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Resumen

Dinadmicas de internalizacion de Salmonella Newport, Saintpaul y Montevideo en tomates

cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) higienizados con hipoclorito de sodio.
L. C. A. Adriana Guadalupe Orozco Garcia
Director: Dra. Jeannette Barba Ledn

Existen diversas investigaciones que demuestran que Salmonella enterica puede contaminar e
internalizarse en el tomate durante el cultivo de la planta, fruto o lavado; siendo los serotipos de
Newport y Montevideo los mas adaptados para permanecer en el interior del fruto, y Saintpaul en
la superficie del tomate. Poco se sabe al respecto de las dinamicas de interaccion de Salmonella
Newport, Saintpaul y Montevideo cuando se encuentra internalizada en el tomate y por las
caracteristicas intrinsecas del fruto, el gen de estrés rpoS pudiera estar implicado en la
internalizacion bacteriana. Los resultados obtenidos en esta investigacion evidencian que la
internalizacion de Salmonella Newport, Saintpaul y Montevideo ocurre en los tomates cherry
cuando hay un gradiente de temperatura de 12 °C, donde la cantidad de células internalizadas es
dependiente del serotipo y el tiempo de incubacion (p < 0.05). En contraste, en los experimentos
realizados con tomates higienizados con hipoclorito de sodio no se observo recuperacion en placa
de las bacterias internalizadas. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que Salmonella
exista en el fruto en un estado de viable no cultivable, debido a que hay reportes que demuestran
que el hipoclorito de sodio causa estrés en las células bacterianas. Nuestros resultados de gRT-
PCR multiple muestran la disminucion de la transcripcion de rpoS de Salmonella Newport,
Saintpaul y Montevideo en el interior del tomate, en comparacién a la registrada bajo una
condicion de induccion del gen in vitro (p < 0.05). La disminucion de la transcripcion de rpoS en

el tomate sugiere que el fruto no representa una condicion de estrés para la bacteria.



Abstract

Internalization dynamics of Salmonella Newport, Saintpaul and Montevideo on cherry

tomatoes (Solanum lycopersicum var. Cerasiforme) sanitized with sodium hypochlorite.
L. C. A. Adriana Guadalupe Orozco Garcia
Director: Dra. Jeannette Barba Ledn

There are several investigations about that how Salmonella enterica contaminates and internalize
into tomato plant during the cultivation. Also it knows that Salmonella contaminates the fruit
during the washing in the commercialization plants. It has been reported that Salmonella Newport
and Montevideo are the most adapted serotypes to remaining inside the fruit, and Saintpaul
serotype it is the most adapted to remaining on the tomato surface. Little is known about the
dynamic internalization of Salmonella Newport, Saintpaul and Montevideo when they are into
cherry tomato. Also due to the intrinsic characteristics of the fruit, the stress gene rpoS could be
involved in bacterial internalization. The results obtained in this study shows that the
internalization of Salmonella Newport, Saintpaul and Montevideo in cherry tomatoes are
dependent of the serotype and incubation time (p <0.05) when there are a gradient temperature of
12 °C. In contrast, there was not recovery of viable Salmonella’s cells in plate when the
experiments were done with tomatoes sanitized with sodium hypochlorite. However, exits the
possibility that Salmonella could be in at state of non-cultivable viability into the sanitized fruits,
since there are reports that sodium hypochlorite causes stress on bacterial cells. Our results of
multiple qRT-PCR shown a decreased transcription of rpoS in the cells of Salmonella Newport,
Saintpaul and Montevideo recovered from the tomato interior in comparison to the one recorded
under an in vitro gene induction condition (p <0.05). The decreased rpoS transcription observed
from the cells recovered into the tomato suggests that the fruit does not represent a stress

condition for the bacteria.
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1. Introduccién

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa zoonética producida por bacterias del género
Salmonella, la cual estd distribuida en el medio ambiente siendo su reservorio natural el tracto
gastrointestinal. Salmonella enterica es uno de los principales contaminantes bacterianos del tomate
y segun la normatividad vigente a nivel nacional e internacional debe estar ausente en el fruto ya
que su presencia puede desencadenar un cuadro infeccioso, que si no es tratado de manera adecuada
puede llegar a ser grave. Salmonella es capaz de internalizarse en el tomate a través de la
infiltracion de agua durante el lavado del fruto debido a que las bacterias suspendidas en el agua
pueden infiltrarse cuando la presion del agua sobre la superficie del tomate supera tanto la presion
de gas interna como la hidrofobicidad de la superficie del fruto. Otro mecanismo para la infiltracion
implica el estado de dilatacion de las células vegetales en la superficie del tomate, ya que cuando
éstas se exponen al agua fria de lavado se contraen rapidamente y permiten la entrada de Salmonella
a través de aberturas tales como la cicatriz del pedunculo y fisuras causadas por insectos o dafios
mecanicos; sobre todo, se sabe que este mecanismo es favorecido cuando el gradiente de
temperatura entre el agua del lavado y el fruto es igual o mayor de 12 °C. Recientemente se ha
reportado que Salmonella enterica es capaz de internalizarse y sobrevivir dentro de la planta del
tomate alcanzado partes tales como tallos, hojas, flor y fruto; lo cual podria proteger a la bacteria de
los compuestos desinfectantes. Los serotipos mas exitosos para adherirse al tomate son S. Saintpaul
y S. Montevideo; no obstante, S. Javiana y S. Newport son exitosos para adherirse e internalizarse y
S. Typhimurium es el serotipo menos eficiente. La evidencia anterior apoya la hipétesis de que la
expresion genética es diferente entre serotipos y quizas estas diferencias son las que permiten que
algunos serotipos de Salmonella puedan adaptarse a colonizar diferentes hospedantes tales como

frutos, hortalizas o animales.

Diferentes estudios han demostrado que la expresién génica de Salmonella esta influida por
diversas condiciones ambientales tales como la osmolaridad, la concentracion de oxigeno, la
concentracion de calcio, el cambio de pH de acido a ligeramente alcalino, entre otros. En particular
se ha observado que las células en fase de crecimiento estacionaria son mas resistentes a muchos

factores ambientales que en la fase exponencial. Al respecto, el factor sigma S es inducido al inicio



de la fase estacionaria del desarrollo bacteriano y ha sido reconocido como un factor clave en la

produccion de células resistentes en la fase estacionaria.

En este sentido se conoce que el factor sigma S (también conocido como RpoS, KatF o sigma 38)
desempefia un papel clave en la supervivencia de las bacterias bajo condiciones de hambre o estres.
Por ello, la cuantificacidn de la transcripcion de rpoS, el gen que da origen al factor sigma S, puede
sugerir el grado de estrés al que esta sometida Salmonella en el interior del tomate. Con base a lo
expuesto anteriormente, en este estudio se determinaron las dinamicas de supervivencia de
Salmonella Newport, S. Saintpaul o S. Montevideo internalizadas en tomate cherry (Solanum
lycopersicum var. cerasiforme) en ausencia y en presencia de un proceso de higienizacion con
hipoclorito de sodio, para después cuantificar la transcripcion del gen de respuesta a estrés rpos,
como una forma indirecta de evaluar si el interior del tomate representa un estado de estrés para

Salmonella.



2. Antecedentes
2.1 Caracteristicas generales de Salmonella

El género Salmonella se sitGa dentro de la familia Enterobacteriaceae, se compone de bacterias
Gram negativas, anaerobias facultativas con forma de bacilo de un tamafio aproximado de 0.7 - 1.5
X 2 - 5 um. La mayoria de las cepas son moviles debido a la presencia de flagelos peritricos, a
excepciéon de S. Gallinarum y S. Pullorum (12, 106). También posee estructuras filamentosas
Ilamadas fimbrias, las cuales se extienden fuera de la superficie celular, con tamafio promedio de
0.5-10 um de longitud por 2-8 nm de ancho, permitiendo al microorganismo adherirse a superficies

y tejidos animales para formar biopeliculas en las superficies (100).

El primer reporte que se tiene de Salmonella es en el afio 1874 por el médico inglés y epidemidlogo
William Budd, quien describi6 la fiebre tifoidea (60). Sin embargo, la primera vez que se observo al
bacilo tifoide fue por el patélogo y bacteridlogo Karl Joseph Eberth en el afio 1880 en victimas
fallecidas por fiebre tifoidea por lo que la bacteria fue Ilamada Eberthella typhosa. En el afio 1885
el bacteridlogo Daniel Elmer Salmon y Theobald Smith aislaron y cultivaron a S. Choleraesuis de
cerdos con peste porcina clasica (13). El bacteridélogo Ligniéres en el afio 1900 nombra al género
como “Salmonella” en honor al codescubridor Daniel Elmer Salmon (75). Cabe destacar que el
primer brote por salmonelosis asociado al consumo de alimentos fue reportado en el afio 1888 por

Géertner y fue causado por “Bacterium enteritidis” (ahora conocido como S. Enteritidis) (13).

La temperatura 6ptima para la proliferacion de Salmonella es de 37 °C, aunque puede desarrollarse
en el margen de 54 °C a 2 °C. Los valores de pH cercanos a la neutralidad favorecen su
multiplicacion, sin embargo, no es facil definir el pH minimo para su desarrollo ya que depende de
una variedad de factores tales como la naturaleza del &cido, el serotipo, la temperatura de

incubacion y la actividad de agua (ay), esta ultima con un valor 6ptimo de alrededor 0.99 a,, (75).



La caracteristicas bioguimicas de Salmonella son: catalasa positiva, oxidasa negativa, reducen los
nitratos a nitritos, fermentan glucosa (a excepcion de S. arizonae que es capaz de fermentar la
lactosa), manitol y sorbitol para la produccion de acido o &cido/gas. Salmonella es capaz de
fermentar la sacarosa, pero en general no forman indol, tampoco hidrolizan urea o desaminan
fenilalanina, pero normalmente forman H,S en agar de triple azucar hierro. Pueden usar también el
citrato como Unica fuente de carbono y pueden descarboxilar a lisina y ornitina, a excepcioén de S.
Paratyphi Ay S. Typhi (70).

Los serotipos o serovares se clasifican de acuerdo a la asociacién particular de factores antigénicos
somaticos O (lipopolisacarido), flagelares H (antigenos proteicos de los flagelos) y de virulencia Vi
(polisacarido capsular) (Fig. 1) (64). Los antigenos O sirven para caracterizar los diferentes tipos
antigénicos de Salmonella enterica subsp. I, los antigenos O mas comunes son A, B, C1, C2, Dy E.
Las cepas de estos serogrupos causan aproximadamente el 99 % de las infecciones de Salmonella
en humanos y animales de sangre caliente (75). Los antigenos H se encuentran constituidos por una
proteina llamada flagelina, cuya composicion en aminoacidos es constante para un tipo antigénico
determinado. La mayoria de las cepas del género Salmonella pueden expresar dos especificidades
de su antigeno H (difasicos) o expresar solamente una sola (monofésicas). El antigeno Vi sélo esta
presente en Salmonella Typhi, S. Paratyphi y S. Dublin. La expresion del antigeno Vi depende de al
menos los genes ViA y viB, donde ambos genes deben existir en la bacteria para que el antigeno se

exprese (106).
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Fig. 1 Estructura antigénica de Salmonella spp (99).
2.1.1 Nomenclatura y clasificacion de Salmonella

La nomenclatura es el sistema de nombres 0 denominaciones utilizados en la ciencia para designar
un objeto de estudio. La nomenclatura y clasificacion de Salmonella han variado de forma reiterada
desde el concepto serotipo-especie propuesto por Kaufmann en 1966. De acuerdo con la
clasificacion de Kauffman-White existen alrededor de 2, 659 serovares de Salmonella de los cuales
solo 200 se han asociado con enfermedad humana (38). La propuesta de Kauffman-White la cual se
fundamenta en las cualidades fenotipicas (serotipo y biotipo), aportaba informacion limitada en
cuanto a la relacion genética de los serovares, el grado de adaptacion y patogenicidad a sus
hospedantes (78). Por lo anterior, actualmente la nomenclatura se basa en estudios moleculares y
considera que el género Salmonella se compone de dos especies, S. bongori y S. enterica, esta
ultima se divide en seis subespecies: enterica (I), salamae (1), arizonae (l11a), diarizonae (I11b),
houtenae (1V) e indica (VI) (24).



Minor y Popoff en 1978 propusieron 7 sub-géneros que fueran sefialados con numeros romanos (|1,
I, Hla, lb, 1V, V, y V1), donde la subespecie Il se dividia en Illa y I1lb por su relacion genémica
y reacciones bioquimicas. La subespecie Illa (S. enterica subsp. Arizonae) incluye los serotipos
monofasicos de Arizona y la subespecie Illb (S. enterica subsp. Diarizonae) contiene los serotipos
difasicos (18).

2.1.2 Patogenicidad de Salmonella

Salmonella enterica, puede causar enfermedad cuando se ingieren menos de 100 células (49). Sin
embargo, varian mucho en su rango de hospederos y la enfermedad va desde enteritis hasta la fiebre
tifoidea (100). El periodo de incubacion de la enteritis se presenta entre las 6 a 72 horas de
consumido el alimento (con un promedio de entre 12-36 h). La enfermedad se manifiesta por una
enterocolitis repentina, generalmente autolimitante, que puede presentar la siguiente sintomatologia:
cefalea, dolor abdominal, diarrea, nauseas, a veces vomito y casi siempre fiebre (58). No obstante,
la sintomatologia de las infecciones gastrointestinales puede variar desde la infeccion asintomatica
hasta una diarrea grave, donde la salmonelosis es la enfermedad mas comdn (4). La enfermedad
sistematica es desarrollada por los serovares adaptados al hospedador y esta relacionada con su
resistencia a la destruccion fagocitica en el hospedante, donde el periodo de incubacién varia de 3 a
56 dias (75). EI microorganismo puede, a veces, instalarse en cualquier tejido del cuerpo y originar
abscesos, meningitis, pericarditis, neumonia, pioderma o pielonefritis. La gravedad de la
enfermedad esta relacionada por el serotipo, el numero de células ingeridas y los factores

relacionados con el hospedante (58, 70).

La supervivencia del microorganismo en un nicho determinado depende de su habilidad para
adherirse, entre otros factores. Las adhesinas de la bacteria tienen una estructura que les permite
reconocer moléculas con una estereoquimica especifica, presentes en las células del hospedero, que
pueden determinar los hospederos y el organotropismo de la bacteria (19). Una caracteristica
esencial de la patogenicidad de Salmonella es su habilidad para engafiar a la célula hospedante en
una interaccion bioquimica denominada de dos vias o conversacion cruzada, lo cual conduce a la

respuesta tanto de la bacteria como de la célula hospedante (81).



Por otra parte, la capacidad de Salmonella para evadir y combatir las defensas del hospedante esta
dada por el aumento de la virulencia y la susceptibilidad de la célula hospedante (69). Son bien
conocidos los factores bacterianos que influyen en la infeccion, los cuales estan codificados en una
amplia gama de elementos genéticos, incluyendo plasmidos, profagos e Islas de Patogenicidad de

Salmonella (por sus siglas en inglés, SPI) (53).

La isla de patogenicidad 1 y 2 de Salmonella codifican una maquinaria compleja de translocacion
de proteinas, denominada sistema de secrecion tipo 1 (por sus siglas en inglés, T3SS) (53, 92). El
T3SS es una estructura tipo aguja que atraviesa las membranas interna y externa de la envoltura
bacteriana y media la translocacion de proteinas efectoras en las células huésped (Fig. 2). Estos
efectores tienen la capacidad de modular diversas funciones de la célula hospedante, los cuales

interactdan con proteinas del hospedante y causan fenotipos asociados con la patogénesis (20).
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Fig 2. Esquema del sistema de secrecion tipo 111 de S. enterica
tomando de De santos (2012) (16).



2.1.3 Mecanismos de supervivencia y adaptacion de Salmonella

Los alimentos son ambientes complejos en los cuales los microorganismos pueden enfrentar
condiciones de estrés naturales tales como disponibilidad limitada de nutrientes, pH adverso,
osmolaridad, oxidacion y temperaturas extremas (1). Debido a que Salmonella es un
microorganismo transmitido por los alimentos y el agua, la bacteria utiliza varios sistemas para
sobrevivir, tales como su respuesta de tolerancia acida adaptativa, la cual se caracteriza por la
capacidad de tolerar acidez (49). Adicionalmente, las sefiales ambientales cambian la expresion
génica por medio de una variedad de mecanismos de regulacién que modulan la transcripcién de las
bacterias y que incluyen sistemas reguladores de dos componentes, factores sigma alternativos y
represores transcripcionales (10). Los cuales podrian asegurar la supervivencia de la bacteria en una

variedad de alimentos.

La regulacién coordinada permite la expresion simultanea de multiples genes que dan respuesta a
un estimulo ambiental determinado. Se sabe que la trascripcion y la expresién génica son
dependientes de la RNA polimerasa, que al interactuar con el factor sigma forman una holoenzima
que inicia el proceso de la transcripcién (87). Se ha reportado que en Escherichia coli el factor

sigma alternativo ¢

(RpoS) controla la respuestas a estrés, choque osmético o hambruna,
activando la transcripcion de genes que responden a esas condiciones ambientales. Por ejemplo
cuando E. coli es sometida a estrés osmotico RpoS activa la transcripcion del gen treA, en
condiciones de estrés por calor RpoS activa la transcripcion del gen otsAB y en estrés oxidativo

RpoS activa la transcripcién de katEG y xthA (14, 15).

El nivel celular de RpoS esta regulado por mecanismos que implican transcripcion, traduccion y
estabilidad post-traduccional. Las diferentes condiciones de estrés afectan de manera diferente a
estos niveles de control creando un complejo perfil de regulacion (33). La transcripcién del gen
rpoS depende de dos promotores, uno de ellos ubicado rio arriba del gen nlpD, generando un ARN
mensajero policistronico nlpD-rpoS que es independiente de los estimulos ambientales y pueden

proporcionar un nivel bajo, pero constante, de transcripcion de rpoS en todo el crecimiento.



La alarmona 3'-difosfato,5'-difosfato Guanosina (ppGpp), el polifosfato, nlpD y el acetato regulan
positivamente la transcripcion de rpoS, mientras que Fis es un regulador negativo que puede unirse
a la region promotora rpoS para bloguear la transcripcion. La traduccion de rpoS también es
importante para la induccion de RpoS en fase estacionaria, estimulandose por choque frio,
poliaminas, alta osmolaridad, CspC y CspE, DsrA, RprA, OxyS, Hfg, HU, H-NS y UDP-glucosa.
La unién de Hfg al RNAmM de rpoS también puede permitir la union de otros reguladores para
iniciar la traduccion. La deplecion de UDP-glucosa estimula la expresion de RpoS en fase
exponencial de una manera dependiente de Hfg. Las proteinas por choque frio CspC y CspE
también pueden estimular la expresién de RpoS mediante la estabilizacion del RNAm. De forma
similar, HU, una proteina nucleoide, estimula la traduccion de rpoS, posiblemente, alterando la
estructura secundaria del RNAm de rpoS. Sin embargo, durante la regulacion post-traduccional la
proteolisis regulada de RpoS es un mecanismo importante para mantener bajos niveles de este
factor sigma en condiciones de crecimiento éptimo y para aumentar rapidamente sus niveles

durante la adaptacion a la inanicion (14, 15, 32).

En Salmonella se ha descrito que RpoS regula los genes de virulencia spv y yst. Ademés se ha
demostrado la importancia de RpoS en la formacion de biopeliculas y en la virulencia de S.
Typhimurium (50), donde la infeccion en el modelo murino fue nula cuando se emple6 la mutante
en rpoS (33). También en S. Enteritidis se ha reportado que la induccion de rpoS se ve favorecida
cuando la bacteria es incubada en caldo LB a 10 y 25 °C, y se reprime cuando es incubada a 37 y 42
°C (104). Otro factor que induce la expresion de rpoS es la alta osmolaridad, particularmente
cuando S. Typhimurium es inoculada en caldo LB con 6 % de NaCl (56). Si bien RpoS tiene un
efecto positivo sobre un gran nimero de genes que contribuyen a la resistencia a estrés, también
tiene un efecto negativo en la expresion de varios genes que estan bajo el control de otros factores

sigma y que confieren a Salmonella una ventaja en el crecimiento (50).

Interesantemente el gen rpoS es altamente polimérfico, incluso dentro de las cepas de una especie y
por la tanto los efectos observados entre las cepas suelen ser diferentes. Al respecto diversas
investigaciones han reportado que a pesar de que la secuencia de aminoacidos de RpoS de S. Dublin

y S. Typhimurium es idéntica, la mutante de rpoS de S. Dublin induce una proteccion contra la
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infeccion de S. Dublin pero dicha proteccion no se logra con la preparacion heterdloga de S.
Typhimurium (17). También la induccion del estado viable no cultivable (EVNC), un estado
fisiolégico observado en algunas bacterias Gram negativas, fue rapidamente inducido en S.
Typhimurium en comparacién con la observada en S. Dublin. Al respecto los autores proponen que
este fenoOmeno puede ser atribuido a la correlacion existente entre la regulacion de rpoS, el serotipo
y la fuente de aislamiento (47). Otro ejemplo de la variacién fenotipica del gen observada por
Kusumoto y col. (2012) fue cuando S. Dublin, S. Oranienburg y S. Typhimurium fueron sometidas a
estrés osmotico, observandose que en el primer dia del experimento la expresion de rpoS en S.
Typhimurium disminuye 50 %, en S. Oranienburg 40 % y en S. Dublin se reducia gradualmente.
Los autores suponen que la reduccion variable de RpoS en los tres serotipos, permitié un patron de
respuesta diferencial en la entrada de los serotipos estudiados al EVNC. Demostrado que RpoS

influye en el tiempo de entrada en el EVNC en Salmonella spp (47).

El estado viable no cultivable (EVNC) se ha propuesto como una estrategia de supervivencia
provocada por frio, alta osmolaridad, desecacion y privacion nutricional (83). No obstante, la
entrada de la bacteria a condiciones desfavorables puede dar como resultado una latencia o un
EVNC, en el cual la bacteria puede subsistir por periodos prolongados de tiempo (90). Las bacterias
en EVNC se encuentran vivas ya que muestran varias funciones vitales tales como el alargamiento
celular, la actividad de la cadena respiratoria o la incorporacion de sustratos radiomarcados (10,
102). Se ha reportado que cuando S. Typhimurium es sometida a niveles sub letales de cloro, se
provoca una tension en la célula bacteriana que induce el EVNC (83). En el EVNC la expresion
génica de Salmonella se ve modificada y puede potencializar su virulencia, se ha reportado que bajo
determinadas condiciones las bacterias pueden “resucitar” y abandonar este estado (76, 93). Li y
col. (2014) reportaron que la ausencia de rpoS favorece la entrada de las células al EVNC, lo cual
sugiere que RpoS puede mejorar la capacidad de las células para adaptarse al medio ambiente y por
lo tanto dificulta la formacion del EVNC (47, 52). Aungue el mecanismo molecular subyacente en
la formacion del EVNC de las bacterias aun se desconoce, los factores de regulacion genéticos

RpoS y OxyR parecen ser importantes para inducir dicho estado (17, 93).
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2.2 Salmonella y enfermedades transmitidas por el consumo de tomates.

En los ultimos afios ha ido en aumento el consumo de hortalizas, el cuél se ha relacionado con el
incremento de los brotes de enfermedades por el consumo de alimentos (ETA) (30, 109). Se
atribuye que las ETAs causaron en el periodo de 1998-2008 en Estados Unidos alrededor del 38 %
al 46 % de las hospitalizaciones y el 23 % de muertes (23). En los Estados Unidos el costo
aproximado de las enfermedades transmitidas por los alimentos supera los 15,600 millones de

dolares, mientras que la salmonelosis cuesta 3,600 millones de dolares anuales (42).

La razon principal por la que los productos hortofruticolas son uno de los principales vehiculos de
brotes transmitidos por alimentos, es debido a que la mayoria de ellos se consumen crudos y no
existe un proceso que pueda asegurar la eliminacién de las bacterias en los productos frescos (30,
34). De manera general, Salmonella enterica es reconocida en el mundo como una de las
principales bacterias patdgenas humanas asociadas a la contaminacion de productos hortofruticolas

y frutos como el tomate (22).

El tomate es una baya ovalada, redonda o periforme cuya forma depende de su variedad (cherry,
saladette, tipo pera y bola). La variedad cherry es pequefia, de epicarpio delgado, sabor dulce, de
color rojo o amarillo. Este fruto es consumido principalmente en fresco como parte de ensaladas o
salsas y forma parte de la materia prima en la industria de alimentos procesados (jugos, purés,
salsas, etc.) (79). El tomate ha sido involucrado en varios brotes por su consumo (Cuadro 1) y las
investigaciones sobre los brotes mencionan que la contaminacion del tomate puede provocarse con
el agua de riego, agua de lavado de las instalaciones de empaque o en la preparacion de alimentos
(101). Para reducir los riesgos de contaminacion del fruto es importante seguir los lineamientos de
buenas préacticas. Si el tomate después de su cosecha es lavado por inmersién en tinas, debe cuidarse
que el agua de la tina se mantenga limpia de sedimentos y materia organica. Asi mismo, debe
revisarse cada hora la temperatura, la concentracién del desinfectante y el pH de la solucion. Por

eficiencia y bajo costo, el cloro es el desinfectante mas usado en el lavado del tomate cosechado.
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De acuerdo a lo recomendado por el manual de buenas practicas agricolas del Servicio Nacional de
Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), la concentracion de cloro en el agua
de lavado utilizada debe estar entre 100 y 300 ppm de cloro total, lo que equivale a 50-75 ppm de
cloro libre (86). A nivel internacional el Codex Alimentarius recomienda que los tomates sean
lavados con una solucion desinfectante a niveles suficientes para asegurar que el agua en los
tanques de prelavado y lavado no se convierta en una fuente de contaminacion del fruto y que el

agua utilizada para el enjuague final sea potable (11).

El consumo de este fruto se ha relacionado desde el afio 1990 al 2010 con 15 brotes de
salmonelosis, los cuales ocasionaron 1,959 enfermedades y 384 hospitalizaciones (42). La mayoria
de los brotes se notificaron durante el afio 2000-2010 (80 %); donde el 73 % ocurrié entre mayo y
septiembre. Algunos de los brotes fueron causados por Salmonella Newport (n de brotes = 6),
Braenderup (n = 2), Baildon, Enteritidis, Javiana, Montevideo, Thompson, Typhimurium (n = 1
cada uno) y serotipos multiples (n = 1). La mayoria de los brotes se asociaron con tomates servidos
predominantemente en restaurantes (93 %). Los tomates implicados fueron de la variedad bola (69
% de los brotes), Roma (23 %) y uva (8 %) (5) (Cuadro 1). Adicionalmente Salmonella ha sido
aislada del 9.9 % de jitomates cultivados en invernaderos hidropdnicos, lo que indica que el nivel de

proteccion de estos invernaderos no excluye la presencia de bacterias patdgenas entéricas (51).
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Cuadro 1. Brotes de Salmonella enterica asociados al consumo de tomates

Seroti ~ N°de  Variedad Lugar de Lugar de
erotipo Ao - .
casos  de tomate Preparacion contaminacion

Javiana 1990 176 Bola Restaurante, hogar, Empaque

guarderia
Montevideo 1993 100 Bola Restaurante y hogar Empaque
Baildon 1998-99 86 Bola Restaurante y hogar de  Cultivo o empaque
enfermera
Thompson 2000 43 * Restaurante y hogar de  Cultivo o empaque
enfermera
Newport 2002 333 Bola Restaurante, hospital, Cultivo
Universidad, guarderia

Newport 2002 8 Uva Restaurante y hogar Cultivo o empaque

Javiana 2002 90 * * *

Javiana 2004 471 * * *
Braenderup 2004 123 Roma Restaurante Cultivo o empaque
Multiple + 2004 429 Roma Restaurante Cultivo, empaque

o instalaciones de
procesamiento de
corte en fresco

Newport 2005 71 Bola Restaurante Cultivo
Enteritidis 2005 77 * Restaurante Cultivo o empaque
Braenderup 2005 82 Roma Restaurante Cultivo

Typhimurium 2006 190 Bola Restaurante Cultivo

Newport 2006 115 Bola Restaurante Cultivo o empaque

Newport 2007 65 Bola Restaurante Cultivo o empaque

Newport 2010 51 Bola Restaurante Cultivo

Newport 2010 99 * * *

*Desconocida; + Javiana (89 % de los casos), Typhimurium (6 %), Anatum (1 %), Thompson
(<1 %), Muenchen (<1 %), y spp. (1 %) (5, 67).
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2.3 Interaccion entre Salmonella, la planta y el fruto del tomate

Los nutrientes son elementos indispensables para el crecimiento de todos los organismos vivos,
incluyendo plantas y patégenos. La fitosfera, rizosfera, apoplasto, el floema, el xilema y los
organelos celulares son nichos nutritivos en las plantas que son el blanco de patégenos bacterianos
(95). Recientemente se ha reportado que las plantas pueden albergar patégenos humanos y se ha
demostrado que Salmonella enterica coloniza varias especies de plantas, como Arabidopsis,
Medicago sativa (alfalfa), Solanum lycopersicum (tomate) y varias hortalizas de hoja verde (21). Al
respecto, se ha postulado que varias estructuras foliares pueden funcionar como posibles sitios de
internalizacion o adhesion de Salmonella, donde los estomas (abertura natural en la superficie de la
hoja) son los sitios preferentes para la entrada de la bacteria a las plantas, donde el proceso de
entrada posiblemente es mediado por los flagelos bacterianos (100). En lechuga el contacto con S.
Typhimurium propicia el cierre parcial de los estomas, lo cual protege al patégeno de agentes
desinfectantes (57).

Adicionalmente, las caracteristicas de la superficie de plantas y frutas incrementan la posibilidad de
contaminacion bacteriana debido a que poseen una textura microrugosa que suelen presentar una
carga estatica, caracteristicas que facilitan la adhesién y establecimiento de la bacteria (94). En
consecuencia, los flagelos actian como organelos de motilidad que ayudan a la bacteria a
establecerse en habitats favorables y pueden ser factores de adhesion que promuevan la union a la
superficie de la plata o el fruto (105). También la formacion de biopeliculas podria influir en la
adhesion de Salmonella en los tejidos vegetales donde la matriz de exopolimeros, fimbrias
agregantes finas (Tafi o curli), celulosa y lipopolisacarido (91) podrian estar involucrados en la

persistencia de Salmonella en la planta o los frutos.

El sistema de secrecion tipo 11 (SST3) es otro mecanismo que se ha comprobado utiliza Salmonella
Typhimurium para la colonizar e internalizarse en plantas, debido a que las mutantes de S.
Typhimurium en los genes del SST3 prgH e invA (codificados por la isla de patogenicidad 1 de
Salmonella) y ssaV y ssaJ (codificadas por la isla de patogenicidad 2) tuvieron tasas de

proliferacion mas bajas y provocaron sintomas relacionados con la respuesta hipersensible (RH) en
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plantas de Arabidopsis (31). Por otra parte, la comparacion de transcriptomas de repuesta a
infeccién con Salmonella Typhimurium y la mutante en prgH reveld que los genes de Arabidopsis
altamente conservados involucrados en la defensa, se encuentran sobreregulados por la infeccion

con la mutante prgH (31).

Otro estudio analiz6 la respuesta oxidativa en plantas de Nicotiana tabacum después de la
exposicion con S. Typhimurium, observandose que Salmonella no fue capaz de desencadenar una
respuesta oxidativa, mientras que las bacterias tratadas con calor o cloranfenicol fueron elicitores de
esta respuesta, estos resultados indicaron que el patdgeno suprime activamente esta respuesta
inmune. Ademas, la delecion de invA redujo la capacidad de Salmonella para suprimir la respuesta
oxidativa (89). Lo anterior evidencia que los mecanismos utilizados por Salmonella para su

colonizacidn en animales y plantas podrian ser similares (31, 63).

Por otra parte se han identificado algunos de los genes y mecanismos que las bacterias entéricas
usan para colonizar las superficies externas de las plantas huésped, donde los polimeros bacterianos
(celulosa, poli-b-1,6-N-acetil-D-glucosamina, acido colénico, cdpsula de antigeno O) y fimbrias
estan implicados en la adhesion de Salmonella en las superficies de hortalizas (63). Se propone que
una vez que las bacterias se adhieren a la planta, inicia un proceso de reconocimiento en la
superficie de la misma (26). Al respecto se ha demostrado que Salmonella Typhimurium, Javiana,
Newport, Saintapul y Montevideo se transportan dentro de las plantas de tomate a través de las
raices, hidatodos, estomas, tallos, hojas, botones y flores. Incluso después de la inoculacion de las
hojas de plantas de tomate, S. Typhimurium se aislé de la semilla y fruto de la planta (40, 109),
sugiriendo que la bacteria puede moverse a través del floema, el cual es el medio principal de

transporte de liquidos y azlcares en la fruta (26).

Estudios realizados con los fitopatdgenos bacterianos Erwinia carotovora y Pseudomonas putida
han demostrado que rpoS es importante para su supervivencia en ambientes competitivos y en

condiciones de estrés para la colonizacion en tabaco, frijol y pepino (17).
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Asi mismo, estudios en alfalfa con mutantes de S. Newport en rpoS mostraron una deficiencia en la
colonizacion de la hortaliza en comparacion a lo observado con la cepa silvestre a las 24 h, aunque
el numero de células alcanzaron un nivel similar después de 48 h (17). Los resultados de las
investigaciones realizadas por Dong y col. (2010) y Marvasi y col. (2014), sugieren que las
interacciones de Salmonella con las plantas son determinadas por el genotipo del hospedante y la
diferencia asociada en las propiedades bioldgicas, fisiologicas y quimicas de los cultivos, asi como

las respuestas de los patdgenos (17, 55).

Se conoce que para contrarrestar las infecciones, las plantas poseen mecanismos de defensa que van
desde barreras fisicas (peliculas de cera en la superficie de sus 6rganos, paredes celulares rigidas,
etc.), hasta potentes mecanismos moleculares de resistencia en cada célula y sefiales sistémicas
provenientes del sitio de la infeccion, los cuales tienen marcadas similitudes con la inmunidad
innata de los animales (65). El sistema inmune de las plantas esta constituido por la inmunidad
innata basada en el reconocimiento de un patron molecular asociado a patdégenos (PAMP, del
inglés: pathogen-associated molecular pattern), mediante receptores de reconocimiento (PRRs, del
inglés: pattern recognition receptors) los cuales se encuentran en la superficie de las células
vegetales y se denominan inmunidad activada por PAMP (PTI, del inglés: PAMP-triggered
immunity) (57).

El reconocimiento de PAMP conduce a una serie de respuestas tempranas y tardias, incluyendo la
activacion de cascadas de quinasa, la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), la
induccién de genes de defensa y la acumulacion de hormonas de defensa. Sin embargo, los
patogenos que logran evadir estas respuestas utilizan los sistemas de secrecion para administrar
efectores a la célula huésped que interfieren con PTI y permiten la progresion de la enfermedad
(21). Las plantas combaten estos patdgenos adaptados con una familia versatil de receptores
intracelulares nucleotidos vinculantes-repeticion rica en leucina (NB-LRR, del inglés: nucleotide
binding-leucine rich repeat) que reconocen a los efectores e inician la inmunidad desencadenada por
el efector (ETI). La percepcion NB-LRR de los efectores patdgenos amplifica las respuestas del PTI
que conduce tipicamente a la acumulacion de la hormona de defensa acido salicilico (AS) y la

muerte celular localizada (21, 57, 65).
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La regulacion de la red de defensa de las plantas inducida por patdgenos involucra la accion de
fitohormonas, como el etileno (ET) o las pequefias moléculas de sefializacion AS y el &cido
jasmonico (AJ) que responden a un determinado tipo de atacante. La sefializacion por ET es
importante para la respuesta de la planta ante la invasién de patégenos, un dafio mecanico o la
induccidn por herbivoros. La sefializacion por AS es critica en el establecimiento de la resistencia a
una infeccién bacteriana local y sistémica, mientras que la sefializacién por AJ se induce en

respuesta a heridas o depredacion mecénica de herbivoros (2, 72, 65).

En A. thaliana y N. tabacum (tabaco), se ha demostrado que los patdgenos biotréficos son
generalmente sensibles a las respuestas de defensa reguladas por AS, mientras que los patdgenos
con un estilo de vida necrotréfico son cominmente disuadidos por las defensas controladas por AJ
y ET (2, 72). Al respecto, se ha reportado que el AS, el ET y la via mediadora del AJ son cruciales
para restringir la proliferacién de Salmonella Typhimurium en Arabidopsis. Donde las cascadas de
proteina quinasa activada por mitogenos (Por sus siglas en inglés MAPK) estan implicadas en la
respuesta a la infeccion por Salmonella. Schikora y col. (2008) reportaron que las tres cinasas
MPK3, MPK4 y MPK®6, comlinmente asociadas con la respuesta inmune en Arabidopsis, fueron
activadas 15 minutos después del contacto con S. Typhimurium. Ademas las mutantes mpk3 y mpk6

son altamente susceptibles a la infeccion por S. Typhimurium (84).

Garcia y col. (2014) reportaron que la flagelina de S. Typhimurium en A. thaliana, induce una
inmunidad promovida por PAMP (PAMP-triggered immunity (PTI) mediante el reconocimiento del
dominio flg22 por la cinasa receptora FLS2. En contraste la mutante en fls2 de S. Typhimurium
mostré reducir pero no inhabilitar la activacion de PTI en Arabidopsis, lo que sugiere que las
plantas también reconocen otros PAMP de S. Typhimurium. Adicionalmente la mutante prgH, un
componente del T3SS de S. Typhimurium indujo una expresion potenciada de los genes de defensa
de Arabidopsis, lo que sugiere que los efectores T3SS también estan implicados en la supresién de

la defensa de la planta (21).
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Se ha reportado que las fitohormonas también tienen un papel no s6lo contra la persistencia de
patdgenos entéricos en las plantas, sino también contra la formacion de biopeliculas en Salmonella,
ya que en la planta del tomate el aumento en los niveles de AJ y sus precursores, a consecuencia de
la presencia de la bacteria suprimieron la expresion de YihT, lo cual inhibié la formacion de

biopeliculas en la planta y redujo la sintesis del antigeno O de Salmonella (105).

2.3.1 Internalizacion de Salmonella en el tomate.

Desde hace tiempo se conocen que los tomates son portadores de poblaciones internas de diversos
microorganismos que pueden provenir desde antes de la cosecha. La relacion de estas bacterias con
los tejidos que las rodean no es clara, ya que la fruta puede almacenarse durante varias semanas sin
evidencia de deterioro (3). Se ha reportado que los serotipos mas adaptados para colonizar el tomate
son Salmonella Newport, Saintpaul y Montevideo. Como se menciond anteriormente su
internalizacion se puede dar durante el cultivo logrando internalizarse en el fruto desde su desarrollo
(26).

Aunqgue los primeros informes no estaban claros al respecto del sitio de proliferacion, informes
recientes sugieren que la proliferacién actualmente esta ocurriendo dentro de los espacios libres del
fruto (3). La internalizacion de la bacteria puede ser durante la etapa de lavado en la planta
empacadora, sobre todo cuando la presion del agua sobre la superficie del tomate supera la presion
de gas interna como la hidrofobicidad de la superficie del fruto. Otro mecanismo para la
internalizacion de Salmonella implica el estado de dilatacion de las células vegetales en la
superficie del tomate, ya que cuando éstas se exponen al agua fria de lavado se contraen
rapidamente y permiten la entrada de la bacteria a través de aberturas como la cicatriz del
pedinculo y fisuras causadas por insectos o dafios mecéanicos (98). Adicionalmente, si Salmonella
se encuentra sobre las superficies de los tomates puede formar biopeliculas que proliferaran cuando
las condiciones ambientales se vuelvan propicias para el crecimiento, permitiendo que la bacteria

pueda encontrarse tanto en la superficie como en el interior del tomate (37).
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3. Planteamiento del problema y justificacion

La adaptacion de Salmonella en la superficie e interior del tomate es un tema reciente de
investigacion debido a que el habitat principal del patdgeno es el tracto gastrointestinal de los
animales y el hombre. En México en el afio 2017 se han estimado alrededor de 24,473 casos de
salmonelosis, 12,435 de fiebre tifoidea, 3,166 de fiebre paratifoidea y 1, 510,361 casos de
infecciones intestinales indefinidas que pudieron ser causadas por Salmonella (85). El tomate se
contamina con Salmonella principalmente por falta de cumplimiento de las buenas practicas
agricolas, incluyendo riego con aguas contaminadas o no tratadas, mal manejo del composteo o
falta de higiene de los trabajadores, entre otros factores causales. Estudios recientes muestran que
cuando las semillas de tomate estdn contaminadas con Salmonella, la bacteria es capaz de
sobrevivir durante el proceso de germinacion, alcanzar las hojas y finalmente los frutos. Se ha
reportado que Salmonella enterica es capaz de internalizarse y sobrevivir dentro de la planta del
tomate lo cual podria proteger a la bacteria de los compuestos desinfectantes. Existen evidencias
de que Salmonella puede internalizarse, sin embargo se desconoce el comportamiento del
patdgeno una vez internalizado en términos de su capacidad de respuesta ante las condiciones del

interior del fruto tanto a nivel de sobrevivencia como a su respuesta génica.
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4. Hipdtesis

Los serotipos de Salmonella Newport, Saintpaul y Montevideo lograran internalizarse en el tomate
cherry.

La higienizacién con hipoclorito de sodio reducird las unidades formadoras de colonias de las

células recuperadas de Salmonella Newport, Saintpaul y Montevideo del interior del tomate cherry.

El gen rpoS se transcribird cuando Salmonella Newport, Saintpaul y Montevideo se encuentren

internalizadas en el tomate cherry.
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5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Determinar las dindmicas de internalizacién de Salmonella Newport, Saintpaul y Montevideo en
tomate cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) en ausencia y presencia de un proceso de

higienizacién con hipoclorito de sodio.

5.2 Objetivos especificos

» Evaluar la capacidad de internalizacién de Salmonella Newport, Saintpaul y Montevideo

en frutos de tomate cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme).

« Evaluar la capacidad de internalizacion de Salmonella Newport, Saintpaul y Montevideo
en presencia de un proceso de higienizacion con hipoclorito de sodio en frutos de tomate

cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme).

« Evaluar la transcripcion del gen rpoS de Salmonella Newport, Saintpaul y Montevideo

internalizadas en frutos de tomate cherry (Solanum lycopersicum var. cerasiforme).
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6. Materiales y métodos
6.1 Cepas de trabajo

Los serotipos de Salmonella enterica utilizados en este estudio fueron aisladas de diferentes fuentes
(Cuadro 2) y se indujo la generacion de una resistencia espontanea a rifampicina (0.1 g/L) de
acuerdo al procedimiento descrito por Kaspar y Tamplin (1993) (45). Las cepas se conservaron con
glicerol al 25 %a -20 °C y en tubos inclinados con agar soya tripticaseina con 0.6 % de extracto de
levadura y 0.1 g/L de rifampicina a 4 °C hasta su uso posterior.

Cuadro 2. Cepas utilizadas durante la investigacion

Cepa N° de Fuente de Procedencia
identificacion aislamiento
S. Newport 45 * Epicarpio de aguacate °LMIA
S. Saintpaul 188 Carne de bovino Cabreray col. (2013) (9)
S. Montevideo 17 Carne de bovino Cabreray col. (2013) (9)
S. Saintpaul 188 RF Carne de bovino En este estudio
S. Montevideo 17 RF Carne de bovino En este estudio

* RF: Resistente a Rifampicina; °: Laboratorio de Microbiologia e Inocuidad de
Alimentos de la Universidad de Guadalajara.

6.2 Caracteristicas de los tomates cherry

Se seleccionaron tomates de la variedad cherry libres de dafios fisicos, de color rosado, firmes con
un peso aproximado de 7g, pH 4 y 7 °Brix. Previo a los experimentos de inoculacion, los tomates se
acondicionaron a 25 °C/24 h (Binder BD 115-UL).

6.3 Determinacion de Parametros de pH y grados Brix en los tomates cherry utilizados

durante la investigacion.

Para la medicion de los parametros fisicoquimicos, se colocd un tomate libre de dafios fisicos, color
rosado y firme dentro de una bolsa estéril (Whirl-Pak), la cual se coloco en un agitador peristaltico
durante 1 min para romper y homogenizar la muestra. La medicién de pH se llevo a cabo en la
muestra homogenizada mediante la inmersién del electrodo de un potenciémetro Thermo scientific
(Orion 3 star). Los grados Brix se midieron de ~500 uL del jugo del tomate con un refractémetro

ATAGO (Master-T 0-33 %).
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6.4 Preparacion del indculo

Para obtener una concentracion de 1x10® UFC/mL, se reactivaron de manera individual las cepas
resistentes a rifampicina de Salmonella Newport, Saintpaul o Montevideo en medio Luria Bertani
(LB) (Anexo B) y se incubaron a 37 °C/24 h (memmert 854 Schwabach). Posteriormente se
tomaron 670 pL del cultivo previo y se inocularon en tubos con 10 mL de LB para incubarse a 37
°C/4 h. Después se hizo otra transferencia de 670 uL a tubos nuevos con 35 mL de LB para
incubarse nuevamente a 37 °C/24 h. Las células bacterianas del ultimo inéculo se recuperaron por
centrifugacion a 6,000 rpm/10 min/12 °C (Hermle Z 323 K) y se lavaron por centrifugacion dos
veces con solucidn salina fisioldgica (SSF) al 0.85 % a 6,000 rpm/10 min/12 °C. Se realizaron
diluciones decimales en diluyente de peptona al 0.1 % para llevar a cabo los recuentos de cada
suspension bacteriana en placas de agar soya tripticaseina con 0.1 g/L de rifampicina (AST-Rf)
(Anexo C).

6.5 Inoculacion de los tomates cherry con Salmonella Newport, Saintpaul o Montevideo.

Previo a los experimentos de inoculacion, los tomates se acondicionaron a 25 °C. Veintidds tomates
por experimento se inocularon con cada una de las cepas estudiadas. En cada experimento, los
tomates fueron sumergidos en una bolsa estéril (Whirl-Pak) con 200 mL de cada suspension
bacteriana (Newport, Saintpaul o Montevideo) y fueron incubados durante 30 min/12 °C (MMM
Group Climacell) para promover la internalizacién de las células en el fruto (26, 101). Los tomates
se dejaron secar por una hora a temperatura ambiente, para posteriormente transferir los frutos a una
incubadora (Binder BD 115-UL) ajustada a 25°C para realizar la toma de muestra en los intervalos
deOh,05h,1h,2h,4h,8h,24h,32h,3d,6dy12d.

6.6 Recuperacion de células internalizadas en los tomates cherry.

En los intérvalos de tiempos indicados se removieron de la incubadora (Binder BD 115-UL) dos
tomates para procesarlos y realizar recuentos del patdgeno en la parte interna del fruto.
Brevemente, los tomates se desinfectaron de manera externa por inmersion en etanol al 96 % por
2 min. Se dejaron secar 30 min, posteriormente se enjuagaron en 50 mL de agua peptonada

amortiguada (BPW) y se sometieron a un bafio ultrasonico (Fisher Scientific FS20) durante 1 min
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a 42 KHz para remover células fuertemente adheridas en la superficie del fruto (Anexo A). Una
vez desinfectados, el tomate se transfiri6 a una bolsa estéril (Whirl-Pak) con 50 mL de BPW para
después colocarlo en un agitador peristaltico (BagMixer® 400) durante 1 min a 50/60 Hz, para
romper el fruto y liberar el contenido interno de manera homogénea. La concentracion bacteriana
de cada una de las tres cepas de Salmonella internalizadas se cuantificé en placas de AST-Rf
(1g/L). Las placas se incubaron a 37 °C/24 h (Memmert 854 Schwabach) y se cuantificaron las
colonias de cada placa reportdndose como Log UFC/50 mL. Los experimentos realizados se

llevaron a cabo por duplicado con tres repeticiones independientes.

6.7 Recuperacioén de las células internalizadas en tomate cherry higienizados con hipoclorito

de sodio.

La cuantificacion de Salmonella enterica internalizadas en tomate cherry higienizados con
hipoclorito de sodio se llevaron a cabo siguiendo los procedimientos antes mencionados
modificando el lavado de las bacterias, donde se sustituyo la SSF por agua destilada estéril (Anexo
D). Doscientas ochenta y ocho ppm de hipoclorito de sodio se adicionaron a la suspension
bacteriana utilizada para inocular los tomates y en adelante los experimentos de inoculacion y
recuperacion de células internalizadas se continuaron como previamente fue descrito. Los
experimentos realizados con hipoclorito de sodio se llevaron a cabo por triplicado con dos

repeticiones independientes.

6.8 Obtencion de células internalizadas en el tomate cherry para la purificacion de RNA de

Salmonella.

Se llevaron a cabo los procedimientos antes mencionados para la inoculacion y recuperacion de las
células internalizadas en el tomate cherry en los tiempos de O y 3 dias. Una vez obtenida la
suspension bacteriana del interior del tomate se realizaron dos filtraciones para retirar la pulpa y
semillas del fruto con papel filtro estéril de 10 cm?el cual se colocé en un embudo estéril soportado
en un tubo coénico estéril de 50 mL (Falcén) para recuperar aproximadamente 35 mL de la
suspension. La suspension obtenida se centrifugd (Labogene 1730R) a 6,000 rpm/15 min/16 °C, se

decantaron aproximadamente 30 mL del sobrenadante y los 5 mL restantes se centrifugaron
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(Labogene 1730R) a 11 000 rpm/15 min/16 °C, para obtener el paquete celular el cual se protegio
con RNAprotect (Qiagen) segun las especificaciones del fabricante (Anexo E). El paquete celular

protegido se almacend a 20 °C hasta que se purificara el RNA.

6.9 Purificacion del RNA de las células internalizadas de Salmonella

Una vez obtenido el paquete celular se realizo la purificacion del RNA utilizando el kit RNeasy
Mini kit (Qiagen) segun las especificaciones del fabricante (Anexo F) con algunas modificaciones
en la lisis celular. Brevemente, al paquete celular se le agregaron 350 pL de buffer RLT preparado
de acuerdo a las especificaciones del fabricante y después se homogenizo en vortex (Daigger Genie
2) por 5 min el cual posteriormente se centrifugd (Eppendorf 5415 C) a 11,000 rpm/15 s; después se
transfirieron por pipeteo los 350 pL del lisado a un microtubo nuevo evitando aspirar los residuos
de la pulpa del tomate. Despueés se adicionaron 350 pL de etanol al 70 % y se centrifugd a 11,000
rpm/15 min, para transferir los 700 pL resultantes a una columna de spin RNeasy. A partir de este
paso se siguieron las especificaciones del fabricante para la obtencion del RNA. La elucion del
RNA fue agregando 20 pL de agua incluida en el kit a la columna dejando interactuar ésta con las
muestras por 1 min, para posteriormente centrifugar a 14,000 rpm/1 min, en una segunda ocasion se
agregaron nuevamente 20 pL de agua del kit a la columna para repetir la elucion bajo las
condiciones previamente descritas. Se cuantifico 1 pL de RNA por espectrofotometria a 260 nm
(Quawell Q5000).

6.10 Tratamiento del RNA de Salmonella con DNAsa

Se trataron 0.5 pg/pL de RNA con 1 U/uL de DNAsa (Promega) de acuerdo a las especificaciones
del fabricante y se incub6 a 37 °C/24 h (Thermo Shaker MS-100) (Anexo G). La reaccion de
tratamiento con DNAsa se detuvo adicionando 1 pL de solucion Stop, se centrifugé a 12,000
rpm/15 seg (Eppendorf 5415 C) para posteriormente incubarse a 65 °C/10 min (Thermo Shaker MS-
100). La pureza del RNA fue verificada por la amplificacion del gen rpoS mediante el empleo de la
técnica PCR de punto final (Anexo H) utilizando los primers rpoS-F1 con
5-GGTAAAAATTGCCCGCCGTT-3* 'y rpoS-R1  5-TGTCCAGCAACGCTTTTTCG-3,

Utilizando las siguientes condiciones de amplificacion: desnaturalizacion 95 °C/25”, alineamiento
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58 °C/25”, elongacion 72 °C/25”. Los productos de amplificacion se visualizaron por electroforesis
en cdmaras ENDURO ™ (Labnet) con geles de agarosa al 1 % (Promega), y un tiempo de corrida
de 1 h a 80V utilizando una fuente de poder Powerpac 300 (Bio-Rad). Los geles fueron tefiidos con

greengel (Biotium) y visualizados en un fotodocumentador Gel Doc™ EZ Imager (Bio-Rad).

6.11 Sintesis de cDNA y PCR tiempo real

La retrotranscripcion se realiz6 empleando el Kit GoScript Reverse Transcription System
(Promega) siguiendo las condiciones del proveedor (Anexo 1). Para ello se mezclaron 0.05 pg/uL
de RNA libre de DNA con 1 pg/uL de Random Primers (mezcla de hibridacion) y agua. Las
muestras se mantuvieron en hielo hasta que se les adicion6 la mezcla de amplificacion utilizando
160 U/uL de retrotranscriptasa (M-MLV RT), la cual se llevo a cabo en un volumen final de 15
puL (Anexo ). El volumen total de la mezcla de amplificacion se adicioné a la mezcla de
hibridacion para obtener un volumen final de 20 pL. El alineamiento se realizé calentando la
muestra a 25 °C/5 min y la amplificacion se llevo a cabo a 42 °C/1 h utilizando un termociclador
(Aplplied Biosystems® 9902). El gqRT-PCR multiple se llevé a cabo utilizando el termociclador
StepOne Plus™ (Applied Biosystems® Life Tecnologies™), cuantificando la fluorescencia de los
fluoréforos VIC (16 S) o FAM (rpoS) (Cuadro 3). La reaccion se llevo a cabo empleando
aproximadamente 1 pg de cDNA correspondiente a cada muestra cuantificado por
espectrofotometria a 280 nm (Quawell Q5000), en un volumen final de 15 uL siguiendo las
recomendaciones del proveedor (Anexo J). Las condiciones de amplificacion fueron las
especificadas para la Master mix AmpliTag Gold® (95 °C/10 min, desnaturalizacién 95 °C/ 15 s,
alineamiento y elongacion 60 °C/1 min. Durante 40 ciclos). El analisis de la expresion relativa de

rposS se realizo calculdndo la ACt mediante el empleo de la siguiente formula (77):
ACt= Ct gen interés — Ct gen enddgeno.
Con los datos de los promedios de ACt se obtuvo el error estandar y se llevo a cabo el analisis

estadistico.
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Cuadro 3. Secuencia de primers y sondas TagMan® (Ensayos Custom TagMan® Gene
Expression)

Gen de Nombre del Secuencia del cebador Secuencia de la sonda Cita
amplificacién cebador (5--3) (5--3)
16SSALENT-F GAGACACGGTCCAGACTCCTA
ViC- ACTGCT TCC- NF
165 16SSALENT-R TGCGCCCATTGTGCAATATTC C-CCCACTGLTGLCTCC Q A
AICSXN2_F GCAGGTATACGTTCAGCTCTTTAAC Este
rpos FAM-TCGCTTGCCGATTCAC- NFQ  estudio
AICSXN2_R TGGTGGATTCGCCAGACAAT

A: Sanchez et al., 2015 (81)

6.12 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de las células internalizadas en tomate y la transcripcion del gen rpoS, se
analizaron estadisticamente utilizando el programa Statgraphics Centurion XVII mediante el
empleo de las pruebas de analisis de varianza simple (ANOVA) y de rangos multiples (LSD por sus

siglas en inglés) con un nivel de confianza del 95 % para la evaluacion de grupos homogéneos.
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7. Resultados y discusion

Diversas investigaciones han demostrado la interaccion de Salmonella enterica en la planta y el
fruto del tomate durante el cultivo (3, 26, 59, 88, 98, 109, 110). Pero poco se ha estudiado sobre el
comportamiento de la bacteria una vez que ésta logra internalizarse en el fruto. Por otra parte el
factor sigma S desempefia un papel clave en la supervivencia de las bacterias bajo condiciones de
hambruna o estrés (36). Por ello el objetivo de este estudio fue el determinar las dindmicas de
internalizacion de Salmonella Newport, Saintpaul y Montevideo en tomates cherry en ausencia y
presencia de un proceso de higienizacion con hipoclorito de sodio, y cuantificar la transcripcion del
gen rpoS. Para llevar a cabo este objetivo se realizaron algunos experimentos preliminares que
sirvieron para establecer la forma de descontaminacion de la superficie del fruto (Anexo A), la

inoculacién y la recuperacion de las células internalizadas y que se describen a continuacion.

7.1 Estandarizacion de la inoculacion y recuperacion de Salmonella internalizada en el tomate

cherry.

Las investigaciones de brotes relacionados con tomates sugieren que el agua de lavado en las
instalaciones de empaque puede ser uno de los factores que contribuyen a la contaminacion
microbiana del fruto (101). Para determinar el método de inoculacién y recuperacion de Salmonella

en nuestro estudio, se evaluo la internalizacion de S. Newport en el tomate cherry mediante la

inoculacion por inmersién de los frutos con 1x10® UFC/mL durante 1 min/12 °C para promover la
internalizacion de bacteria en el tomate, ya que se ha reportado que un gradiente de temperatura de
12 °C promueve la infiltracion de las bacterias suspendidas en el agua de lavado, debido a que la
presion del agua sobre la superficie del tomate supera tanto las presiones internas de gas como la
hidrofobicidad de la superficie del tomate (98). Posteriormente los tomates se removieron del
indculo y se dejaron secar durante 1 h para después ser trasladados a una incubadora a 25 °C. Para
determinar el nimero de células internalizadas se procedio a remover de la incubadora dos tomates
en los tiempos de 1 h, 8 h, 1 d, 3d y 6 d para la desinfeccion de la superficie y realizar recuentos del
patdgeno en la parte interna del fruto de acuerdo al procedimiento estandarizado previamente
(Anexo A). Brevemente, los tomates se desinfectaron de manera externa por inmersién en etanol al
96 % por 2 min. Se dejaron secar 30 min, posteriormente se enjuagaron en 50 mL de BPW vy se

sometieron a un bafo ultrasonico durante 1 min.
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Una vez desinfectados, los tomates se transfirieron a una bolsa estéril con otros 50 ml de BPW para
después colocarla en un agitador peristéltico durante 1 min, para promover la ruptura del fruto y
liberar de manera homogénea su contenido interno. La cuantificacion de la concentracion bacteriana
de Salmonella Newport se realizd por recuentos en placas de AST-Rf (0.1 g/L). Las placas se
incubaron a 37 °C/24 h y se cuantificaron las células de cada placa reportandose como Log UFC/50
mL. Los resultados de este experimento preliminar fue la incapacidad en la recuperacion de las
células internalizadas, por lo que se modificé el tiempo de inmersion del fruto en el in6culo a 12 °C
de 1 min a 30 min, de acuerdo a lo reportado por Xia y col. (2012) y Gu y col. (2011) realizada la
modificacion antes mencionada se llevé a cabo un experimento similar al previamente descrito,
obteniendo en promedio 1.9 Log UFC/50 mL de Salmonella recuperada del interior del fruto (Fig.
3) (26, 101). Con los resultados obtenidos procedimos a llevar acabo los experimentos de

internalizacion y supervivencia de los tres serotipos de interés para este estudio.

LogUFC/50mL
o [l N w IS ol » ~ [00) [{e)

Inéculo 1h 8h 24h 3d 6d
Tiempo

Fig. 3 Estandarizacion del proceso de recuperacion de la internalizacion de Salmonella
Newport en el tomate cherry. Cada valor representa el promedio de tres experimentos
independientes con dos repeticiones cada uno. Las barras verticales representan el error estandar, h:
horas y d: dias.
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7.2 Internalizacion de Salmonella Newport en tomate cherry.

Salmonella puede internalizarse en los tomates a traves de la infiltracion de agua durante el lavado.
Otro mecanismo para la infiltracion de Salmonella en el fruto involucra las células dilatadas de la
superficie tibia del tomate, cuando estas células se exponen al agua de lavado fria se contraen
rapidamente y succionan el agua contaminada a través de aberturas, tales como la cicatriz del
pedinculo y las fisuras causadas por insectos o dafios mecanicos (98). Poco se ha estudiado sobre la
supervivencia de Salmonella una vez que se encuentran internalizadas en el tomate, por ello para
determinar la internalizacion de S. Newport en el fruto se inocularon veintidds tomates y se tomaron
muestras (2 tomates/muestra) a diferentes intervalos de tiempo (O h,0.5h, 1 h,2h, 4 h, 8 h, 24 h, 32
h, 3 d, 6 dy 12 d) siguiendo los protocolos de inoculacion y recuento de células internalizadas
establecidos en este estudio. Los resultados obtenidos muestran que la recuperacion en placa de S.
Newport fue variable durante todos los tiempos evaluados y oscilan entre 0.7 Log UFC/50 mL hasta
3.5 Log UFC/50 mL, obteniendo una diferencia estadistica significativa en los tiempos de 4 h, 8 hy
6 d (Fig. 4 y Cuadro 4). Varios estudios han confirmado la presencia de S. Newport en las raices (65
%), hojas (40 %), tallos (10 %) y frutos (6 %) de la planta de tomate, siendo su nicho preferente la
raiz de la planta (25, 27, 31, 109).

De los resultados obtenidos con S. Newport cabe resaltar que no se recuperaron células cultivables
en placa a las 4 h, resultado que contrasta a lo obtenido a las 8 h, donde si se observé una
recuperacion de células en una concentracion similar a las recuperadas a las 0 h (3.5 Log UFC/50
mL). Un fendmeno similar se observa al comparar los resultados de los recuentos obtenidos entre
los tiempos de 6 d y 12 d, donde observamos una recuperacion de las células cultivables de 0.7 Log
UFC/50 mL a 2.5 Log UFC/50 mL, respectivamente; curiosamente en ambos tiempos (4 h 'y 6 d) al
duplicarse el tiempo de incubacion (8 h y 12 d) la recuperacion de células viables cultivables
aumenta en promedio en 2 Log UFC/50 mL. Estos resultados podrian sugerir que a los tiempos de 4
h y 6 d post-inoculacion S. Newport se encuentra en un estado viable no cultivable, lo cual impidio6

o limitd el recuento de las células por siembra en placa.
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Al respecto se ha reportado que Salmonella entra en un estado viable no cultivable cuando la
bacteria se encuentra bajo estrés el cual puede ser provocado por una deficiencia de nutrientes, por
un cambio osmético, por cambios de temperaturas, por deshidratacion, o por factores que pudieran
ser inherentes a el interior del fruto (83, 108). Es importante mencionar que aunque la bacteria se
encuentre en un estado viable no cultivable ésta conserva su patogenicidad, incluso es posible la
recuperacion del estado viable no cultivable a un estado viable cuando se utilizan condiciones

favorables que le permiten a Salmonella reanudar su division celular (48, 68, 76, 83).

Cuadro 4. Recuperacion de S. Newport internalizada en tomate cherry en ausencia y

presencia de un proceso de higienizacién con hipoclorito de sodio.

Log de UFC *Analisis
Tiempos internalizadas + SE  estadistico
Oh 35+05 D
0.5h 3.2+0.7 CD
1h 21+£1.0 BCD
2h 3.1+0.8 CD
4h 00 A
8h 3.4+0.8 D
24h 1.2+0.6 ABC
32h 14+0.8 ABC
3d 2.3+0.6 BCD
6d 0.7+£05 AB
12d 25+0.9 BCD

*Las letras representan la homogeneidad de grupos entre las medias.
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Fig. 4 Supervivencia de células de Salmonella Newport internalizadas en el tomate cherry. Los
triangulos representan los Log UFC/50mL de células internalizadas de Salmonella Newport en el
tomate cherry. Los cuadrados representan las células fuertemente adheridas en la superficie del
tomate recuperadas del medio de enjuague previo a la ruptura del fruto. Cada valor graficado
representa el promedio de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. Las
barras verticales representan el error estandar, h: horas y d: dias.

7.3 Recuperacion de Salmonella Newport internalizadas en tomate cherry sometidas a un

proceso de higienizacion con hipoclorito de sodio.

El lavado con agua e hipoclorito de sodio se utiliza comunmente como tratamiento post-cosecha en
la industria del tomate para reducir los microorganismos patogenos y el deterioro del fruto (54).
Para evaluar la eficacia del hipoclorito de sodio para inactivar a Salmonella Newport en el in6culo y
asi prevenir su internalizacion en el tomate cherry, se sumergieron 22 tomates por experimento en
un inéculo de 1x10® UFC/mL de Salmonella Newport adicionado con 288 ppm de hipoclorito de
sodio y se incubaron 30 min/12 °C para promover la internalizacion de la bacteria por un gradiente
de temperatura de 12 °C. Los resultados de este experimento mostraron la incapacidad de recuperar
células viables en placa debido a que S. Newport fue expuesta al hipoclorito de sodio (Cuadro 4).

Sin embargo, no se descarta la idea de que exista la presencia de las células de Salmonella Newport,
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en el fruto en un estado de viable no cultivable debido a que el hipoclorito de sodio pudo causar

estrés en las células bacterianas (83).

Diversos investigadores han evaluado diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio que van
desde las 100 a 320 ppm durante 2 min para la desinfeccion de la superficie de tomates observando
una reducciéon ~ 2 a 6 Log UFC sin obtener una eliminacion total de Salmonella (39, 43, 54). Al
respecto, varias investigaciones sobre la desinfeccion de frutas y hortalizas mencionan que ningun
desinfectante es 100 % eficaz contra la eliminacidn de microorganismos (61, 97, 107). Sin embargo,
una vez que los tomates estdn contaminados internamente con Salmonella, son dificiles de
desinfectar, debido a que los desinfectantes no pueden eliminar y/o inactivar las bacterias
internalizadas (98). Ritter y col. (2012) realizaron pruebas in vitro para comparar la resistencia al
hipoclorito de sodio de S. Enteritidis e investigar la base genética de esta resistencia, sus resultados
indicaron que el gen rpoS es inducido durante la exposicion al hipoclorito de sodio y probablemente
coordina la expresion de otros genes implicados en las respuestas a estrés (74). Sin embargo, estos
resultados deben interpretarse con precaucién ya que otros autores han reportado que la induccion
del estado viable no cultivable en S. Oranienburg, S. Dublin, y S. Typhimurium requiere de niveles
bajos de expresion de rpoS (47).

7.4 Internalizacion de Salmonella Saintpaul en tomate cherry.

La internalizacion de S. Saintpaul en el fruto se evalu6 siguiendo los mismos procedimientos
utilizados para S. Newport utilizando un gradiente de temperatura de 12 °C entre el inéculo y los
tomates para promover la internalizacion de S. Saintpaul, desinfectando la superficie del fruto con
etanol y recuperando las células internalizadas mediante la ruptura y homogenizacion del tomate en
un agitador peristaltico. Los resultados muestran que S. Saintpaul tuvo una internalizacién inicial (0
h) de 2.3 Log de UFC/50 mL, posteriormente se adapta y a la media hora alcanza 3.8 Log de
UFC/50 mL, posteriormente su tasa de poblacion se reduce a 2.4 Log de UFC/50 mL (1 h) y se
mantiene constante a través de los tiempos evaluados en aproximadamente 2 Log de UFC/50 mL,

sin que exista una diferencia estadisticamente significativa entre los tiempos evaluados (Cuadro 5,
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Fig. 5). Salmonella Saintpaul es el serovar aislado con mayor frecuencia de las superficies del fruto

(48 %) y se ha demostrado que es capaz de adherirse a la superficie del tomate (109).

Al respecto en el afio 2008 se asocio a S. Saintpaul con un brote por el consumo de tomate o chile
jalapefio provenientes de Meéxico, utilizados para preparar salsas en restaurantes de comida
mexicana en los Estados Unidos; sin embargo, el estudio del brote arroj6 que el causante del mismo

fue el chile Jalapefio (46).

Los experimentos de inactivacion de S. Saintpaul con hipoclorito de sodio para prevenir su
internalizacion en el tomate cherry, mostraron una incapacidad para recuperar células viables en
placa (Cuadro 5), similar a lo observado con S. Newport. No obstante, los resultados obtenidos con
S. Saintpaul en hipoclorito de sodio, no descartamos que ésta se encuentre un estado viable no

cultivable.

Cuadro 5. Recuperacion de S. Saintpaul internalizada en tomate cherry en ausenciay
presencia de un proceso de higienizacion con hipoclorito de sodio.

Log de UFC *Analisis

Tiempos internalizadas + SE estadistico
Oh 2.3+0.7 A
0.5h 3.8%£08 A
1h 24+1.1 A
2h 2911 A
4h 22+1.1 A
8h 16+£1.0 A
24h 1.8+£0.9 A
32h 20x1.1 A
ad 2.2+0.6 A
6d 15+£1.0 A
12d 1.9+0.7 A

*La letra representa la homogeneidad de los grupos entre las medias.
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Fig. 5 Supervivencia de células de Salmonella Saintpaul internalizadas en el tomate cherry.
Los triangulos representan los Log UFC/50mL de células internalizadas en el tomate cherry. Los
cuadrados representan las células fuertemente adheridas de la superficie del tomate. Cada valor
representa el promedio de tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. Las
barras verticales representan el error estdndar, h: horas y d: dias.

7.5 Internalizacion de Salmonella Montevideo en tomate cherry.

Salmonella enterica puede adaptarse rapidamente al medio ambiente y sobrevivir durante largos
periodos de tiempo en diversos habitats (80). De manera similar a S. Newport y Saintpaul
estudiamos la supervivencia de S. Montevideo en el interior del tomate cherry, siguiendo los
protocolos establecidos en este estudio para la inoculacion y recuperacion de las células
internalizadas. Los resultados obtenidos mostraron que S. Montevideo fue uno de los serotipos
mejor adaptados en el interior del tomate, tuvo una internalizacion inicial (0 h) de 3 Log de UFC/50
mL, decreciendo aproximadamente a 1 Log de UFC/50 mL a los 30 min, para recuperarse 4.2 Log
de UFC/50 mL a la hora y manteniéndose relativamente constante en el resto de los tiempos
evaluados. Se observo el maximo de células recuperadas a las 4 h (4.4 Log de UFC/50 mL) y el
minimo a los 3d (2.8 Log de UFC/50 mL), esta variabilidad de datos hacen que el analisis

estadistico sefiale diferencias de grupos en los tiempos evaluados (Cuadro 6, Fig. 6).
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Se ha reportado que de los 250 serotipos aislados de tomates de invernadero, el 64 % de los
aislamientos fueron Montevideo demostrando que es el serotipo mas adaptado a la planta y fruto de
tomate (66, 88).

Los resultados obtenidos de los experimentos donde se usé el hipoclorito de sodio para prevenir la
internalizacion de S. Montevideo en el tomate cherry mostraron su eficacia para impedir el proceso,
ya que no se recuperaron células viables en placa para su recuento (Cuadro 6). No obstante los
resultados obtenidos en este experimento, no descartamos que S. Montevideo pueda sobrevivir en el

interior del tomate en un estado viable no cultivable.

Cuadro 6. Recuperacion de S. Montevideo internalizada en tomate cherry en ausencia y
presencia de un proceso de higienizacion con hipoclorito de sodio.

Log de UFC Analisis
Tiempos internalizadas + SE estadistico

Oh 3.0+0.3 AB
0.5h 1.9+£0.7 AB
1h 42+0.7 A

2h 3.3+£09 AB
4h 4.4 +0.7 A

8h 31+£1.1 ABC
24h 3.4+0.8 AB
32h 28+1.0 ABC
3d 13105 A

6d 22+0.8 ABC
12d 29+0.8 ABC

*Las letras representan la homogeneidad de grupos entre las medias.
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Fig. 6 Supervivencia de células de Salmonella Montevideo internalizadas en el tomate cherry.
Los triangulos representan los Log UFC/50mL de células internalizadas. Los cuadrados representan
las células fuertemente adheridas en la superficie del tomate. Cada valor representa el promedio de
tres experimentos independientes con dos repeticiones cada uno. Las barras verticales representan el
error estandar, h: horas y d: dias.

7.6 Comparacion de la supervivencia de Salmonella Newport, Saintpaul y Montevideo

internalizadas en tomates cherry.

El andlisis estadistico de grupos que compara los resultados de supervivencia de los tres serotipos
evaluados en los tiempos de 0 h, 4 h, 24 h, 3d, 6 d y 12 d muestran que s6lo en el tiempo de 4 h hay
una diferencia de grupos, el resto de los tiempos analizados no mostré cambios (Cuadro 7, Fig. 7).
Este analisis muestra que aunque los recuentos de células recuperadas del interior del fruto entre los
serotipos fue diferente en los tiempos evaluados, en el analisis estadistico global de la recuperacion

de la UFC fue similar para los tres serotipos.
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No obstante, los recuentos de UFC recuperadas en el interior del fruto en los tiempos de 1 hy 4 h de
Salmonella Montevideo (4.2 UFC Log/50mL y 4.4 UFC Log/50mL) fue mayor en comparacion a lo
recuperado con S. Newport (2.1 Log UFC /50mL en 1 hy 0 Log UFC /50mL en 4 h) y S. Saintpaul
(2.4 Log UFC /50mL en 1 hy 2.2 Log UFC /50 mL en 4 h) (Cuadro 7, Fig. 7), sugiriendo que S.
Montevideo tiene una adaptacion mejor en el interior del tomate en los tiempos mencionados. Estos
resultados son similares a los obtenidos por otros autores donde reportan que S. Montevideo se aisld
con mayor frecuencia de las flores de la planta e interior del tomate en comparacion de otros
serotipos (109), ademas de que es el serotipo mas persistente en los tomates cuando éste se

introdujo a traveés de las flores de la planta del tomate (27, 88).

Por su parte en nuestro estudio, S. Saintpaul fue el serotipo que se mantuvo estable y constante
durante los tiempos evaluados, en contraste a lo observado con S. Newport (Cuadro 7, Fig. 7), el
cual tuvo un comportamiento mas errante a lo largo de los tiempos evaluados. Diferentes autores
también han observado que diversos serotipos de Salmonella tales como Newport, Hadar,
Montevideo y Typhimurium muestran un comportamiento diferente en la interaccion con el tomate,

siendo S. Newport el que tiene una mayor adaptabilidad (29, 88).

Adicionalmente, se ha reportado que el area del pedinculo es donde se concentra el mayor nimero
de células internalizadas en el fruto, probablemente debido a que en esta area ocurre el intercambio
de diéxido de carbono y oxigeno en el tomate para su maduracion (101). En nuestro estudio la
ubicacion de las células internalizadas en el fruto no se determind, debido a que la recuperacion de
las células se obtenia mediante la ruptura y homogenizacion del fruto en un homogeneizador
peristaltico; sin embargo, seria interesante el estudio de la ubicacién de las células internalizadas.
Ademas debido al intercambio de gases que experimenta el fruto durante su maduracién, no
descartamos la idea de que algunas de las células que se encontraban en el interior del fruto hayan
sido expulsadas durante este proceso, al respecto se ha reportado que la capacidad de Salmonella
para persistir en los tomates depende de la madurez del fruto y, en cierta medida, de la
funcionalidad de las vias de sefializacion del etileno (55), aunque el efecto de éste en la

proliferacion de Salmonella no ha sido estudiado.
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Cuadro 7. Recuperacion de células de Salmonella Newport, Saintpaul y Montevideo
internalizadas en tomates cherry

Tiempo Log UFC/50mL £ SE Ané]is_is
Newport Saintpaul Montevideo estadistico
Oh 35+05 23%+07 3.0%03 A
4h 0+£0 22+11 44 +0.7 B
24h 12+06 1.8x09 3.4+£0.8 A
3d 23+06 2206 1.3£05 A
6d 0705 15+1.0 22%0.8 A
12d 2509 1907 29+0.8 A

*Las letras representan la homogeneidad de grupos entre las medias.
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Fig. 7 Supervivencia de células de Salmonella Newport, Saintpaul y Montevideo
internalizadas en el tomate cherry. Los triangulos representan los Log UFC/50mL de células
internalizadas en el tomate cherry de S. Newport, circulos a S. Saintpaul y los cuadrados a S.
Montevideo. Cada valor representa el promedio de tres experimentos independientes con dos
repeticiones cada uno. Las barras verticales representan el error estandar, h: horas y d: dias.
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7.7 Determinacion de pardmetros de pH y grados Brix en los tomates cherry utilizados

durante la investigacion.

Se han considerado que el pH acido (pH < 4 a 6) de algunas frutas y hortalizas inhibe el crecimiento
de bacterias capaces de causar infecciones en humanos (96). Asi mismo, es conocido que el tomate
tiene un pH de 3.4 a 4.8 dependiendo de la variedad y madurez del fruto (41). Para averiguar si
estos parametros influian en el estudios de las dinamicas de supervivencia de los serotipos de
interés de este estudio, medimos el pH y los grados Brix de los tomates utilizados en la
investigacién durante algunos de los tiempos evaluados (0 h, 8 h, 24 h, 32 h,3d, 6 d y 12 d) (Fig.
8). El pH y los grados Brix promedio obtenidos en los tiempos evaluados fueron de 4.2 y 7,
respectivamente, sin observar una variacion significativa durante el tiempo del muestreo. Al
respecto, se ha estimado que aunque los tomates tienen un pH &cido, éste no es limitante para el
desarrollo de Salmonella en el interior y exterior del fruto (6, 59). Al respecto, James y
colaboradores (2010) reportaron la recuperacion de Salmonella Montevideo en el puré de tomates
incubados a 4 °C por 14 h cuando el pH era de 4.4 y 4.9; en contraste cuando el pH era ajustado a
3.4 0 3.9 la recuperacion bacteriana era infructuosa (41). Los investigadores proponen que S.
Montevideo logré sobrevivir en el puré debido a que la bacteria induce una respuesta de tolerancia

al acido que les permite sobrevivir bajo ambientes acidos (104).

Con respecto a las caracteristicas fisicas del tomate observadas durante los dias del muestreo, se
registré una disminucién de la firmeza del fruto, atribuida al intercambio gaseoso que provoca la
pérdida de agua y la consecuente disminucion del peso. También se observd que la apariencia y
elasticidad del fruto es dependiente del tiempo transcurrido, ya que se observé la pérdida de la

turgencia y densidad del fruto a lo largo de los tiempos evaluados (71) (Fig. 8).
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Tiempos 0h 8h 24h 32h 3d 6d 12d
pH=SE  41£0.03 41+0.03 41+0.03 42+0.04 42+0.04 43+0.03 43=0.03
Brix+SE  7.4£0.02 69+0.03 6.6+0.03 7.3+£0.03 6.8+0.03 7£0.02 7.1+0.03

= N XK:X X X X
5 - R,

Fig. 8 Promedios de pH y °Brix * error estandar de los tomates cherry utilizados durante los
experimentos.

7.8 Cuantificacion de la expresion relativa del gen rpoS de Salmonella Newport, Saintpaul y
Montevideo.

Humprey (2004) propone que la capacidad de Salmonella para sobrevivir en la cadena alimentaria
se debe, en parte, a su capacidad de responder eficazmente a los cambios ambientales (35). Al
respecto se ha reportado que RpoS es necesaria para la supervivencia de las bacterias bajo
condiciones de hambruna y estrés (36), y que el gen rpoS se induce por estrés osmatico o
temperatura. McMeechan y col. (2007) reportaron que rpoS se reprime con la adicién de 6 % de
cloruro de sodio al caldo LB (56). Por su parte, Yang y col. (2014) observaron una regulacion por

temperatura, reprimiéndose el gen a 37 0 42 °C e induciéndose a 10 6 25 °C (103).

Debido a que los tomates utilizados en este estudio son incubados a 25 °C previamente a su analisis
de recuperacion bacteriana, nos preguntamos si rpoS de las cepas de S. Newport, Saintpaul o
Montevideo utilizadas en este estudio (Cuadro 2) experimentaban una regulacion por temperatura.
Para este propdsito se cultivaron las cepas en caldo LB a dos temperaturas que se han reportado que
reprimen e inducen la transcripcion de rpoS, 37 y 18 °C respectivamente (104), para posteriormente
evaluar mediante la técnica de gRT-PCR la transcripcion relativa de rpoS (FAM) utilizando como
gen de referencia a RNAr 16S (VIC). Nuestros resultados mostraron que la expresion del gen rpoS
en los tres serotipos evaluados no se regulaban por la temperatura a 37 y 18 °C (p > 0.05) (Fig. 9).
No obstante, al comparar los datos de expresion relativa de rpoS entre cepas observamos que la
abundancia del transcrito era estadisticamente diferente (p < 0.05); a excepcién de los resultados
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obtenidos entre Newport y Saintpaul a 18 °C y, Saintpaul y Montevideo a 37 °C donde no se
observé una diferencia estadistica de la transcripcion del gen (p > 0.05) (Fig. 9). La carencia en la
regulacion de la transcripcion de rpoS por temperatura en los serotipos estudiados, puede ser
atribuida a la correlacion existente entre la regulacion del gen, el serotipo y la fuente de aislamiento;

no obstante, la identidad que guarda rpoS en todos los serotipos secuenciados (= 90 % ) (44, 47).
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3 150 CB C
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2 ‘ |
=
= 100 i
o
2
&
=50
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37 °C 18 °C 37°C 18 °C 37°C 18 °C
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Fig. 9 Expresion relativa en LB de rpoS de Salmonella Newport, Saintpaul o Montevideo. Las
barras negras representan a Newport, barras blancas Saintpaul y barras rayadas a Montevideo. Cada
valor representa el promedio de tres experimentos independientes por duplicado cada uno. Letras
iguales indican p > 0.05 y letras diferentes indican p < 0.05. Las barras verticales representan el

error estandar, h: horas y d: dias.

De manera similar, para determinar si el interior del tomate representa una condicion de estrés
osmotico o de temperatura para Salmonella, se evalué mediante la técnica de gqRT-PCR multiple la
transcripcion de rpoS de S. Newport, Saintpaul o Montevideo de las celulas internalizadas en
tomates a los tiempos de 0 h y 3 d, escogiendo el tiempo 0 h por tener una referencia inicial del
comportamiento de internalizacion de la bacteria y el tiempo de 3 d por considerarse al tomate en el

limite del estado fresco (71).
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Los resultados de estos experimentos muestran que Salmonella Newport y Saintpaul no tuvieron
una diferencia en la expresion relativa de rpoS en el interior del fruto a las 0 h y los 3 d (p > 0.05).
En contraste, S. Montevideo si mostr6 una diferencia en la expresion relativa del gen en los tiempos
evaluados (p < 0.05) (Fig. 10). Esto puede explicarse por la diferencia de aproximadamente 2 log
que existe entre lo recuperado en el tiempo 0 (3 UFC Log/50 mL) y los 3d (1.3 UFC Log/50mL).
Asi mismo, también puede atribuirse a que la bacteria en condiciones de estres, entré en un estado
viable no cultivable y es por ello que no se pudo cuantificar la poblacién bacteriana en un medio de

cultivo convencional (48).
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Fig. 10 Expresion relativa de rpoS de Salmonella Newport, Saintpaul o Montevideo
internalizadas en tomate cherry. Las barras negras representan a Newport, barras blancas a
Saintpaul y barras rayadas a Montevideo. Cada valor representa el promedio de tres experimentos
independientes con dos replicas técnicas cada uno. Letras iguales indican p > 0.05 y letras
diferentes indican p < 0.05. Las barras verticales representan el error estandar, h: horas y d: dias.

Al comparar la expresion relativa de rpoS observada en el cultivo de LB con la obtenida en el
tomate, observamos una reduccion de 5x de la expresion relativa del gen en Newport, 2.5x en
Saintpaul y de aproximadamente 1.3x en Montevideo (p < 0.05) (Fig. 11). La reduccién de la
expresion relativa de rpoS en el fruto podria sugerir que el interior del tomate no representa un

ambiente de estrés para Salmonella. Al respecto Yang y col. (2014) reportaron que la exposicion a
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largo plazo de S. Enteritidis a condiciones acidas en fosfato trisddico a 37 °C/18 h no aumenta la
expresion de RpoS y suponen que la induccion de RpoS sélo ocurre cuando el cambio de la
composicion lipidica de la membrana no puede proporcionar una proteccion suficiente contra las

condiciones estresantes a las que son sometidas las bacterias (103).

Otra alternativa para explicar nuestros resultados podria ser que la bacteria entra en un estado viable
no cultivable, tal y como suponemos que ocurre en el tiempo de 4 h y 6 d para S. Newport. Al
respecto se ha reportado que RpoS influye en el tiempo de entrada en el estado viable no cultivable
en Salmonella spp. donde las cepas de Salmonella con altos niveles de RpoS intracelular retrasan su
entrada al estado viable no cultivable, mientras que las cepas de ArpoS entran rapidamente en el
estado viable no cultivable (48).
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Fig. 11 Expresion relativa de rpoS de Salmonella Newport, Saintpaul o0 Montevideo cultivadas
en medio LB a 18 °C o internalizadas en tomate. Las barras negras representan a Newport, barras
blancas a Saintpaul y barras rayadas a Montevideo. Cada valor representa el promedio de tres
experimentos independientes con dos replicas técnicas cada uno. Letras iguales indican p > 0.05 y
letras diferentes indican p < 0.05. Las barras verticales representan el error estandar, h: horas y d:
dias.
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8. Conclusiones
Después de evaluar las dindmicas de internalizacion de Salmonella Newport, Saintpaul y

Montevideo en tomates cherry durante 12 dias, se demostro la capacidad de los serotipos evaluados

para sobrevivir en el interior del fruto.

El tratamiento con 288 ppm de hipoclorito de sodio evitd la recuperacion de las células viables

cultivables en placa a partir del interior del tomate cherry.

Con base al analisis estadistico se observa que la transcripcion del gen rpoS in vitro es constante en
los aislamientos de en los tres serotipos evaluados y no se observa una regulacion dependiente de la
temperatura (37 y 18 °C).

Con base al analisis estadistico la transcripcion de rpoS de las células recuperadas del interior del
tomate cherry, muestra un comportamiento constante en S. Newport y S. Saintpaul pero variable en

S. Montevideo en los tiempos evaluados (0 h 'y 3 d).

La transcripcidn de rpoS fue mayor in vitro (LB a 18 °C) que las células recuperadas del interior del

tomate cherry en los tres serotipos evaluados.
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ANEXOS



Anexo A. Evaluacién de la descontaminacion de la superficie de los tomates cherry en
etanol al 70 6 96 %.

Para asegurar que solo se recuperaban células internalizadas del fruto se realizaron
experimentos preliminares encaminados a determinar el método apropiado para la
desinfeccion de la superficie del fruto. El procedimiento empleado consistio en sumergir el
fruto en una solucion de etanol al 70 o al 96 % durante 2 min, dejandolo secar durante 30 min
a temperatura ambiente. Posteriormente los tomates se sumergieron en 50 mL de agua
peptonada amortiguada (BPW) contenidos en una bolsa estéril para eliminar residuos de
etanol y para someterlos a un bafio de ultrasonido durante 1 min para desprender las células
fuertemente adheridas de la superficie del tomate. De los 50 mL de BPW se tomd una
alicuota de 1 mL para realizar recuentos bacterianos en placa, el mililitro se distribuyd en
cajas de ASTEL-RIf, las cuales se incubaron a 37 °C/24 h y se cuantificaron las colonias de
cada placa reportandose como Log UFC/50 mL. Los resultados obtenidos fueron analizadas
estadisticamente por una prueba de varianza simple (ANOVA) sin observarse una diferencia
estadistica significativa entre las concentraciones de etanol evaluadas (p > 0.05) (Fig. I). Hay
Ha (2010) en su investigacion evaluaron diferentes concentraciones de etanol in vitro para
reducir la carga microbiana y observaron que la concentracion de etanol utilizada en la
descontaminacion es proporcional a la reduccién de la carga microbiana (28). Por lo anterior,
decidimos utilizar etanol al 96 % adicionando un tratamiento con ultrasonido para
descontaminar con mayor eficacia la superficie de los tomates, ya que se ha reportado que la
combinacion de ultrasonido con algunos metodos de descontaminacion potencializa la

inactivacion microbiana en la superficie de productos hortofruticolas (7, 8, 62).
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A Etanol 70%
B Etanol 96%

Log U C/S0mL
S b d e L O -] 50 D

inoculo oh 3h 24h 2d
Tiempo

Fig. I Evaluacion de la descontaminacion de la superficie del tomate cherry
con etanol al 70 6 96 %. Los triangulos representan las células recuperadas de la
higienizacién con etanol al 70 % y los cuadros representan las células
recuperadas de la descontaminacién con etanol al 96 % en la superficie del
tomate. Cada valor representa el promedio de tres experimentos independientes
con dos repeticiones. Las barras verticales representan el error estandar, h: horas
y d: dias.
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Anexo B.- Reactivos para la preparacion de Luria de Bertani (LB)

Para la preparacion de 1 L de caldo LB se homogenizan los reactivos del cuadro I, una vez

homogenizados se ajusta el pH a 7.5. Si el pH es menor al mencionado se le agrega hidroxido de
sodio 1 normal y si es mayor acido clorhidrico 1 normal.

Cuadro I.- Medios de cultivo para la preparacion de caldo LB

Medio de cultivo Cantidad (g)
Triptona 10
Cloruro de sodio 10
Extracto de levadura 5
Agua chplL
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Anexo C.- Preparacion de rifampicina

Materiales para la preparacion de agar soya tripticaseina con 0.1 g/L de rifampicina

Tubo estéril de 10 mL incubado a -20 °C/ = 1h
Rifampicina

Metanol

Pipeta de 2 mL estéril

Agar soya tripticaseina estéril

Procedimiento:

Disolver 0.1 g de rifampicina por cada 5 mL de metanol en un tubo estéril, homogenizar,

proteger el tubo con la dilucion de la luz y almacenar a -20 °C hasta su uso. Colocar por cada

200 mL de agar soya tripticaseina (esterilizado y listo para vaciar en placa) 1 mL de la dilucion

de rifampicina. Homogenizar el agar con la rifampicina y vaciar en placa.
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Anexo D.- Preparacion del indculo con hipoclorito de sodio

Para la inoculacion de 22 tomates con 288 ppm de hipoclorito de sodio se requieren los

siguientes materiales:

e Paquete celular bacteriano

e Agua destilada estéril

e Tiras para medir pH

e Tiras para medir ppm de hipoclorito de sodio

e Hipoclorito de sodio comercial (7 g de hipoclorito de sodio por cada litro)
Procedimiento:

Enjuagar dos veces el paquete celular con 35 mL de agua destilada estéril (ADE) centrifugar en
cada enjuague a 6, 000 rpm/10 min/12 °C. Decantar el ADE y enjuagar el contenedor del
inoculo con 200 mL de ADE, colocar el in6culo en una bolsa estéril, homogenizar el inoculo
por el exterior de la bolsa manualmente. Tomar 2 mL de la suspension bacteriana para colocarlo
en un tubo estéril y reservar a 4 °C para realizar recuentos de la concentracién del inoculo.
Agregar al resto de la suspension (198 mL) 1.340 mL de hipoclorito de sodio comercial,
homogenizar y medir pH con tiras reactivas (Civeq), ajustar el pH a 6 con la adicion de 40 uL
de &cido clorhidrico (1 normal). Cuantificar las ppm de cloruro de sodio mediante tiras reactivas
(Quantab®). Una vez obtenida la concentracion colocar los 22 tomates dentro de la bolsa e

incubar a 12 °C/ 30 min para realizar experimentos con hipoclorito de sodio.
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Anexo E.- Proteccion del RNA del paquete celular con RNAprotect (QIAGEN)

Proteccion del RNA

,

i Paquete cehilar

l Adicionar 1 mL de R_NApmtéct (QIAGEN)

Homogemizar
Reposar 5 min
Centrifugar 7,500 rpm/10 min/16°C

Decantar sobrenadante

Almacenar a -20°C

b b it <) et

Tomado de RNeasy® Mini Handbook (2006) (73).
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Anexo F.- Protocolo para la purificacion del RNA con el kit RNeasy Mini kit (QUIAGEN)

Descontaminacidon previa de superficie de trabajo y pipetas con SDS al 20 %. Retirar SDS con

agua destilada y etanol al 70 %

| Bacteria Gram negativa |
b

| Agregar 350 uL de RLT* |
v

| Homogenizar por vortex 5 min |
¥

Transferir los 350 pL (evitando tomar la pulpa
del tomate) a un microtubo

b
Adicionar 350 ul. de etanol al 70%
v

Transferir 700 pL. del lisado a una columna
spin RINeasy colocada en un tubo de coleccion

v
| Centrifugar 15 s a 11,000 rpm |
¥
| Agregar 700 uL. de RW1 |
¥
| Centrifugar 11 000 rpm/15s |—) Desechar sobrenadante
b
| Adicionar 500 uL de RPE |
T
| Centrifugar 11 000 rpm/15s |—) Desechar sobrenadante v

tubo de coleccion

Colocar columna en un nuevo tubo de
coleccion 2 mL

+
| Adicionar 500 uL de RPE |

v

| centrifugar 11 000 rpm/1 min — Desechar sobrenadante y
1 tubo de coleccidon

Colocar la columna en un tubo de coleccidn
de 1.5 mL

W

| Agregar 20 pL de agua |
W

| Dejar reposar 1 min |
Vs

| Centrifugar 11 000 rpm/1 min |

&

| Agregar 20 ul. de agua |
¥

| Centrifugar 11 000 rpm/1 min |
b

| Almacenar RINA a -20°C |

*1mL de RLT + 10 pL de p-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich)
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Anexo G.- Protocolo para el tratamiento de RNA

Las cantidades y concentraciones de los reactivos para el tratamiento de RNA purificado con
DNAsa RQ1 DNase (Promega) se muestran en el cuadro Il. La mezcla se incuba 24 h/37 °C.
Posterior al tiempo de incubacion se adiciona 1 pL de solucion Stop para detener la reaccion. Se
centrifuga 15 s/ 12 000 rpm y se incuba en un thermoblock 10 min/ 65 °C.

Cuadro I1.- Reactivos para el tratamiento de RNA purificado.

Reactivo Concentracion Volumen
RNA purificado 0.5 pg/uL cbp para 0.5 pg/uL
Buffer de reaccion 10X 2 uL
DNAsa RQ1 1U/uL 0.7 uL
Agua cbp 20 uL -
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Anexo H.- Protocolo para PCR punto final

Las cantidades y concentraciones de los reactivos para el PCR de punto final se realizaron con ~

10 ng de DNA purificado de templado usando las cantidades que se muestra en el cuadro 11l

Cuadro Il1.- Reactivos y volimenes para un PCR punto final.
Reactivo Concentracion  Volumen
Buffer 10X 2.5ulL
MgCl, 20X 1.25 ul
dNTPs 100 mM 0.5 uL
Oligonucleotido a favor 25 uM 0.5 uL
Oligonucleotido en contra 25 uM 0.5 uL
DNA molde 10 pg 2.5 uL
DNA polimerasa 5U/uL 0.25 uL
Agua cbp 25 uL 17 uL
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Anexo l.- Protocolo para retrotranscripcion con el Kit GoScript Reverse Transcription

System (Promega)

Descontaminacion previa de superficie de trabajo y pipetas con SDS al 20 %. Retirar SDS con

agua destilada y etanol al 70 %

1. Enun microtubo de 1.5 pL mezclar 0.05 pug de RNA tratado y libre de DNA con 0.5 pg/
pL de Random Primers (mezcla de hibridacion). Centrifugar 15s/12 000 rpm.

2. Calentar en un thermoblock 5min/70 °C

3. Enfriar en hielo 5 min

4. Centrifugar 10s/8 000 rpm

5. Almacenar en hielo hasta adicionar la mezcla de retrotranscripcion.

6. Preparar la mezcla de la retrotranscripcion. Mezclar los reactivos en hielo y en el orden
indicado del cuadro 1V

7. Mezclar los 15 pL de la mezcla de la retrotranscripcion (Cuadro 1V) con los 5 pL de la
mezcla de hibridacion.

8. Calentar en un termociclador 5 min/25 °C (alineamiento) y 1 h/42 °C (extensién)

9. Calentar en un termociclador 15 min/ 70 °C (Inactivar retrotranscriptasa)

Cuadro IV.- Reactivos y volumenes para el mix de retrotranscripcion

Reactivo Concentracion VVolumen

Buffer 5X 4 uL

MgCl, 1.5mM 1.2 uL

Mezcla de nucleotidos PCR 40 mM 1 uL

Inhibidor de ribonucleasas Recombinant Rnasin 20 U/uL 0.5 uL

Retrotranscriptasa 160U/uL 1 uL

Agua cbp 15 uL 7.3 uL
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Anexo J.- Protocolo para PCR tiempo real

Para una reaccion de PCR tiempo real se utilizaron los reactivos y volimenes del cuadro V.
Temperatura 6ptima para la actividad de la enzima UNG 50 °C/2 min. Temperatura de
activacion de la polimerasa AmpliTag Gold® 95 °C/10 min. Temperatura de desnaturalizacién

95 °C/ 15 s y 60° C/1 min temperatura de alineamiento y elongacion. Durante 40 ciclos.

Cuadro V.- Reactivos y volumenes para una PCR tiempo real.

Reactivo Concentracion Volumen
TagMan Gene Expression Master Mix 2X 7.5 uL
Ensayo Custom TagMan rpoS-Fam 20 X 0.75 pL
Oligonucledtido a favor 16 S 50 uM 0.27 uL
Oligonucledtido en contra 16 S 50 uM 0.27 uL
Sonda 16 S-Vic 10 uM 0.38 uL
cDNA 1000 ng/pL 1 pg/ul
Agua cbp 15 uL -
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