelo con 250 mL de suspension bacteriana de St4-Km*°. B) Planta de nopal de nueve
meses de edad mantenida en condiciones de invernadero, los circulos blancos indican
los puntos en los cladodios madre (cladodio primario) y secundario (cladodios de
segundo orden), donde se aplicaron 100 pL del inoculo de St4-Km®® por puncién. C)
Aplicacién de inoculo en cladodios secundarios. D) Sefalizacion de punto de
inoculacién para rapida identificacién del sitio.
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Figura 3.3 A) Potenciometro con electrodo de aguja (Hanna®) para monitoreo de pH
en nopal verdura in vivo. B) Electrodo insertado en cladodio secundario para
determinar el pH interno del tejido.
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Figura 3.4 Estimacién de supervivencia de Salmonella typhimurium (St4-Km*®) en
muestras de suelo. A) Toma de muestra de maceta con planta de nopal. B) Bolsa
Ziploc® con muestra de suelo para ser transportada al laboratorio para su
procesamiento. C) Pesado de 25 g de muestra para su andlisis. D) Muestra de suelo
mezclado con 225 mL de ABP 0.1%.
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Figura 3.5 Prueba para estimar la supervivencia de Salmonella typhimurium (St4-
Km®®) en nopal verdura. A) Cladodios madre sobre papel aluminio para ser
transportados al laboratorio. B) Desinfeccion de cladodio con hipoclorito de sodio a
200 ppm por 3 min. C) Extraccion de tejido para macerarse con ABP a 0.1%. D)
Stomacher usado para macerar muestra de tejido por 1 min a 300 rpm.
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Figura 3.6 Procesamiento de muestras de tejido de nopal para microscopia

electrénica de barrido (MEB). A) Segmentos de 3 mm de tejido inoculado con
Salmonella typhimurium (St4-Km*®). B) Tejido de nopal inoculado, fijado en
glutaraldehido a 2.5%. C) Vial con tejido de nopal para deshidrataciéon con etanol

D) Equipo Samdri-780A® para secado de tejido a punto critico de CO, por 40 min.
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Figura 3.7 Procesamiento de muestras de tejido de nopal para microscopia electrénica

de barrido (MEB). A) lonizadora usada para recubrir muestras con aleacion Au-Pd. B)
Muestras de tejido de nopal después de la aplicacion de la aleacién Au-Pd. C) Equipo
de microscopia electrénica de barrido integrado a equipo de computo. D) Platina de

microscopio electrénico con porta-muestras.
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Figura 3.8 Condiciones de Temperatura (m, T, °C) y Humedad Relativa (¢, HR,
%) registradas en invernadero (A), y en laboratorio (B), durante el desarrollo
de cladodios inoculados con Salmonella typhimurium (St4-Km*%). Los
pardmetros se registraron en un medidor digital de temperatura y HT
(datalogger HOBO®). Cada valor representa el valor promedio de seis lecturas
registradas por dia.
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Figura 3.9 Colonias de Bacillus sp., aisladas de cladodios secundarios de nopal

(Opuntia ficus-indica). A) Crecimiento de colonias de Bacillus sp. en Agar Soya
Tripticaseina. Obsérvense las colonias con bordes irregulares, secas, rugosas y con
sobrecrecimientos. B) Células de Bacillus observadas al microscopio electronico de
barrido a X 7,000.
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Figura 3.10 Células de Salmonella typhimurium (St4-Km®°) al microscopio electrénico
de barrido: Células observadas: en medio AST de 48 h de crecimiento (A); en tejido de
nopal inmediatamente después de la aplicacién del inoculo (B); y en tejido de cladodio
secundario a las 24 h y 48 h después de la aplicacion del inoculo, (C) y (D),
respectivamente.
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S. typhimurium St4-Km Agua destilada

16kV ~ X1,500 ~10pm

Figura 3.11 Diferentes tipos de cristales de oxalato de calcio en tejido de cladodios

secundarios sin inocular e inoculados con Salmonella typhimurium (St4-Km>°).
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Figura 3.12 Productos de amplificacion por PCR en gel de agarosa a 0.8% con los
iniciadores Sal-3 y Sal-4 de cepas presuntivas de Salmonella recuperadas de suelo,
cladodios secundarios y cladodios madre. Linea 1: S. typhimurium St4-Km>%; Linea 2:
cepa 1 de cladodio secundario de laboratorio (1-CSL), Linea 3: cepa 2-CSL; Linea 4:
cepa 3-CSL; Linea 5: cepa 1 cladodio madre (1-CM); Linea 6: cepa 2-CM; Linea 7:
cepa 3-CM; Linea 8: cepa 4-CM; Linea 9: cepa 5-CM; Linea 10: cepa 1 de suelo (1-S);
Linea 11: cepa 2-S; Linea 12: cepa 3-S; Linea 13: cepa 4-S; Linea 14: agua (TN); Linea
15: cepa 1 cladodio secundario de invernadero (1-CSl); Linea 16 marcador molecular
®X174/Hae Il (MM).
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Figura 4.1 Cladodios secundarios inoculados con: A) Agua Buferada Peptonada a 0.1%

(ABP), y B) con Salmonella typhimurium. Donde las lineas rojas (-) indican el area
donde se aplico el ABP y las cruces (+) donde se aplicé S. typhimurium. En B se
aprecian lesiones circulares amarillas como resultado de la reaccion del tejido a la

inoculacion con la bacteria.
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Figura 4.2 Respuesta en cladodios de nopal inoculados por infiltracion con 8 Log UFC
de S. typhimurium St4-Km*® (A, B y C) y con Agua Buferada Peptonada a 0.1% (D).
Nétese las lesiones con oscurecimiento desarrolladas en el tejido interno después de
la inoculacion en: A, cladodio madre; B, cladodio secundario en planta; y C, cladodio
secundario precortado. Tejido de cladodio Notese en B y C la deshidratacion del tejido

de la lesion a las 96 y 144 h, respectivamente.
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Figura 4.3 Respuesta en cladodio secundario precortado de nopal verdura a las 168 h
después de la infiltracién con S. typhimurium St4-Km>° (8 Log UFC/mL) y mantenido en

condiciones de laboratorio. Notese el oscurecimiento y desprendimiento del tejido

infiltrado.
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ANEXO
REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

(Terragno et al., 2003 y Winn et al., 2008)
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1. Medio MR-VP (BD BIOXON®)

Pesar 17 g del medio en un litro de agua destilada. Dejar reposar de 10 a 15 min.
Distribuir el liquido en tubos de ensaye. Esterilizar a 121°C (15 Ibs de presion) por 15
min. Si los tubos no se usan inmediatamente deben ser mantenidos en refrigeracion de
2° a 8°C. Inocular 2 tubos de Caldo MR-VP con el cultivo puro objeto de investigacion.
Incubar hasta 4 dias a 35°C. Posteriormente realizar los siguientes ensayos:

Prueba de rojo de metilo: Agregar 5 gotas de solucion rojo de metilo a 5 mL de

medio de cultivo liquido inoculado e incubado por 4 dias a 35°C. Una

Reaccion positiva Reaccion negativa

Color rojo bien definido Sin cambio de color o color amarillo

Prueba de Voges-Proskauer:
Agregar 5 mL de solucién de sulfato de cobre y amoniaco de Leifson a 5 mL de

medio de cultivo liquido inoculado e incubado por 4 dias a 35°C.

Reaccion positiva Reaccion negativa

Aparicién de color rojo a los 20 min indica Ausencia de color.

la presencia de acetilmetil-carbinol

1.1 Preparacion de solucién indicadora para el rojo de metilo

Disolver 0.1 g de rojo de metilo en 300 mL de alcohol al 95%. Aforar enseguida

a 500 mL con agua destilada. Las reacciones se toman de acuerdo al cambio de color.
1.2 Preparacién de solucion de sulfato de cobre y amoniaco de Leifson

Disolver 1 g de sulfato de cobre (FERMONT®) en 40 mL de amoniaco
concentrado (Quimica Meyer®). Posteriormente agregar 690 mL de hidroxido de

potasio al 10%. Guardar en recipiente ambar bien cerrado en un lugar fresco.
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2. Medio MIO (BD BIOXON®)

Resuspender 31 g del medio MIO en un litro de agua destilada en un matraz de
500 mL. Calentar la suspensién con agitacion suave hasta su completa dilucién y hervir
por un min. Dispensar 10 mL del medio en tubos de ensaye. Esterilizar el medio a
121°C (15 libras de presion) por 15 min y dejar enfriar en posicion vertical. Las
reacciones a registrar son las siguientes:

2.1 Prueba de movilidad

Reaccion positiva Reaccion negativa

Difusion del crecimiento en la | El crecimiento de la bacteria no

linea de siembra. se difunde.

2.2 Descarboxilacion de Ornitina

Reaccion positiva Reaccion negativa

El medio no cambia de color El medio cambia de color

purpura a amarillo

2.3 Prueba de Indol (Adicionar de 3 a 4 gotas del reactivo de Kovac’s o Erlich)

Reaccion positiva Reaccion negativa

Desarrollo de color rosa a rojo No hay cambio de color

3. Agar Citrato de Simmons (ACS, BD BIOXON®)

Pesar 24.2 g de ACS en un litro de agua destilada y calentar la suspension hasta
su completa dilucion. Dejar hervir el liquido por un min y dispensar en tubos de ensaye
de 5 mL. Esterilizar el medio en autoclave a 121°C (15 libras de presion) por 15 min.

Dejar enfriar en posicion inclinada.
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Reaccion positiva Reaccion negativa

Crecimiento en el medio con un intenso | Ausencia o pobre crecimiento sin cambio
color azul. de color en el medio que permanece

verde.

4. Agar de Hierro y Lisina (LIA, BD BIOXON®)

Re-hidratar 33 g de medio LIA en un litro de agua destilada por 10 a 15 min.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicibn por 1 min para disolver
completamente. Distribuir el medio en tubos de ensayo de 13x100 mm, tapar con
algodén o tapdn de rosca flojo y esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ibs de presién) por
15 min. Enfriar en posicion inclinada para obtener un fondo de 1.5 a 2.0 cm. Conservar

en refrigeracion de 2 a 8°C.

Cuadro 1. Cambios de color esperados y produccion de acido sulfhidrico en el medio

LIA después de la inoculacién con diferentes microorganismos.

Microorganismo Color H,S®
Superficie Fondo

Citrobacter freundii Parpura’ Amarillo? +

Salmonella typhimurium Parpura Pdrpura +

Proteus vulgaris Roja Amarillo - (4

El color "purpura se asocia con reaccién alcalina y el “amarillo con una &cida. °La produccién de acido
sulfhidrico, reaccion positiva (+) se manifiesta con un calor negro en el medio de cultivo. En la reaccion

negativa (-), no se presenta ningun cambio de color.
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5. Agar Hierro y Triple Azlcar (TSI, BD BIOXON®)

Suspender 23 en 1 L de agua destilada. Calentar y hervir por un min. Dispensar
en tubos de vidrio, tapar y esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ibs de presion) por 15

min. Dejar enfriar en posicion horizontal.

Cuadro 2. Tabla de cambios de color esperados en el medio TSI, después de la

inoculacién con diferentes microorganismos

Microorganismo Color H,S® Gas
Superficie Fondo (COy)*
Escherichia coli Rojo’ Rojo - +
Proteus vulgaris Rojo Rojo + +
Salmonella typhimurium Amarillo? Rojo + +

El color ‘rojo se asocia con reaccién acido y el “amarillo con una alcalina. °La produccién de &cido
sulfhidrico, reaccion positiva (+) se manifiesta con un calor negro en el medio de cultivo. En la reaccion
negativa (-), no se presenta ningiin cambio de color. “La produccién de gas (CO,) se observa por el

desplazamiento del medio de cultivo.

6. Agar de Hierro de Kliger (AHK, DIBICO®)

Re-hidratar 52 g del medio en un litro de agua destilada. Calentar hasta el punto
de ebullicién por 1 min. Distribuir en tubos de ensayo, tapar con tapén de rosca flojo y
esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ibs de presion) por 15 min. Enfriar en posicion
inclinada para obtener un fondo de 1.5 a 2.0 cm. Conservar tubos en refrigeracion de 4
a 8°C.
Cuadro 3. Cambios de color esperados en el medio AHK, después de la inoculacion

con diferentes microorganismos
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Microorganismo Color H,S® Gas (CO,)*

Superficie Fondo
Escherichia coli Rojo" Rojo - +
Proteus mirabilis Amarillo Rojo + +
Salmonella typhimurium Amarillo? Rojo + +

El color ‘rojo se asocia con reaccién acido y el “amarillo con una alcalina. °La produccién de &cido
sulfhidrico, reaccion positiva (+) se manifiesta con un calor negro en el medio de cultivo. En la reaccién
negativa (-), no se presenta ninglin cambio de color. “La produccién de gas (CO,) se observa por el

desplazamiento del medio de cultivo.

7. Agar Verde Brillante (AVB, BD BIOXON®)

Re-hidratar 58 g del medio en un litro de agua destilada. Calentar hasta el punto
de ebullicibn por un min, y esterilizar en autoclave a 121°C (15 Ibs de presion) por 15
min. Enfriar y vaciar en cajas de Petri estériles. Las colonias tipicas de Salmonella
aparecen como colonias de color rosa, opacas y rodeadas de un color rojo brillante del
medio.

NOTA: Es importante protegerlo de la luz. Conservar en refrigeracion de 2 a 8°C.

8. Agar Soya Tripticaseina (AST, BD BIOXON®)

Suspender 40 g del medio en un litro de agua destilada. Calentar y hervir por un
min. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 libras de presion) por 15 min. Dejar enfriar a

una temperatura entre 45-50°C y vaciar en placas de Petri estériles.

9. Agar McConkey (AM, BD BIOXON®)

Suspender 50 g del medio en un litro de agua purificada. Calentar y hervir por un
min. Esterilizar en autoclave a 121°C (15 libras de presion) por 15 min. Enfriar a una
temperatura entre 45-50°C y vaciar en placas de Petri estériles. Los microorganismos
lactosa positiva dan colonias de color rosa con o sin zona de precipitado alrededor. Los

microorganismos lactosa negativos dan colonias incoloras o de color muy claro.
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10. Agar Entérico Hektoen (AEH, BD BIOXON®)

Re-hidratar 76 g del medio en un litro de agua destilada. Calentar y hervir por un
min. NO ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE. Enfriar aproximadamente a 45°C. Vaciar en

cajas de Petri estériles y conservar en refrigeracion de 2° a 8°C.

11. Caldo Soya Tripticaseina (CST, BD BIOXON®)

Suspender 30 g del medio en un litro de agua purificada. Calentar y hervir por un
min. Dispensar en tubos de ensaye y esterilizar en autoclave a 121°C (15 libras de

presion) por 15 min.

12. Caldo Vassiliadis-Rappaport (CRV, BD DIFCO®)

Suspender 26.6 g en un litro de agua destilada y mezclar. Calentar para disolver
completamente los ingredientes. Distribuir en tubos de ensaye y esterilizar en autoclave
a 116°C (10 libras de presion) por 15 min. Enfriar a temperatura ambiente antes de su

utilizacion.

13. Caldo Base Tetrationato (CBT, BD DIFCO®)

Suspender 4.6 g de polvo en 100 mL de agua destilada y hervir a ebullicién.
Posteriormente enfriar por debajo de 60°C y agregar 2 mL de solucién yodada.
Dispensar en tubos de ensaye previamente esterilizados.

13.1 Solucién yodada

Pesar 6 g de cristales de iodo resublimado (FERMONT®) y 5 g de yoduro de
potasio (FERMONT®), mezclar ambos reactivos con 20 mL de agua destilada estéril.

Guardar en contenedor de color &mbar en lugar fresco.
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14. Caldo Urea (CU, BD BIOXON®)

Disolver 3.87 g de polvo en 100 mL de agua destilada, esterilizar por filtracion.
Distribuir de 0.5 a 1.0 mL en tubos pequefios previamente esterilizados. Si no puede
filtrarse el caldo, los tubos con el caldo pueden esterilizarse a 108°C entre 7 y 10
minutos. También puede usarse inmediatamente después de prepararse sin esterilizar,

dando resultados confiables.
15. Agua Buferada Peptonada a 0.1% (ABP)

Pesar 0.2 g del medio de ABP y mezclar con 1000 mL de agua destilada estéril,

esterilizar a 121°C (15 Ib de presién) por 15 min.

16. Preparacion de la Solucién Stock de Kanamicina (50 pg/mL, SIGMA-
ALDRICH®)

Para preparar una solucion stock de Kanamicina a 50 mg/mL, adicionar 250 mg
de Kanamicina a 5 mL de agua destilada en un vaso de precipitados de 10 mL,
previamente esterilizado, y mezclar. Filtrar la solucién de Kanamicina a través de un

filtro Millipore® estéril. Utilizar portafiltro y aguja previamente esterilizados.

17. Preservacion de Cepas de Salmonella en glicerol (ALTA PUREZA®)

Crecer una colonia en tubos con 5 mL de Caldo Soya Tripticaseina (CST) con
agitacion a 37°C por 18 h. Después de la incubacion adicionar 600 uL de la suspensién
bacteriana a tubos Eppendorf con 400 uL de glicerol a 50%, previamente esterilizado.

Almacenar los tubos con la bacteria a -10°C.

18. Reactivacion de Cepas Mantenidas en Glicerol a -20° C

De un tubo Eppendorf almacenado a -20°C con cada cepa sospechosa de

Salmonella, se tomo una asada del contenido y se deposito en un tubo con CST. El
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tubo se incubo a 37°C por 18 h. Con un asa se tomé un poco de la suspension
bacteriana crecida en el tubo y se deposité en cajas Petri con AEH. De cada cepa de
estas cajas se tomaron las colonias para llevar a cabo las pruebas bioquimicas antes

mencionadas.
19. Reactivacién de Cepas St4-Km*°

La bacteria, registrada en el laboratorio como Salmonella Typhimurium St4-Km®,
se reactivd en Caldo Soya Tripticaseina (CST) mas Kanamicina (CST-Km>®) a 37°C por
18 h y se creci6 en Agar Soya Tripticaseina (AST) mas Kanamicina (AST-Km®) a 37°C
por 48 h.

PCR

20. Resuspension de Oligonucledtidos (Primers: Sal-3 y Sal-4)

Para preparar la solucion stock a 100 pM, se debe tomar el numero de
nanomoles (informaciéon que se encuentra en la etiqueta del tubo y/o en la hoja de
seguridad) y multiplicarlo por 10. El resultado obtenido, es el nimero de micromoles del
liquido (buffer TE, o agua) que debe ser agregado al tubo. En este caso particular, cada
tubo contenia 35.2 nm y 39.2 nm, de los oligonocleotidos liofilizados Sal-3 y Sal-4,
respectivamente. Por lo que para resuspenderlos se agregaron 352 y 392 L de agua, a
los tubos de Sal-3 y Sal-4, respectivamente. De esta manera, se obtuvo una solucion
stock de 100 micromolar de cada oligonucleotido.

Para preparar la solucion de trabajo a una concentracién de 10 micromolar se
procedio de la siguiente manera: Se tomo 1 uL de la solucién stock del oligonucleétido y

se mezclo con 9 pL de agua.

Los oligonucledtidos se usan a una concentracion de 0.25 micromolar. Para
obtener esta concentracion se tomaron 0.625 pL de cada oligonucleétido y se
mezclaron con el volumen restante del mix de reaccion (volumen total de reaccion (del
mix) 25 pL).
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Cuadro 4. Secuencia de iniciadores Sal-3 y Sal-4 usados para la amplificacion de gen

Inva de Salmonella typhimurium.

Secuencia de iniciadores Longitud Region de
(pb) amplificacion
Sal-3
5 TAT CGC CACGTTCGG GCAA T 19 275
Sal-4
5 TCG CAC CGT CAAAGG AACC 3 19 275

21. PCR Master Mix

El PCR Master mix (promega ®) contiene el protocolo para llevar a cabo preparar

diferentes volimenes de reaccion (25, 50 y 100 pL de reaccion):

Para preparar un volumen de reaccion de 25 pL se recomienda mezclar las cantidades
que se listan a continuacion tomando en cuenta la hoja de seguridad incluida en el
Master mix.

Cuadro 5. Datos y componentes de Master mix, cantidades a utilizar y volumen final

para preparar 1 reaccion de PCR.

Datos proporcionados en la hoja de seguridad del PCR Cantidades (uL) a
Master mix (Promega®) usar para preparar 1

reaccion de mix

Componente Volumen (uL)  Concentracion
final
PCR master mix, 2X 12.5 1X 12.5
Oligonucleotido  rio 0.25-2.5 0.1-1.0 uM 0.65
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arriba (primer 1, Sal
3)

Oligonucleotido  rio
abajo (primer 2, Sal
4)

ADN templado

Agua libre de

nucleasas a

0.25-2.5

1-5

25

0.1-1.0 pM

<250 ng

N.A

0.65

6.2

Volumen total = 25

ML

Del Master mix se tomaron 20 pL y se depositaron en tubos para PCR

(previamente esterilizados). Posteriormente, cuando todos los tubos estuvieron listos a

cada uno se le agregd 5 L de la muestra de ADN de cada bacteria a evaluar.

22. Bromuro de Etidio

Preparacion de Bromuro de etidio a una concentracion de 1 pug/mL

Bromuro de etidio 1 ug

Agua destilada 1mL

Pesar el bromuro con guantes por ser una sustancia cancerigena, disolver y

almacenar la solucién en un frasco oscuro envuelto con papel aluminio a temperatura

ambiente. Agregar 8 pL a la solucion del gel, antes de verterlo en la camara de

electroforesis.
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23. Preparacién del Marcador

El marcador G1761 (®X174/Hae lll) viene resuspendido en buffer (10 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 1 mM EDTA), por lo cual no es necesario reconstituirlo de ninguna forma.
Para usarlo en el gel se recomienda cargar 1 uL de marcador mas el buffer de carga
(Blue/Orange 6X). Para cargar el marcador usar las siguientes cantidades: 1 pL de

marcador + 1 uL de buffer de carga + 4 pL de agua.

24. Preparacion de Soluciones de Cloro

(ppmdeclorolibredeseado)x(volumentotaldelrecipiente)

Volumen de NaOCI (necesario) =
( ) %NaOCldelcontenedor(bote)x10,000

Ejemplo:

Para preparar 1 L de solucion clorada a 200 ppm, usando cloro a 12%

(200 X1000)
12x10,000

Volumen de NaOCI a utilizar =

Volumen necesario de NaOCI a 12% para preparar 1 L de solucién de cloro a 200

ppm= 1.6 mL de cloro
25. Preparacion de Amortiguador de Fosfatos de Sorensen (Microscopia)

Previo a la preparacion del amortiguador de Sorensen, deben prepararse las
soluciones A y B de la siguiente manera:

Para preparar 200 mL de la sol. A, se pesan 5.68 g de Na,HPO, (Fosfato
disodico anhidro, J.T. BAKER®) y se disuelven en 200 mL de agua destilada.

Para preparar 200 mL de la sol. B., se pesan 5.52 g de NaH,;P0O4.H,O (Fosfato
de sodio monobasico, J.T. BARKER®) y se disuelven en 200 mL de agua destilada.
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Para preparar 200 mL de amortiguador de fosfatos se mezclan 81 mL de la
solucién Ay 19 mL de la solucion B, lo cual nos dara un volumen final de 100 mL. Esta

altima se mezclo con 100 mL de agua bidestilada.

26. Preparacion de Glutaraldehido a 2.5%

Para preparar 100 mL de glutaraldehido se mezclan 10 mL de glutaraldehido a

25%, 90 mL de 90 mL de solucion amortiguada, mas 10 mL de CacCl; (a 1%, en gotas).

27. Preparacién de Soluciones de Alcohol

Estas soluciones se prepararon a diferentes concentraciones para deshidratar
tejidos a usar en Microscopia. La formula usada para hacer la preparacion de estas
soluciones fue la siguiente:

C1V1 = C2V2

Tomando en cuenta lo siguiente: la concentracion inicial (C,) del alcohol (96%).
El volumen a preparar de alcohol (100 mL, V,), para preparar alcohol a 30% (C,), se

procede de la siguiente manera:

V]_ - CZVZ
C,
v, = (30x200)
96
V;=31.25mL
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Cuadro 6. Cantidades y proporciones de etanol y agua destilada para preparar 100 mL
de soluciones alcohdlicas, a diferentes concentraciones para deshidratar de tejidos.

Concentracion  Volumen a usar Cantidad de Volumen final

del alcohol (%) de alcohol a agua (mL) (mL)
96% (mL)
30 31.25 68.75 100
40 41.67 58.33 100
50 52.08 47.92 100
60 62.50 37.50 100
70 72.92 27.08 100
80 83.33 16.67 100
90 93.75 6.25 100
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