LYINEASIDAD AUTONOMA CE DUERETARD

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

2nai

AN 0

< ¥
o. _‘.

PAN , -

%

EL HONOR

FACULTAD DE QUIMICA

PROGRAMA DE POSGRADO EN ALIMENTOS DEL CENTRO DE LA
REPUBLICA (PROPAC)

“Comportamiento de Salmonella spp. y Listeria monocytogenes adheridas
a jitomate cherry y su tolerancia a desinfectantes”

TESIS
Que como parte de los requisitos para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS Y TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

PRESENTA:

ANDREA LOO ESTRADA

DIRIGIDA POR:
DRA. SOFIA MARIA ARVIZU MEDRANO

QUERETARO, QRO. A DICIEMBRE DEL 2017.



Universidad Auténoma de Querétaro.
Facultad de Quimica.
Maestria en Ciencia y Tecnologia de Alimentos.

Comportamiento de Salmonella spp. y Listeria monocytogenes adheridas a
jitomate cherry y su tolerancia a desinfectantes

TESIS
Que como parte de los requisitos para obtener el grado de
Maestro en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Presenta:
Andrea Loo Estrada

Dirigido por:
Dra. Sofia Maria Arvizu Medrano

SINODALES

Dra. Sofia Maria Arvizu Medrano
Presidente

Dr. Eduardo Castario Tostado
Secretario

Dra. Montserrat Hernandez lturriaga
Vocal

Dr. Ramén Alvar Martinez Peniche
Suplente

M. en C. Beatriz L. Alvarez Mavyorga

Suplente Fl“r/n'?)'\’

!/(a/ O\,
Dra. Ma. Guadalupe Flavia Loarca Pifia
Director de la Facultad Director de Investigacion y Posgrado

Centro Universitario
Diciembre 2017
Querétaro, Qro. México



RESUMEN

El jitomate es una de las hortalizas mas producidas a nivel mundial y ha sido
implicado en brotes de Salmonella spp. y Listeria monocytogenes. El jitomate
cherry se consume principalmente crudo y el unico tratamiento antimicrobiano que
se aplica suele ser la desinfeccion quimica. El objetivo de este trabajo fue evaluar
el comportamiento de Salmonella spp. y Listeria monocytogenes adheridas a
jitomate cherry y su tolerancia a diversos desinfectantes. Se utilizaron cepas de
Salmonella spp. y L. monocytogenes resistentes a rifampicina; previo a su uso en
estudios de desinfeccion y comportamiento en jitomate cherry se valoraron
diferencias en el desarrollo de cada cepa en caldo soya tripticasa (CST) diluido
(0.1, 1y 10 %), con pH modificado (4, 5 y 6) y con adicion de NaCl (1, 1.5y 2%).
También se comparé la susceptibilidad de las cepas resistentes y no resistentes a
rifampicina a: NaOCI (30 ppm), agua electrolizada (EW) 30 ppm y acido acético
comercial (2 % para Salmonella y 4 % para Listeria monocytogenes). Se
almacenaron jitomates inoculados con ambos patdgenos en 4 (7 dias) y 22 °C (5
dias). Se cuantificaron periodicamente las células débilmente adheridas (CDA) y
las células fuertemente adheridas (CFA) a la superficie del fruto, y se evalud la
eficiencia de la desinfeccién con NaOCI (60 ppm) y EW (60 ppm) después del
almacenamiento. No se encontraron diferencias (a4<0.05) entre cepas resistentes y
no resistentes a rifampicina en las diferentes condiciones de desarrollo, ni en la
susceptibilidad a desinfectantes. Salmonella y L. monocytogenes fueron capaces
de adherirse a la superficie del jitomate. La tendencia de ambos patdgenos
adheridos a jitomate fue a sobrevivir independientemente de la temperatura; el
mayor desarrollo se observé a 22 °C con Listeria monocytogenes (~1 Log
UFCljitomate de incremento). La mayor proporcion de CFA se encontré en los
jitomates inoculados con L. monocytogenes y almacenados a 4 °C (~3 Log
UFCl/jitomate) La suceptibilidad a los desinfectantes de Salmonella inoculada en el
fruto estuvo influenciada por la interaccion entre la intensidad de adhesién (CDA 'y
CFA) y la temperatura, la mayor susceptibilidad se observd en las CDA
almacenadas a 22 °C (~3.24 Log UFCJ/jitomate); mientras que para L.
monocytogenes, el factor relevante fue el tipo de poblacion, Las células
fuertemente adheridas fueron las mas tolerantes a los desinfectantes. La adhesion
de L. monocytogenes y Salmonella al jitomate cherry favorece su sobrevivencia
ante los desinfectantes; por ello la desinfeccidn no es suficiente para asegurar la
inocuidad del fruto y es necesario minimizar la exposicion del fruto a fuentes de
contaminacion a lo largo de la produccion, comercializacion y consumo.

(Palabras clave: adhesion, desinfeccion, jitomate cherry, Salmonella, L.
monocytogenes)



SUMMARY

The tomato is one of the vegetables more produced worldwide however it also has
been implicated in outbreaks of Salmonella and Listeria monocytogenes. Cherry
tomato is specially eaten raw and the only antimicrobial treatment prior to
consumption is usually chemical disinfection. The aim of this work was to evaluate
the behaviour of Salmonella spp. and Listeria monocytogenes cells adhered to
cherry tomato and their tolerance to diverse disinfectants. Rifampicin-resistant
strains were used, previously, their behaviour between resistant and parental
strains were compared. The evaluation of the growth of each strain were made in
tripticase soy broth (TSB) diluted (0.1, 1 and 10%), with modified pH (4, 5 and 6)
and with the adition of NaCl (1, 1.5 and 2%). Also the susceptibility to disinfectants
was tested: NaOCI (30 ppm), electrolyzed neutral water (EW 30 ppm) and
comercial acetic acid (2% for Salmonella and 4% for L. monocytogenes). The
inoculated tomatoes were stored at 4 (7 days) and 22 °C (5 days). Both, the weakly
adhered (CDA) and the strongly adhered cells (CFA) to the surface of the tomatoes
were counted after the storage. They were also disinfected with NaOCI (60 ppm)
and EW (60 ppm). No differences were found (a <0.05) between the resistant and
parental strains in the diferent growing conditions or in the susceptibility to
disinfectants. Salmonella and L. monocytogenes were capable to adhere and
survive on the tomato surface at 4°C for 7 days. No mater wich storage
temperature was used, the trend of both adhered microorganisms to tomatoes was
to survive; the greatest increment was observed with L. monocytogenes at 22°C
(~1 Log CFU/tomato). The biggest rate of CFA was found in the tomatoes
inoculated with L. monocytogenes and stored at 4°C (~3 Log UFC/tomato). The
susceptibility of Salmonella to disinfectants was influenced by the interaction
between the type of population (CDA and CFA) and temperature, the CDA stored
at 22°C were more susceptible (~3.24 Log UFC/jitomate). For L. monocytogenes,
the most important factor was the type of population, the CFA were more tolerant to
disinfectants than CDA. The attachment of L. monocytogenes and Salmonella to
cherry tomato improve the tolerance to disinfectants; therefore disinfection does
not guaranty the produce safety and it is necessary to minimize the exposition of
the tomato to sources of contamination through production, comercialization and
consumption.

(Key words: adhession, disinfection, cherry tomato, Salmonella, L.
monocytogenes)
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1. INTRODUCCION

El interés actual de la poblacion por llevar una vida saludable y prevenir
enfermedades como la obesidad, diabetes, afecciones cardiacas y cancer, ha
promovido el consumo de frutas y hortalizas. Los jitomates son altamente
preferidos debido a su sabor y a que aportan una gran cantidad de nutrientes,

vitaminas y minerales.

A pesar de sus caracteristicas sensoriales y nutricionales, las hortalizas
pueden ser un riesgo para la salud humana, debido a que durante su produccién y
manejo en poscosecha se exponen a diversas fuentes de contaminacion
microbiana; habiéndose visto implicadas en brotes causados por bacterias, virus y
parasitos; entre las bacterias mas relevantes se encuentran Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes y Escherichia coli O157:H7.

Particularmente el jitomate tipo cherry, que se distingue de las demas
variedades por su color intenso, tamafo pequefo y sabor dulce, ha incrementado
su produccion y consumo en México. En otros paises se ha visto involucrado en

brotes, particularmente de Salmonella 'y L. monocytogenes.

Los microorganismos patdégenos pueden contaminar el alimento desde el
campo o por un mal manejo durante su empaque y comercializacion. La
desinfeccidn suele ser el tratamiento antimicrobiano que se aplica en algun punto
de la cadena de produccioén. La eficiencia de la desinfeccidn esta afectada por una
diversidad de factores, como el tipo de desinfectante, la concentracion, el tipo de
microorganismo y su adhesion al fruto, entre otros. Existen estudios sobre el
comportamiento de patdogenos y su susceptibilidad a desinfectantes en diversas
hortalizas, incluido el jitomate; sin embargo, éstos se han enfocado principalmente

en la variedad saladette.
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En estos estudios de comportamiento de microorganismos patdgenos y de
la evaluacion de la efectividad de los tratamientos de desinfeccion en los alimentos,
se utilizan comunmente cepas resistentes a rifampicina, las cuales nos permiten
cuantificar unicamente a los microorganismos inoculados independientemente de
los que se encuentran naturalmente en el alimento. Pocos son los estudios sobre
la comparacion del comportamiento de estas cepas en este tipo de estudios y si

estas podrian afectar los resultados obtenidos.

Por ello el objetivo de este trabajo fue evaluar el comportamiento de
Salmonella y L. monocytogenes adheridas a jitomate cherry, asi como la
importancia de los tratamientos de desinfeccidn realizados en poscosecha

después de su almacenamiento.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Hortalizas

Segun la FAO las hortalizas se pueden clasificar de acuerdo al 6rgano que
se consume en: frutas (tomates y calabazas), hojas (amaranto y repollo), raices
(zanahoria y nabo), tallos (apio, esparrago) y flores (brocoli y coliflor) (FAO, 2016).

Dentro de lo que se considera una alimentacién saludable se recomienda el
consumo de al menos 400 gramos o cinco porciones de frutas y hortalizas al dia,
ya que tienen un alto valor nutritivo, como la presencia de vitaminas A, B y C,
minerales como calcio y hierro; y contienen celulosa la cual facilita la digestion
(OMS, 2015; Callejon et al.,2015).

Principalmente se recomienda que el consumo de las hortalizas sea en
fresco, esto quiere decir que no tengan ningun proceso de coccion, principalmente
por la pérdida de vitaminas y de sus cualidades organolépticas que éste ocasiona.
Sin embargo, el consumo en fresco favorece el riesgo de enfermar para la

poblacién (Berger et al., 2010; Ziuzina et al., 2014).

2.1.1 Inocuidad de hortalizas

Los microorganismos patdégenos pueden contaminar las frutas y hortalizas
a través del contacto del alimento con heces de animales, agua, tierra de cultivo,
composta y/o semillas, en la Tabla 2.1, se muestra la clasificacion de los
microorganismos patdogenos que se encuentran comunmente en hortalizas. Dada
las fuentes y la ubicuidad de Salmonella y L. monocytogenes, éstos pueden
contaminar hortalizas por un mal manejo desde el campo hasta el consumo
(Suslow et al., 2003; Jung et al., 2017).
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Gracias a diversos estudios se ha tratado de tener un mejor manejo de las
hortalizas desde el campo, y algunos paises han tomado medidas para disminuir

el riesgo de su consumo en fresco (Berger et al., 2010; Ziuzina et al., 2014).

Tabla 2.1 Clasificacion de microorganismos patégenos comunmente encontrados

en frutas y hortalizas.

Categoria Microorganismo

Bacterias Salmonella spp., Shigella spp.,
Escherichia coli O157:H7, Listeria

monocytogenes y Clostridium botulinum.
Parasitos patégenos Cryptosporidium, Cyclospora.

Virus patégenos Hepatitis A, enterovirus y virus Norwalk.

(Suslow et al., 2003)
2.2 Jitomate

El jitomate pertenece de la familia de las Solanaceae, es originario de
América del Sur, de la regién andina, sin embargo, se domesticé en México y se
ha convertido en un elemento fundamental de la dieta del mexicano (SAGARPA,
2010).

Los jitomates se clasifican en varios tipos, tales como (SAGARPA, 2010):
« Jitomate cherry o cereza: pequefo y de epidermis delgada, se agrupa en
ramilletes. Tiene sabor dulce y puede ser de color rojo o amarillo.
+ Saladette o Roma: es una variedad italiana para conserva de jitomate
pelado, es un fruto pequeno en forma de pera.

* Beef: fruto de gran tamafo y poca consistencia, con una produccién rapida.
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2.2.1 Producccion de jitomate

El jitomate es la principal hortaliza que se produce en México. Entre 2013
y el estimado 2016, la produccion de jitomate aumentd en 35 por ciento, pasando
de dos millones 52 mil toneladas a dos millones 769 mil toneladas, la produccién
al decimoprimer mes de 2016 alcanzé los 20 mil 640 millones de pesos. Asimismo,
es el principal producto que México exporta, principalmente a Estados Unidos,
Canada y Japon. En 2015 se reportaron exportaciones por mil 773 millones de
dolares, valor equivalente a 15.7 % del total de las exportaciones agropecuarias
mexicanas (SAGARPA, 2017).

Las principales variedades que se producen son el jitomate saladette con
el 52.2 % de la produccién seguido del jitomate bola el cual represento el 45.9%
de la produccion, en tanto que el 1.9 % correspondio a jitomate cherry (SAGARPA,
2013).

Durante 2012, el consumo nacional interno de jitomate se ubico en 1.37
millones de toneladas. Lo anterior representa 48.2 % del total de la produccion
nacional. Las variaciones en el consumo nacional dependen de las fluctuaciones
de la produccién, asi como del nivel de las exportaciones. Es por esto que el
consumo per capita de jitomate en México se ubica en alrededor de 16 kilogramos
por afo, que es inferior al consumo promedio mundial de 18 kilogramos per capita
(SAGARPA, 2017).

2.2.2 Estadistica de brotes de Salmonella spp. asociados a jitomate

El alto nivel de consumo de esta hortaliza se ha relacionado con varios
brotes de salmonelosis (Mukhopadhyay et al., 2014).

Frecuentemente, los brotes de Salmonella spp. asociados con jitomate se
han configurado en restaurantes, hospitales y guarderias (Tabla 2.2) estos brotes
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han ocurrido durante mas de dos décadas.
contaminacion proviene desde la granja o desde las empacadoras; sin embargo, el
manejo en el sitio de preparaciéon puede favorecer el ingreso, sobrevivencia o
incluso multiplicacién del patégeno. Dependiendo de las practicas llevadas a cabo
pueden incrementar el riesgo del consumo de este alimento (Lamikanra, 2002;

Bennett et al., 2014).

En algunas ocasiones,

Tabla 2.2 Brotes multi-estatales asociados al consumo de jitomates crudos,
Estados Unidos, 1973-2010.

Aio Serotipo Ndmero enfermos | Tipo de Lugar de Lugar
Salmonella /hospitalizados Tomate preparacion de
(nimero estados contaminacién
involucrados)
1990 Javiana 176/18 (4) Bola Restaurante, casa Empacadora
y guarderias
1993 Montevideo 100/16 (4) Bola Restaurante, casa Empacadora
1998 Baildon 86/19 (8) Bola Restaurante Empacadora o
lugar de cultivo
2000 Thompson 43/15 (10) NE Restaurante, casa Empacadora o
lugar de cultivo
2002 Newport 8/2 (2) Uva Restaurante, casa Empacadora o
lugar de cultivo
2004 Braenderup 125/25 (16) Roma Restaurante Empacadora o
lugar de cultivo
2004 Multiple 429/129 (5) Roma Restaurante Empacadora o
lugar de cultivo
2005 Newport 72/8 (16) Bola Restaurante Empacadora
2005 Enteriditis 7717 (8) NE Restaurante Empacadora o
lugar de cultivo
2005 Braenderup 82/29 (8) Roma Restaurante Empacadora
2006 Newport 115/37 (19) Bola Restaurante Empacadora o
Lugar de cultivo
2007 | Typhimurium 190/24 (21) Bola Restaurante Empacadora o
Lugar de cultivo
2010 Newport 65/11 (18) Bola Restaurante Empacadora o
Lugar de cultivo
2010 Newport 51/4 (9) Bola Restaurante Lugar de cultivo
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En 1999 se present6 un brote de jitomates crudos que se sirvieron en
restaurantes o en guarderias, se rastrearon los jitomates y se observd que la
contaminacion del producto se debié a un mal manejo en el campo; al estar el
fruto caliente se enjuagd en agua fria, con lo cual el agua conteniendo Salmonella
penetrd los jitomates, después de esta contaminacion resultd dificil eliminar al
microorganismo en el producto fresco (Cummings et al., 2001; Callejon et al.,
2015).

Muchos de los brotes de jitomates han tenido lugar en sitios donde se tiene
una manipulacién previa como en restaurantes, lo que puede deberse a que
vienen contaminados desde el campo y las condiciones de manipulacion o de

almacenamiento permite la proliferacion de los patdégenos (Behravesh et al., 2012).

En 2014 se configuré un brote de L. monocytogenes en ensaladas listas
para consumir, este microorganismo se encontré en el campo de cultivo y debido a
un mal manejo del agua de lavado se contaminé la lechuga de estas ensaladas
(Stephan et al., 2015).

2.3 Salmonella spp.

2.3.1 Caracteristicas generales

Bacilo Gram negativo, perteneciente a la familia de |las
Enterobacteriaceae, puede o no tener flagelos, es anaerobio facultativo; fermenta
la glucosa generando acido y gas, crece en citrato como unica fuente y energia,
descarboxila la lisina y la ornitina, suele producir sulfuro de hidrogeno y no
hidroliza la urea, la mayor parte no fermenta la lactosa ni la sacarosa (Pérez et al.,
2014).

El género Salmonella se encuentra compuesto por dos especies, S.
enterica y S. bongori. S. enterica se subdivide en seis subespecies: Enterica (1),
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Salamae (ll), Arizonae (llla), Diarizonae (lllb), Houenae(lV), e Indica (V1) (Tindall
et al., 2005; Benjamin et al., 2013).

Este microorganismo se clasifica de acuerdo a las reacciones con
anticuerpos especificos en 2400 serotipos, y esta clasificacion se basa en los
antigenos que producen los microorganismos: somatico (O), flagelar (H) y de
envoltura, pero este ultimo se encuentra solo en algunos serotipos como S. Typhi
y S. Dublin (Strawn et al., 2013)

Se conoce que la temperatura 6ptima de desarrollo de Salmonella la cual
osciala entre 35 a 37 °C, pero existen serotipos que pueden crecer entre 7 y 44
°C, incluso Salmonella Infantis, puede crecer a 5 °C (Insunza y Soto, 1998), de la
importancia de no romper la cadena de frio de los alimentos y mantener los

alimentos a menos de esa temperatura (Sim et al., 2013).

2.3.2 Factores de virulencia

Salmonella spp. tiene una mezcla de factores de virulencia que la hacen
un enteropatégeno muy complejo, cuando se encuentra fuera del humano sufre
condiciones de estrés como la falta de nutrientes, estrés osmatico, variaciones en
temperatura y pH; y es cuando se ha observado que desarrolla el estado-viable-
pero-no-cultivable. Cuando encuentra las condiciones Optimas deja este estado y
empieza a desarrollar (Winfield and Groisman, 2003, Pérez et al., 2014).

2.3.3 Epidemiologia
Salmonella spp. representa un problema para la salud publica debido a

que de acuerdo a la CDC cada afio existen 1.2 millones de enfermos y 450
muertes en los Estados Unidos (CDC, 2012).
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Es el primer causante de gastroenteritis y esta relacionado con el
consumo de frutas y hortalizas por su capacidad de colonizar semillas, hojas y
frutas. Esta bacteria sobrevive en las plantas alimentandose de las raices que son
ricas en carbohidratos y posteriormente pueden colonizar las superficies de las
hojas en donde usan los nutrientes del medio para su suministro de energia
(Barak et al., 2012).

Las fuentes de contaminacion de este microorganismo son el suelo,
inadecuado manejo de la composta, agua de riego o de lavado, el manejo durante
la cosecha y el contacto con otras superfies (Kroupitski et al., 2009; Ziuzina et al.,
2014).

2.3.4 Comportamiento en hortalizas

Ademas Salmonella spp. tiene la capacidad de desarrollar en la superficie
de los jitomates a temperaturas menores a 12 °C y puede sobrevivir en
temperaturas menores a 10 °C (Vandamm et al., 2013) ademas, se ha postulado
que el acido citrico, el cual es el principal acido presente en jitomates, no es capaz
de inhibir a este patdégeno en un pH de 4.0 (Asplund et al., 1991; Sim et al., 2013).

2.3.5 Salmonelosis

Salmonella spp. causa diferentes infecciones intestinales conocidas como

salmonelosis, la cual se divide en dos sindromes:

« La fiebre entérica, que incluye la fiebre tifoidea y la fiebre paratifoidea
causadas por S. Typhi y por S. Paratyphi respectivamente, tienen
sintomatologia similar entre ellas aunque con menor intesidad para el caso
de la fiebre paratifoidea, Salmonella Typhi causa la fiebre tifoidea en
humanos que son los unicos hospedantes, esta enfermedad prevalece en

paises en vias de desarrollo, hay aproximadamente 17 millones de casos
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anuales con casi 600,000 muertes en Asia y Africa. Las mas altas
incidencias se encuentran en Indonesia y en algunas partes del sureste
asiatico (OMS, 2008; Pegues et al., 2014).

* La gastroenteritis que es el sindrome mas comun causada por una diversidad
de serotipos, el periodo de incubacion es de 12 a 36 horas y su duracion

entre uno a cuatro dias (Yousef, 2003; Pegues et al., 2014).

Un alimento conteniendo una concentracién de 10° a 10° células de
Salmonella viables tienen la capacidad de colonizar el intestino. El periodo de
incubacion es de 8 a 48 h después de la ingesta. Constituye una de las causas
mas comunes de gastroenteritis, la mayoria de los casos ocurren durante los
meses del verano y en casos especificos, pueden presentarse brotes epidémicos
(Baron, 1996; Gal-Mor et al., 2014).

Los sintomas aparecen cuando el patdégeno coloniza el epitelio intestinal, y
los sintomas consisten en: fiebre, diarrea, célicos abdominales, dolor de cabeza,
pueden presentarse nauseas, vomitos y pérdida de apetito (Gal-Mor et al., 2014).
Los sintomas suelen durar entre cuatro y siete dias. Las consecuencias pde esta
enfermedad pueden ser mas graves en las personas inmunocomprometidas como
los ancianos, nifios pequefos y personas con enfermedades crénicas (Gal-Mor et
al., 2014).
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2.4 Listeria monocytogenes

2.4.1 Caracteristicas generales

Cocobacilo gram positivo, sobrevive a altas concentraciones de sal (10 %
p/vol) y es capaz de desarrollar en un amplio rango de de pH (4.7 a 9.2) y de

temperaturas, incluyendo las de refrigeracion (-0.5 a 9.3 °C) (Ferreira et al., 2013).

Estas caracteristicas permiten a este microorganismo sobrevivir en el
ambiente de las industrias de alimentos y proliferar en éstos. Se ha aislado de
diferentes productos como: lacteos, embutidos, huevos, productos del mar,
hortalizas y alimentos listos para su consumo (Ferreira et al., 2013).

Se ha aislado de suelo, agua de enjuague, drenaje y heces humanas y
animales, es frecuente encontrarla en el ambiente debido a su capacidad de
adaptarse a diferentes condiciones de estrés (Oliere et al., 2002).

2.4.2 Factores de virulencia

Entre los factores de virulencia de L. monocytogenes se encuentran: las
proteinas de superficie internalinas (InA, InB) que favorecen la invasion celular
donde la bacteria se hunde progresivamente en la superficie celular; la listeriolisina
O y fosfolipasas que permiten lisar y escapar de las vacuolas fagocitarias una vez
internalizada en la célula; la proteina polimerizadora de actina, ActA necesaria
para la motilidad en el citoplasma celular e intercelular; y transportadores de
hexosa fosfato que le permiten utilizar azucares en el citosol celular durante su

replicacion intracitoplasmatica (Artola et al., 2010; Lomonaco et al., 2015).
L. monocytogenes utiliza para regular la expresion de los productos de sus

genes de virulencia es el control transcripcional del gen prfA. La exposicion de la
bacteria a determinadas condiciones de estrés desencadena la expresion de los

24



genes de virulencia (Lomonaco et al., 2015).

2.4.3 Epidemiologia

De acuerdo a la CDC (Estados Unidos), aproximadamente cada afo
existen 1,600 enfermos y 260 muertes en los Estados Unidos por listeriosis (CDC,
2017). Aunque no es un patégeno con una gran cantidad de enfermos es
importante en la inocuidad de alimentos debido a la tolerancia cero que se tiene de
este microorganismo en cualquier alimento (Gombas et al., 2003; CDC, 2013).

En Estados Unidos L. monocytogenes se ha aislado principalmente de
alimentos listos para consumir, en algunos estudios se han encontrado hasta 2
Log (UFC/g) en ensaladas, esta poblacion no cambié a pesar de la estacién del
afno en que se tomaron las muestras (Gombas et al., 2003; Sant'Ana et al., 2012).
Este microorganismo se ha aislado con mayor frecuencia del ambiente de

produccion que de las mismas granjas (Kathariou, 2002, Ferreira et al., 2013).

2.4.4 Comportamiento en hortalizas

L. monocytogenes puede desarrollar en hortalizas, esto depende de la
temperatura de almacenamiento y de la microbiota que se encuentre presente, la
cual puede afectar a este microorganismo y no permitir que se adhiera a la
superficie de las hortalizas (Delaquis et al., 2011; Sant'Ana et al., 2012).

Este microorganismo tiene la capacidad de desarrollar en alimentos
refrigerados y que ademas se encuentran listos para su consumo como algunas
hortalizas que forman parte de ensaladas preparadas (Kathariou, 2002; Sant'Ana
et al., 2012).
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2.4 5 Listeriosis

Esta enfermedad puede ocurrir en individuos sanos, aunque la mayoria de
las veces ocurre en nifios, adultos mayores o personas inmunocomprometidas ,

como mujeres embarazadas (Ferreira et al., 2013).

Se manifiesta como septicemia, meningits y de manera general
infecciones en el sistema nervioso central y en el caso de mujeres embarazadas
puede causar aborto espontaneo o muerte fetal (Vazquez-Boland et al., 2001;
Knabel et al., 2012).

Entre los sintomas mas comunes se encuentra la fiebre y la diarrea, pero
este tipo de listeriosis dificilmente es diagnodsticada. Cuando el patdégeno ya
coloniza el intestino dependera del estado de la persona los sintomas que
presentara (Ferreira et al., 2013):

En mujeres embarazadas: se presentan sintomas similares a la gripa,
como fiebre, fatiga y dolor muscular. Sin embargo, como ya se ha mencionado
puede ocasionar aborto, parto prematuro o infecciones en el neonato.

Mujeres no embarazadas e individuos en general: los sintomas pueden
ser fiebre, dolor muscular dolor de cabeza, de cuello, confusion, pérdida del

equilibrio y convulsiones.

Los individuos con listeriosis invasiva reportan sintomas de 1 a 4 semanas
después del consumo del alimento contaminado con L. monocytogenes, inclusive

pueden tardar hasta 70 dias después de la exposicion (Ferreira et al., 2013).
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2.5 Lavado y desinfeccion de hortalizas

2.5.1 Generalidades

El lavado es una de las primeras operaciones del procesamiento de frutas
y hortalizas. En pequefna escala, esta actividad se realiza en agua que circula o en
agua estatica que se reemplaza periodicamente. Esta operacion consiste en
eliminar la suciedad que se encuentra en la superficie del fruto. El lavado debe
llevarse a acabo con agua limpia, y si es posible con la adicion de hipoclorito de
sodio a 10 ppm, asimismo se recomienda un tallado para eliminar la suciedad
(FAO,1993; Shen et al., 2012).

La desinfeccion consiste en reducir el numero de microorganismos
presentes en las frutas y hortalizas, asi como en los utensilios que entran en
contacto con las mismas, por medio de agentes quimicos o métodos fisicos, a un
nivel que minimice los riegos a la salud del consumidor (NOM-EM-034-FITO-2000).
El lavado debe preceder al proceso de desinfeccion para favorecer una mayor

eficiencia en la inactivacion de los microorganismos.

Se han estudiado una gran cantidad de productos de desinfeccion para
frutas y hortalizas, entre los cuales se encuentran: cloro, agua electrolizada (acida,
alcalina o neutra), acidos organicos, biocontrol con bacterias acido lacticas (BAL) y

levaduras, ozono e irradiacion (Newell et al., 2010; Olaimat et al., 2012).

Gurtler et al. (2012) compararon tratamientos antimicrobianos en jitomates,
observando un reduccion de 2.5 Log (200 ppm de HOCI, pH 6,5), 1.3 Log (87 ppm
acido peracético), 3.7 Log (1200 ppm cloruro de sodio acidificado, pH 2.5) y 5.6
Log CFU/tomate (ClO2/1 h) de Salmonella spp.

La eficacia del proceso de desinfeccion depende de cuatro factores
(Fernandez, 2008; Shen et al., 2013): el tipo y numero de microorganismos, el
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sustrato en el cual se encuentran, la estructura del material (el cual debe permitir
el acceso directo del germicida sobre los microorganismos) y la concentracion,

tiempo de contacto y temperatura a la cual se aplica el germicida.

La adhesién microbiana puede causa la formacion de biopeliculas, la cual
es una fuente de contaminacion que deteriora alimentos y puede provocar la
transmision de enfermedades, asimismo, los microorganismos que se encuentran
adheridos son dificiles de eliminar mediante desinfeccién (de Oliveira et al., 2010;
Corcoran et al., 2014).

2.5.2 Cloro

El cloro es una sustancia de amplio uso debido a su eficacia, y su bajo
costo a pesar de que puede formar trihalometanos, los cuales son compuestos
carcinogeénicos (Lopez-Velasco et al., 2012). En productos listos para su consumo
se utilizan en una concentraciéon de 50 a 200 ppm, con un tiempo de contacto de
1-2 min (Beuchat et al., 1998).

La actividad desinfectante de esta sustancia depende de la cantidad de
cloro libre, en forma de acido hipocloroso (HOCI) que se encuentra presente en el
agua, y que entra en contacto con las células bacterianas. La disociacion del HOCI
depende del pH y de que entre en contacto con material organico, asimismo,
pierde su actividad al estar expuesto al aire, luz, metales y cuando se encuentra

en contacto con materia 6ganica (Estrela et al., 2002; Shen et al., 2013).

Una desventaja del uso del cloro es que reacciona con la materia organica
produciendo compuestos toxicos como cloroformo, cloraminas y trihalometanos,
es la razon por la cual en algunos paises europeos se ha restingido su uso
(Mukhopadhyay et al., 2014).
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2.5.3 Agua electrolizada

El agua electrolizada se genera por la electrolisis de una solucion diluida
de NaCl que pasa por una camara cuyos electrodos separados por una membrana
semipermeable (Figura 2.1). Cuando existe esta membrana se forman dos tipos
de agua. En el lado del anodo se forma el agua electrolizada acida (AEW) con un
valor de pH de 2.3-2.7, conteniendo cloro libre (HOCL y OCL-) y teniendo un
potencial de 6xido reduccién alto (ORP; >1100 mV). Por otro lado, se forma el
agua electrizada alcalina con un pH 11-11.7, un bajo ORP (-800 to 900 mV) y no
se forma cloro libre. En el caso de la electrdlisis sin la membrana, se forma agua
electrolizada neutra (EW), la cual tiene un pH de 8.0-8.5, ORP de 650-750 mV y
se forma cloro libre (Len et al., 2002; Gomez-Lépez et al., 2015).

En esta sustancia existe el equilibrio de las distintas especies (gas de
cloro, acido hipocloroso e hipoclorito), aunque prevalece la presencia del acido
hipocloroso, que es la forma con mayor actividad antimicrobiana; ademas el
equilibrio del agua electrolizada neutra depende del pH y no de la concentracion
inicial de la solucion de NaCl (Abadias et al. 2008; Gomez-Lopez et al., 2015).

Se ha comprobado que la aplicacion de agua electrolizada en productos
frescos no afecta la epidermis del producto, ni la apariencia de su superficie o la
aceptacion del consumidor (Deza et al., 2003; Vazquez-Lopez et al., 2016);
ademas tiene la ventaja de no ser corrosiva, por ello es mas seguro y facil de
manejar. Se han observado reducciones de hasta 6 Log (UFC/g) de
Staphylococcus aureus, Escherichia coliy Salmonella spp. con agua alectrolizada

neutra en ensaladas de hojas verdes (Ignat, 2015).
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Figura 2.1 Electrdlisis de la solucion de NaCl para la generacion de agua
electrolizada acida y alcalina.

2.5.4 Acidos organicos

Los acidos organicos son considerados acidos débiles, esto significa que
no se disocian completamente en el agua, pero que si lo hacen a niveles de pH
inferiores a 7 (Taylor et al., 2012).

La actividad antimicrobiana de los acidos organicos esta relacionada con
el pH del alimento, el cual debe de ser menor que el pKa del acido para que la
molécula no se disocie. El pKa se define como la constante de disociacion del
acido. La reduccion en el pH resulta en una mayor concentracion del acido
protonado, disminuyendo la polaridad de la molécula y aumentando la difusion del
acido a través de la membrana hacia el citoplasma. La sustitucion de un protén
donable, por un cation monovalente (Na+, K+) o multivalente (Ca+2) aumenta la
solubilidad de los acidos organicos en sistemas acuosos. Pero debe hacerse un

30



balance entre la necesidad de mantener la solubilidad del acido y el mantener la
actividad por la reduccion del pH (Taylor et al., 2012).

El efecto antimicrobiano de los acidos organicos tiene dos mecanismos de
accion (Taylor et al., 2012): por la acidificacion del citoplasma con un subsecuente
desacoplamiento de produccion y regulacion de energia, y por la acumulacion de

aniones acidos disociados hasta niveles toxicos.

La difusion de un acido disociado a través de la membrana microbiana en
un alimento, donde el pH del citoplasma celular es mayor al pH que se encuentra
en el ambiente, favorece el establecimiento de un gradiente transmembranal
(Gould, 1989; Davidson et al., 2013).

Cuando el acido protonado se difunde a través de la membrana, el
ambiente alcalino que encuentra favorece su disociacion en un anién y un protén
libre. La célula reaccionara tratando de eliminar el protén, cambiando el protén por
otro cation. Se propone que la membrana microbiana es impermeable a protones,
requiriendo un transporte activo para sacar los protones y mantener un pH que
permita mantener la homeostasis en el interior de la célula (Mani-Lopez et al.,
2011;, Davidson et al., 2013).

Al cambiar el pH intracelular, por la presencia de acidos organicos a
niveles elevados, cambia la actividad enzimatica o6ptima, la sintesis de proteinas,
ADN y ARN, asi como la produccion de energia (Mani-Lopez et al., 2011;
Davidson et al., 2013).

2.6 Factores que intervienen en la eficacia de la desinfeccién

Existen una serie de factores que afectan la eficacia del desinfectante,

primero la estructura del alimento, la cual afecta la forma en que el desinfectante

entra en contacto con el microorganismo debido a que éste puede ser protegido
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por el mismo. La concentracién, tiempo de contacto y temperatura a la cual se
aplica el desinfectante, estos factores pueden afectar o bien incrementar el efecto
antimicrobiano de algunos desinfectantes. Algunos microorganismos son mas
susceptibles a algunos desinfectantes, esto dependiendo del modo de accion del
mismo, asimismo es importante la carga microbiana del alimento, debido a que
mayor carga microbiana no se obtendra una desinfeccion adecuada. La adhesion
microbiana también interviene en la eficacia de los desinfectantes y es que las
células que pudieran estar adheridas fuertemente a los alimentos o superficies son
mas dificiles de desprender y eliminar (Newell et al., 2010; Young et al., 2011;
Ferreira et al., 2013).

2.6.1 Adhesién microbiana

La adhesion de microorganismos a superficies de hortalizas o superficies
inertes causa que estas células estén sometidas a estrés lo cual puede producir la
formacion de una biopelicula con la consecuente resistencia al estrés ambiental

asi como resistencia a antimicrobianos (Young et al., 2011; Ferreira et al., 2013).

Con el fin de adherirse a las superficies vegetales, Salmonella puede usar
una combinacion de celulosa, flagelo, incluso su antigeno-O (Silagyi et al., 2009;
Corcoran et al., 2014).

La presencia de sustancias extracelulares puede influir en la
hidrofobicidad y carga de las células bacterianas (Ryu et al., 2004, Chamdit et al.,
2014). Las bacterias que poseen caracteristicas hidrofobicas pueden adherirse a
la cuticula de la planta que esta compuesta por acidos grasos, polisacaridos y
ceras (Di Ciccio et al., 2015). En caso de que existiera una herida en el fruto, ésta
podria exponer nutrientes que la bacteria puede utilizar para colonizar. En la
superficie del fruto los microorganismos epifitos pueden encontrarse en
microcolonias o biopeliculas, ya se ha demostrado que Salmonella puede
sobrevivir un mayor tiempo cuando se asocia a otras bacterias (Warner et al.,
2008; Corcoran et al., 2014).
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Liao et al. (2000), observaron la reduccion de Salmonella Chester de 1-2
Log en discos de manzana tratados con peroxido de hidrégeno, hipoclorito de
calcio e hipoclorito de sodio, debido a la adhesion de la bacteria en las superficies
y al desarrollo de la resistencia a desinfectantes.

2.7 Resistencia a Rifampicina

En estudios de desinfeccion y de comportamiento de microorganismos
patdgenos en alimentos es comun el uso de cepas resistentes a rifampicina, esto
con el fin de poder cuantificar el microorganismo inoculado de los que pudieran

encontrarse en la matriz alimentaria.

Cuando un microorganismo cuenta con la resistencia a algun antibiotico,
ésta puede afectar el proceso fisiolégico normal (Wichelhaus et al., 2002), debido
a que se alteran secuencias conservadas en su codigo genético, comprometiendo
la eficiencia de la transcripcion y causando una reduccién en el “fitness” de la
célula (Bjorkman et al., 2000; Colicchio et al., 2015).

Entre los cambios que se han observado en las cepas resistentes a
rifampicina se encuentran: una tasa de crecimiento reducida, poca invasividad y
pérdida de la virulencia (Korsak et al., 2016). Pocos estudios se han realizado con
el fin de observer si existen diferencias en el uso de cepas resistentes con su

contraparte no resistente.

La rifampicina se une a la ARN polimerasa bacteriana y previene la
iniciacion de la transcripcion, pero no inhibe la transcripcion después de la
eliminacién del promotor. En todas las bacterias, las mutaciones relacionadas con
la resistencia a rifampicina estan relacionadas con el cambio de aminoacidos que
unen al antibiotico con la RNA polimerasa y estan agrupadas en tres diferentes
sitios: conglomerado |, Il y Ill, que se encuentran en el segmento central de la
cadena de la ARN polimerasa (Jin et al., 1988; Korsak et al., 2016).
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De hecho, en Escherichia coli se ha visto una relacion directa entre el
costo del “fitness” de la mutacion del gen rpoB y sus efectos en la transcripcién, de
manera particular la RNA polimerasa cambidé sus propiedades durante la
elongacion (Colicchio et al., 2015)
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el comportamiento de Salmonella spp. y Listeria monocytogenes
débil y fuertemente adheridas a jitomate cherry y su tolerancia a diversos

desinfectantes.

3.2 Objetivos especificos

1. Comparar el comportamiento de cepas de Salmonella y L. monocytogenes
resistentes y no resistentes a rifampicina ante la concentracion de
nutrientes, NaCl, pH y desinfectantes.

2. Estudiar el comportamiento de células de Salmonella y L. monocytogenes
adheridas a jitomate cherry almacenados a 4 y 22°C.

3. Evaluar la eficacia de la aplicacion de hipoclorito de sodio y agua electrolizada
sobre células de Salmonella y L.monocytogenes débil y fuertemente

adheridas a jitomate cherry.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

4.1.1 Material biolégico

Jitomate cherry obtenido de mercados publicos establecidos en la ciudad

de Querétaro, Querétaro.

Todas las cepas utilizadas en este estudio pertenecen al cepario del
Laboratorio de Inocuidad Microbiana de los Alimentos de la Facultad de Quimica
de la Universidad Autonoma de Querétaro, y son las siguientes:

Cepas de Salmonella enterica:
» Salmonella sp. (A)
* S. Enteritidis ATCC 13016 (B)
* S. Thompson ATCC 8391 (E)
* S. Montevideo ATCC 8381 (F)

Cepas de Listeria monocytogenes:
* L. monocytogenes ATCC 19115 (A)
* L. monocytogenes LCDC (B)
* L. monocytogenes 389 (C)

* L. monocytogenes Scott A (D)

4.1.2 Equipo

* Bioscreen C Analyzer, Oy Growth Curves Ab Ltd., Helsinki
* Agitador mecanico Vortex, Velp Scientifica, no. 113123
* Autoclave eléctrica de mesa, Market-Forge, Mod. 199-85

* Campana de flujo laminar, Alder, Veco
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* Homogeneizador Stomacher Laboratory Blender, Mod. 400 (BA 7021)

* Incubadoras de precision, Precision Scientific

* Material de uso comun en el laboratorio de microbiologia

* Micropipetas 1-1000, Labsystems, Brand, Genex Beta, Rainin, Gilson

* Potencidmetro, Jenway, 3510 pH Meter

* Sonicador, E-Chrom Tech Co., Ltd., Modelo: UC-5150B(H), Capacidad: 6 L,
Frecuencia ultrasonido: 40/60 Khz

* Refrigerador Imbera

4.1.3 Medios de cultivo

* Agar sulfito-bismuto (SB), (BD, Bioxon)

* Agar hierro lisina (LIA), (BD, Bioxon)

* Agar hierro triple azucar (TSl), (BD, Bioxon)
* Peptona de caseina (BD, Bioxon)

» Caldo soya tripticaseina (CST) (BD, Bioxon)
* Agar soya tripticaseina (AST) (BD, Bioxon)
* (Caldo neutralizante D/E (CN) (Acumedia)

* Agar xilosa-lisina-desoxycolato (XLD, Bioxon)

4 1.4 Reactivos

* Diluyente de peptona (0.1%) (DP) (Bacto)
* Solucién salina fisiologica (0.85%)
* Tiosulfato de sodio (0.01 N)
* Hidroxido de sodio (0.1 N)
* Yoduro de potasio
* Almidon
* Cloruro de sodio (NaCl)
4.1.5 Desinfectantes
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* El agua electrolizada neutra (EW) se recibié en el laboratorio y se
almacend en un lugar oscuro y a temperatura ambiente por no mas de
cuatro semanas. EI EW fue producida por electrélisis en una maquina
manufacturada por Esteripharma S.A. de C.V. Caracteristicas indicadas
en el empaque: [cloro libre]= 60 mg/L, pH=7, ORP= 800-900 mV en
presentacion de 20 L.

* EI hipoclorito de sodio (NaOCI) (Cloralex®) fue adquirido en
supermercados de la ciudad de Querétaro. Presentacion de 500 mL.

* El acido acético comercial fue adquirido en supermercados de la ciudad
de Querétaro. La marca usada fue Clemente Jacques®, las
caracteristicas indicadas en el empaque: en presentacion de 500 ml.

4.2 Métodos

4.2.1 Estudios del comportamiento de Salmonella'y L. monocytogenes in vitro

4.2.1.1 Seleccion de las cepas resistentes a rifampicina

Las cepas de Salmonella y L. monocytogenes se activaron en 3 ml de
CST y se incubaron a 35°C durante 24 h. Posteriormente, una alicuota (40 ul) se
colocé en CST conteniendo rifampicina (10 ppm). En un total de cinco resiembras
sucesivas se incrementd gradualmente la concentracion del antibiotico (10, 50,
100, 150 y 200 ppm) hasta llegar a 200 ppm. Con el fin de reconocer que las
cepas fueran puras se sembraron en AST donde se observé que las colonias
tuvieran una morfologia similar. Asimismo, para las cepas de Salmonella se
sembraron en AST y en SB para posteriormente hacer pruebas bioquimicas (TSl y
LIA) que nos aseguraron que las cepas fueran este microorganismo. Para las
cepas de L. monocytogenes se sembro en agar Oxford para asegurar que las
cepas fueran esta bacteria.

4.2.1.2 Activacion y lavado de las cepas
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Las cepas se colocaron individualmente en 3 mL de CST con rifampicina
(200 ppm) para las cepas resistentes y en CST sin rifampicina para las cepas no
resistentes y se incubaron a 35 °C durante 24 h, este procedimiento se realizd
durante tres dias consecutivos.Después de la activacion se centrifugé 1 mL de
cada cepa a 12 000 rpm durante 2 min, se deshechoé el sobrenadante y la pastilla
celular se resuspendié en 1 mL de SSI, este procedimiento se realizé dos veces
mas. Posterior al lavado de cepas se hizo un recuento del inéculo, donde se
hicieron diluciones decimales y se sembraron alicuotas en AST + rifampicina y se
incubaron a 35 °C por 24 h.

4.2.1.3 Evaluacion del desarrollo en diferentes concentraciones de nutrientes,
NaCl y niveles de pH.

En placas de 100 pozos se distribuy6é CST diluido (0.1, 1y 10%), CST con
NaCl (1, 1.5y 2 %) y CST con diferente pH (4, 5 y 6); como control se us6é CST sin
diluir, con una concentracion de NaCl de 0.5% y pH = 7 (Figura 4.1)

Posteriormente, se inocularon individualmente alicuotas de los cultivos
activados y lavados de las ocho cepas de Salmonella o L. monocytogenes a una
concentracion de 5 log UFC/fosa.

La placa se introdujo al equipo automatizado bioscreen y se incub6 por
24 h a 35 °C, el equipo realizé mediciones de densidad éptica (DO) a 600 nm cada
20 min. Al finalizar el ensayo, el equipo reporto la densidad éptica maxima (DO
max) y tiempo de deteccion de cada combinacion de condicién y cepa. Para las
cepas de L. monocytogenes se estimé la velocidad especifica de desarrollo
empleando el modelo de Baranyi y Roberts con el programa informatico DMFIT

3.5 (www.combase.cc).
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Figura 4.1 Distribucion de los medios de cultivo de Salmonellay L. monocytogenes.

4.2.1.2 Evaluacion de la tolerancia a desinfectantes

Cada cepa activada y lavada fue inoculada (7 Log UFC/mL) en hipoclorito
de sodio (NaOCI) a 30 ppm, acido acético comercial (2 % para Salmonellay 4 %
para L. monocytogenes), agua electrolizada neutra a 28 ppm y agua destilada
estéril como control. Después de 1 min de exposicion, se colocaron 100 ul de la
suspension con el desinfectante en 9 ml de caldo neutralizante, se homogenizé y
se realizaron diluciones decimales en diluyente de peptona. Alicuotas de 100 pl se
sembraron por extension en superficie en AST y se incubaron a 35 °C por 24 h. Se
calculd la reduccion de la poblacion con respecto al agua (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Diagrama de la evaluacion de la tolerancia de cepas de Salmonella y
L. monocytogenes (resistentes y no resistentes a rifampicina) ante cloro (Cl) agua

electrolizada (EW) y vinagre (V).

4.2.2 Desinfeccion de CDA en jitomate cherry (sin almacenamiento)

Previo a los estudios de comportamiento y desinfeccion de Salmonella'y L.
monocytogenes en jitomate cherry almacenados se hicieron estudios de la
susceptibilidad a desinfectantes en jitomate cherry que no fue sometido a

almacenamiento inoculado con Salmonella o L. monocytogenes.

4.2.2.1 Activacion y lavado de cepas

Las cepas se colocaron individualmente en 3 ml de CST con rifampicina
(200 ppm) y se incubaron a 35° C durante 24 horas, este procedimiento se realizé
durante tres dias consecutivos. Después de la activacion se centrifugd 1 mL de
cada cepa a 12 000 rpm durante 2 min, se deshechoé el sobrenadante y la pastilla
celular se resuspendié en 1 mL de SSI, este procedimiento se realizé dos veces

mas.
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4.2.2.2 Preparacion del inéculo

De cada cepa de Salmonella spp. se combinaron volumenes iguales para elaborar
la mezcla a inocular, posteriormente se hicieron diluciones decimales en SSI

hasta llegar a una concentracion de aproximadamente 6 Log UFC/mL

4.2.2.3 Inoculacion de jitomate cherry

Se inocularon tres jitomates (9 Log UFC/g) con una mezcla de cepas de
Salmonella o L. monocytogenes, se secaron durante 40 min y se colocaron en
bolsas de polietileno. Se realizé un recuento del inéculo para lo cual se tomd una
alicuota, se hicieron diluciones decimales en DP y se sembr6 en AST + rifampicina
(200 ppm).

4.2.2.4 Evaluacion de los desinfectantes

Se colocé un volumen de cada desinfectante equivalente al peso en
gramos de la unidad experimental (3 jitomates): hipoclorito de sodio (NaOCI) a 60
ppm, Agua electrolizada neutra (EW) a 60 ppm 6 agua destilada estéril como

control. Después de transcurrir 1 min se colocaron en caldo neutralizante.

4.2.2.5 Recuento de Salmonella y L. monocytogenes posterior a los tratamientos
La reduccion de Salmonella y de L. monocytogenes para los estudios de

desinfeccién se estimé obteniendo la diferencia entre la concentracion del

patdogeno en los jitomates tratados con los diferentes desinfectantes y los no

tratados (posterior al secado).
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4.2.3 Comportamiento de Salmonella y L. monocytogenes adheridas en jitomate

cherry

4.2.3.1 Activacion de las cepas y lavado de cepas

Las cepas se colocaron individualmente en 3 ml de CST con rifampicina
(200 ppm) y se incubaron a 35° C durante 24 horas, este procedimiento se realizd
durante tres dias consecutivos. Después de la activacion se centrifugd 1 mL de
cada cepa a 12 000 rpm durante 2 min, se deshechoé el sobrenadante y la pastilla
celular se resuspendié en 1 mL de SSI, este procedimiento se realizé dos veces

mas.
4.2.3.2 Preparacion del inéculo

De cada cepa de Salmonella spp. se combinaron volumenes iguales para
elaborar la mezcla a inocular, posteriormente se hicieron diluciones decimales en
SSI hasta llegar a una concentracion de aproximadamente 6 Log UFC/mL.
4.2.3.3 Inoculacion del jitomate cherry

Se colocaron grupos de tres jitomates en tapas de cajas de Petri en la
campana de flujo laminar y se inocularon en la superficie de los tres jitomate 10
gotas de 10 pl para alcanzar una concentracion final de 6 Log por unidad
experimental (tres jitomates) y se dejaron secar por 20 min. ElI mismo
procedimiento se realizo para L. monocytogenes.

4.2.3.4 Alimacenamiento de los jitomates cherry inoculados.

Los jitomates cherry inoculados se almacenaron en bolsas de polietileno
sin cerrar por completo en dos condiciones: a 4 °C por 5 dias y a 22 °C por 7 dias
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en incubadoras de precision refrigeradas. Periodicamente se analizaron tres

muestras constituidas por tres jitomates cada una.

4 .2.3.5 Cuantificacion de CDA

Las CDA fueron aquellas células que se desprendieron después del

masajeo realizado en DP para lo cual se realizo el siguiente procedimiento:

Se pesaron las bolsas con los tres jitomates y se coloc6 un volumen de DP
equivalente al peso en gramos del producto y se masajearon durante 1 min. De la
suspension se hicieron diluciones decimales en DP y se sembraron alicuotas de
diluciones seleccionadas en AST + rifampicina (200 ppm). Las placas se
incubaron a 35 °C por 24 h.

4.2.3.6 Cuantificacion de CFA

Las CFA fueron aquellas células que no se desprendieron después del
masajeo en DP, por lo tanto se colocaron en el sonicador para su desprendimiento

y se siguio el siguiente procedimiento:

Se extrajeron los jitomates del DP mencionado anteriormente (seccion
4.2.3.5) y se colocaron nuevamente en un volumen de DP equivalente al peso en
gramos del producto y se colocaron en el sonicador durante 8 minutos a la
maxima potencia. De la suspension se hicieron diluciones decimales en DP y se
sembraron alicuotas de diluciones seleccionadas en AST + rifampicina (200 ppm).
Las placas se incubaron a 35 °C por 24 h (Figura 4.3).

De acuerdo a los procedimientos realizados, el término de CDA agrupa a

las células débilmente adheridas y también a aquellas células que podrian
encontrarse solamente depositadas sin estar adheridas a la superficie del fruto.
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Figura 4.3 Diagrama del comportamiento de Salmonella y L. monocytogenes en
jitomate cherry.

4.2.3.7 Seleccion de condiciones del sonicador para el recuento de CFA

Para definir las condiciones bajo las cuales se recuperarian las CFA sin
afectar su viabilidad se hicieron evaluaciones preliminares. Para ello se inocularon
tres jitomates (9 Log UFC/g) con una mezcla de cepas de Salmonella, se secaron
durante 40 min y se colocaron en bolsas con DP en una proporcién p/v.

4.2.3.7.1 Recuento de células débilmente adheridas (CDA)

Se pesaron las bolsas con los tres jitomates y se colocé un volumen de
DP equivalente al peso en gramos del producto y se masajearon durante 1 min.
De la suspension se hicieron diluciones decimales en DP y se sembraron alicuotas
de diluciones seleccionadas en AST + rifampicina (200 ppm). Las placas se
incubaron a 35 °C por 24 h.
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4.2.3.7.2 Recuento de células fuertemente adheridas (CFA)

Después de masajear los jitomates se tomaron con pinzas y se colocaron
en otra bolsa con el mismo volumen de DP para el recuento de las células
adheridas. Las bolsas se colocaron en el sonicador en las condiciones
mencionadas (Tabla 4.1). De las suspensiones se tomo6 una alicuota y se hicieron
diluciones decimales en DP y se sembré en AST+rifampicina (200 ppm). Las
placas se incubaron a 35 °C por 24 h.

Tabla 4.1 Condiciones de uso del sonicador

Tiempo (min) Potencia
1
5 Alta
8
1
5 Baja
8

4.2.4 Evaluacion de la tolerancia a la desinfeccion de Salmonella y L.
monocytogenes adheridas a jitomate cherry

4.2.4.1 Preparacién de desinfectantes

Los desinfectantes se prepararon el mismo dia del experimento. Para
obtener las soluciones de cloro, EW y vinagre se utilizé agua destilada estéril para
tener una concentracion de cloro libre de 30 y 60 ppm para el NaOCI; para el EW
se utilizé el producto directamente (60 ppm) y se realizé una dilucién 1:2 para
tener 30 ppm. En el caso del viangre, se emple6 a 4 % para L. monocytogenes
(sin diluir) y con una dilucién 1:2 (2 %) para Salmonella. Antes de su uso las
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concentraciones se verificaron. Se midio el pH ,la concentracion de cloro libre y
acidez titulable, segun el caso. Los procedimientos utilizados se describen en el
Anexo 1.

4.2.4.2 Desinfeccion de CDA y CFA en jitomate cherry

Los jitomates almacenados a 22 °C por 5 dias y a 4 °C por 7 dias fueron
sumergidos en los desinfectantes por 1 min: NaOCI (56 ppm) y EW (56 ppm). El

control consistio en la exposicion a agua estéril.

4.2.4.2.1 Recuento de células débilmente adheridas (CDA)

Se pesaron las bolsas con los tres jitomates y se colocé un volumen de
DP equivalente al peso en gramos del producto y se masajearon durante 1 min.
De la suspension se hicieron diluciones decimales en DP y se sembraron alicuotas
de diluciones seleccionadas en AST + rifampicina (200 ppm). Las placas se
incubaron a 35 °C por 24 h.

4.2.4.2.3 Recuento de células fuertemente adheridas (CFA)

Después de masajear los jitomates se tomaron con pinzas y se colocaron
en otra bolsa con el mismo volumen de DP para el recuento de las células
adheridas. Las bolsas se colocaron en el sonicador durante 8 min a la maxima
potencia (estas condiciones fueron seleccionadas de los estudios preliminares).
De las suspensiones se tomé una alicuota y se hicieron diluciones decimales en
DP y se sembro en AST+rifampicina (200 ppm). Las placas se incubaron a 35 °C
por 24 h.
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Figura 4.4 Diagrama de la evaluacién de la tolerancia a la desinfeccion de CDA y

CFA de Salmonella y L. monocytogenes en jitomate cherry.

4.2.5 Disefio experimental y analisis estadistico

Se aplico un disefio de tratamientos bifactorial con un disefio experimental
completamente al azar para la seleccidén de las condiciones del sonicador para el
recuento de CFA teniendo como factores de estudio la potencia y el tiempo. Para
la evaluacion del comportamiento de los patégenos durante el almacenamiento de
los jitomates se realizd bloqueando de acuerdo a la temperatura (4 y 22 °C); y
dentro de cada bloque se aleatorizaron las muestras. Los estudios de desinfeccion
se realizaron en un disefio completamente al azar, teniendo como unico factor el
tipo desinfectante aplicado. A los datos de sonicacion, reduccion y de

comportamiento se les aplico un analisis de varianza y la pruea de comparacion
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de medias de Tukey utilizando el paquete estadistico J.M.P. 8.0 (SAS Institute,
Inc).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Comparacion del desarrollo de cepas de Salmonella y L. monocytogenes

resistentes y no resistentes a rifampicina

5.1.1 Comparacion de células en diferentes sustratos

5.1.1.1 Salmonella spp.

Las cepas resistentes a rifampicina son usadas en ensayos de
desinfeccibn y de comportamiento microbiano, principalmente porque esta
resistencia nos permite diferenciarlas de la microbiota nativa del alimento, y por
consecuencia, es posible contarla y conocer el efecto de un desinfectante, o bien,
si el microorganismo desarroll6 o no en determinado alimento sin el uso de un

medio con inhibidores.

Las cepas de Salmonella resistentes y su contraparte no resistente
desarrollaron de manera similar, tanto en condiciones limitantes de crecimiento
(CST diluido, pH (4 y 5) y NaCl 2 %), asi como en condiciones 6ptimas (CST sin
diluir, pH 6 y NaCl 1%) (Figura 5.1).
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Figura 5.1 Comportamiento en medio de cultivo de células de Salmonella
resistentes y no resistentes a rifampicina. (A) Desarrollo de Salmonella en CST
condicion oOptima de desarrollo. (B) Desarrollo de Salmonella en CST al 0.1%

condicion limitante de desarrollo.

Se observo este comportamiento en las 4 cepas de Salmonella no
resistentes y resistentes al antibiético en condiciones de nutrientes limitados, de
pH limitante y de una concentracion de NaCl moderada, estudios previos han
descubierto que la resistencia a rifampicina en Salmonella enterica promueve la
mutacion de otros sitios como el gen rpoA o rpoC, incluso que se han modificado
otros sitios del gen rpoB con los cuales las células tratan de equilibrar el gasto que
implica obtener la resistencia e inclusive estas mutaciones afectan regiones que
pueden llegar a ocasionar que las células tengan un mejor desarrollo que las
cepas que no tienen la mutacion (Brandis et al., 2012).
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Se obtuvo el tiempo de deteccion de cada una de las condiciones y cepas del
reporte del equipo Bioscreen (Tablas 5.1 y 5.3). Este parametro es un indicador
del tiempo que requiere el microorganismo para iniciar su desarrollo logaritmico.
De manera global se observa que todas las cepas tuvieron un tiempo de deteccion
similar para cada tipo de sustrato. En los sustratos ricos en nutrientes y con
condiciones favorables se observa un tiempo de deteccién menor, lo que indica
que tuvieron menos dificultades para desarrollar. Por otro lado, se observa que en
las condiciones no favorables se tiene un tiempo de deteccion mayor, esto debido

a que no fue facil su desarrollo en estas condiciones.

Tabla 5.1 Tiempo de deteccion (h) de cuatro cepas de Salmonella resistentes a
rifampicina y su contraparte no resistente en diferentes sustratos.

CST NaCl pH

Cepa
100% | 10% 1% 0.1% 2% 1.5% 1% 4 5 6

Salmonella 3.0° 3.5% 9.3% 23.3% | 2.9° 3.22 3.2% | 92 | 36° | 3.17

sp. (R)
Salmonella 3.4% | 3.2° | 1017 | 233* | 25° | 36% | 3.6% | 95° | 3.0° | 3.7°
sp.
ATCC (R) 2.7° 3.5° 10.1° 23.3° 3.6° 3.1° 3.32 6.9° 3.7° 3.0°
ATCC 2.6° 3.5° 10.2° 23.3° 4.0° 3.4° 3.58 6.6° 4.2° 3.4°

S.Thompson | 25° | 3.7° | 10.5° | 23.3° | 3.9° | 34" | 352 | 7.0 | 3.37 | 2.2°
(R)

S. Thompson | 2.8° 3.0° 10.0° 23.3% | 4.7° 3.4° 378 | 7.77 | 3.37 | 2.6°

S. 2.3° 3.4° 9.9° 23.3% | 3.8° 3.2° 312 | 7.9° | 35% | 2.9°
Montevideo

(R)

S. 2.6° | 4.0° 9.9° 23.3% | 4.6° 3.9° 392 | 7.2° | 417 | 35°
Montevideo

Los valores se expresan como la media.
Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes acorde a la prueba de Tukey (p<0.05)
La comparacion corresponde a la cepa resistente y su contraparte no resistente en cada una de las condiciones.
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Del reporte del equipo Bioscreen también se obtuvo la densidad optica
maxima alcanzada, que corresponde al maximo crecimiento (Tabla 5.2), no se
observo diferencia entre las cepas resistentes y no resistentes, con lo cual ambas

cepas tuvieron un desarrollo similar.

Tabla 5.2 Densidad Optica Maxima de cuatro cepas de Salmonella resistentes a

rifampicina y su contraparte no resistente en diferentes sustratos.

CST NaCl pH
Cepa
100% | 10% 1% | 01% | 2% | 1.5% 1% 4 5 6
Salmonella 0.68% | 0.34° | 0.18% | 0.12° | 0.60° | 0.68° | 0.70° | 0.28° | 0.48° | 0.58°
sp. (R)
Salmonella 0.62° | 0.32° | 0.18% | 0.12° | 0.61° | 0.65" | 0.65° | 0.28° | 0.43° | 0.56°
sp.

ATCC (R) 0.75% | 0.37° | 0.20° | 0.13" | 0.75" | 0.72° | 0.78° | 0.27° | 0.50° | 0.68"

ATCC 0.71% | 0.37° | 0.19° | 0.12° | 0.73* | 0.72° | 0.78° | 0.31° | 0.52° | 0.69°

S. Thompson | 0.74% | 0.357 | 0.18% | 0.127 | 0.63° | 0.83" | 0.82° | 0.25" | 0.46° | 0.65°
(R)

S. Thompson | 0.72° | 0.26° | 0.16° | 0.14° | 0.65" | 0.83% | 0.82° | 0.19° | 0.46° | 0.62°

S. Montevideo | 0.817 | 0.317 | 0.197 | 0.13" | 0.66" | 0.64° | 0.70° | 0.28" | 0.49" | 0.67°
(R)

S. Montevideo | 0.78% | 0.35° | 0.18° | 0.13° | 0.63" | 0.61° | 0.70° | 0.24° | 0.51° | 0.69°

Los valores se expresan como la media.
Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes acorde a la prueba de Tukey (p<0.05)
La comparacioén corresponde a la cepa resistente y su contraparte no resistente en cada una de las condiciones

Asimismo se obtuvo la velocidad de desarrollo (Tabla 5.3) no se observo
diferencia significativa en ninguna de las condiciones, esto quiere decir que
desarrollaron a la misma velocidad tanto las cepas resistentes a rifampicina como

las parentales.
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Tabla 5.3 Estimacion de la velocidad de desarrollo de Salmonella en diferentes

condiciones de desarrollo.

CST NaCl pH
Cepa
100% | 10% 1% 0.1% 2% 1.5% 1% 4 5 6

Salmonella | 0.136° | 0.020° | 0.018% | 0.021% | 0.133" | 0.163° | 0.153" | 0.023° | 0.096" | 0.156"
sp. (R)
Salmonella | 0.118" | 0.022° | 0.018% | 0.023° | 0.140° | 0.181% | 0.183" | 0.028° | 0.103" | 0.162°

sp.
ATCC (R) | 0.176° | 0.048 | 0.021° | 0.025% | 0.132° | 0.157° | 0.169° | 0.032° | 0.071° | 0.170°
ATCC 0.172% | 0.044° | 0.023% | 0.030° | 0.140% | 0.172° | 0.178" | 0.038° | 0.080° | 0.169°

S. 0.158% | 0.259° | 0.207° | 0.030% | 0.167° | 0.184° | 0.182° | 0.029? | 0.112° | 0.205°
Thompson

(R)

S. 0.162° | 0.269° | 0.199% | 0.044% | 0.162° | 0.186° | 0.195° | 0.034® | 0.091° | 0.217°
Thompson

S. 0.197% | 0.029° | 0.003% | 0.001° | 0.178% | 0.097° | 0.231% | 0.055° | 0.189" | 0.199°
Montevideo

(R)

S. 0.210% | 0.033° | 0.004% | 0.002° | 0.204% | 0.101° | 0.236" | 0.062° | 0.151° | 0.176"
Montevideo

Los valores se expresan como la media.
Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes acorde a la prueba de Tukey (p<0.05)

La comparacion corresponde a la cepa resistente y su contraparte no resistente en cada una de las condiciones

5.1.1.2 L. monocytogenes

Por otro lado, se encontré que las cepas de L. monocytogenes tuvieron dos

comportamientos distintos, el de las cepas 389 y ATCC (Figura 5.2) donde se

observa que las bacterias no resistentes tendieron a mostrar una velocidad de

desarrollo ligeramente mayor a las cepas resistentes cuando se encontraban en

condiciones favorables para su desarrollo, aunque esta diferencia no fue

significativa (p<0.05).
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Figura 5.2 Comportamiento en medio de cultivo de células de L. monocytogenes
resistentes y no resistentes a rifampicina. (A) Comportamiento de cepas (389 y
ATCC) de L. monocytogenes en NaCl 1% condicién optima de desarrollo. (B)

Desarrollo de L. monocytogenes en CST al 1% condicion limitante de desarrollo.

En la Tabla 5.4, en el tiempo de deteccion de las cepas LCDC y Scott A se
observa que el tiempo de deteccion diferente en todas las condiciones, excepto en
la condicidon mas limitante de nutrientes (CST 0.1%). Lo mismo se observa en la
Figura 5.3, las cepas resistententes tuvieron igual o mayor desarrollo que su

contraparte no resistente.
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Figura 5.3 Comportamiento en medio de cultivo de células de L. monocytogenes
resistentes y no resistentes a rifampicina. (A) Comportamiento de cepas (LCDC y
Scott A) de L. monocytogenes en NaCl 1% condicién 6ptima de desarrollo. (B)

Desarrollo de L. monocytogenes en CST al 1% condicion limitante de desarrollo.
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En las Tablas 5.5 y 5.6 se muestan la densidad optica maxima y la
estimacion de la velocidad de desarrollo, respectivamente; se puede observar que
la densidad 6ptica maxima también fue diferente para las cepas LCDC y Scott A
esto quiere decir que dado que mayor tiempo de deteccion mas tarda el
microorganismo en desarrollar, se observa que las cepas no resistentes tuvieron
un mayor tiempo de deteccién que las resistentes. En el caso de las cepas 389 y
ATCC las cepas resistentes y no resistentes tuvieron un comportamiento similar y
por lo tanto llegaron a tener el mismo desarrollo y poblacion final. Por otro lado,
las cepas LCDC y Scott A mostraron que en condiciones de 6ptimas de desarrollo,
las cepas resistentes alcanzaron una mayor desarrollo que las cepas no

resistentes.
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Tabla 5.4 Tiempo de deteccion (h) de cuatro cepas de L. monocytogenes
resistentes a rifampicina y su contraparte no resistente en diferentes condiciones

de desarrollo.

Cepa CST NaCl pH
100 | 10% 1% 0.1% 2% 1.5% 1% 4 5 6
%
ATCC 4.3° 5.7° 9.4° 21.9° 4.3° 4.1° 4.5° 7.9° 5.0° 4.5°
(R)
ATCC 3.72 5.7° 9.2° 21.5° 3.82 3.8° 3.8° 7.7° 5.5° 4.0°

LCDC | 382 | 4.6° | 11.3% | 2217 | 397 | 377 | 39° | 97° | 47° | 4.1°
(R)

LCDC 6.7° | 83° | 17.6° | 22.2° 6.2° 8.3° 6.6° 22.1° | 155° | 8.0°

389 (R) 3.7 | 3.9° 14.5% | 22.1° 3.5° 3.4° 3.8° 8.9° 4.0° 3.3°

389 3.5% | 4.2° 14.6° | 22.4° 3.2° 3.5° 3.3° 7.8° 4.7° 3.4°

ScottA | 44° | 6.0° | 1587 | 21.9° | 447 | 41° | 89" | 937 [ 83" | 47°
(R)

ScottA | 109° | 96° | 214° | 21.9° | 139° | 106° | 12.3° | 219° | 21.2° | 14.0°

Los valores se expresan como la media.
Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes (p<0.05).
La comparacion corresponde a la cepa resistente y su contraparte no resistente en cada una de las condiciones.
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Tabla 5.5 Densidad optica maxima de cuatro cepas de L. monocytogenes
resistentes a rifampicina y su contraparte no resistente en diferentes condiciones

de desarrollo.

CST NaCl pH
Cepa

100% | 10% 1% | 01% | 2% | 1.5% 1% 4 5 6

ATCC (R) | 0.66° | 0.21* | 0.14® | 0.11% | 0.75° | 0.67° | 0.65" | 0.12° | 0.52° | 0.61°
ATCC 0.70% | 0.25% | 0.15° | 0.11% | 0.74* | 0.70° | 0.64" | 0.15° | 0.45" | 0.65°

LCDC (R) | 0.717 | 0.20° | 0.14° | 0.10° | 0.73° | 0.69° | 0.69° | 0.12° | 0.47° | 0.65°
LCDC 0.32° | 0.15° | 0.11° | 0.10® | 0.37° | 0.31° | 0.33° | 0.11° | 0.10° | 0.19°

389 (R) 0.63* | 0.19° | 0.14® | 0.10° | 0.65° | 0.62° | 0.65" | 0.14° | 0.51° | 0.61°
389 0.78% | 0.26* | 0.15° | 0.11® | 0.76° | 0.76° | 0.74 | 0.15° | 0.53" | 0.67°

ScottA | 0.65° | 0.24° | 0.13% | 0.11% | 0.65° | 0.60% | 0.62° | 0.13% | 0.42% | 0.54°
(R)
ScottA | 0.19° | 0.12° | 0.10° | 0.10° | 0.19° | 0.22° | 0.12° | 0.13® | 0.18° | 0.18°

Los valores se expresan como la media.
Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes (p<0.05)
La comparacion corresponde a la cepa resistente y su contraparte no resistente en cada una de las condiciones.

Se aprecia que las células resistentes y no resistentes de las cepas 389 y
ATCC 19115 no mostraron diferencias significativas en la velocidad de desarrollo,
en el caso de las cepas LCDC y Scott A se observa que tuvieron una menor
velocidad de desarrollo las cepas resistentes en condiciones 6ptimas de desarrollo,

y tuvieron la misma velocidad en condiciones limitantes de desarrollo (Tabla 5.6).
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Tabla 5.6 Estimacion de la velocidad de desarrollo de L. monocytogenes en
diferentes condiciones de desarrollo.

CST NaCl
Cepa pH

100% | 10% 1% 0.1% 2% 1.5% 1% 4 5 6

ATCC (R) | 0.071° | 0.024° | 0.005° | 0.002° | 0.084° | 0.116% | 0.132° | 0.064° | 0.112% | 0.142°

ATCC 0.071% | 0.0142 | 0.007° | 0.002% | 0.097° | 0.101% | 0.138% | 0.063" | 0.099° | 0.165°

LCDC (R) | 0.076° | 0.0212 | 0.010° | 0.003% | 0.037° | 0.057% | 0.063% | 0.054° | 0.104° | 0.136°

LCDC 0.104° | 0.048° | 0.013% | 0.009° | 0.021% | 0.086° | 0.104° | 0.052% | 0.080° | 0.095°

389 (R) 0.068% | 0.017° | 0.008° | 0.001% | 0.065° | 0.091% | 0.065" | 0.039® | 0.120° | 0.116°

389 0.069% | 0.020° | 0.006° | 0.003% | 0.067° | 0.092° | 0.063" | 0.036° | 0.117° | 0.182°

Scott A (R) | 0.073% | 0.052% | 0.006" | 0.003° | 0.076" | 0.104® | 0.102° | 0.039% | 0.099° | 0.145°

Scott A 0.143° | 0.023° | 0.004% | 0.008" | 0.083% | 0.139° | 0.056° | 0.031% | 0.004° | 0.054°

Los valores se expresan como la media.
Los valores con la misma letra no son significativamente diferentes (p<0.05)
La comparacion corresponde a la cepa resistente y su contraparte no resistente en cada una de las condiciones.

Como se mencion6 anteriormente, algunas bacterias tienen la capacidad
de equilibrar el gasto que les supone el desarrollar la resistencia a algun
antibidtico, aunque también existen algunas otras donde la resistencia les confiere
una pérdida en su capacidad de desarrollo, esto podria deberse a que las
modificaciones solamente se realizan en el gen rpoB y no tienen las

modificaciones secundarias arriba mencionadas.

En cepas de L. monocytogenes se han realizado secuencias de todo el
genoma, Comas et al., (2012) observd que las mutaciones en el gen rpoB puede
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ser en diferentes partes del genoma. Esto podria indicar la dificultad de saber
exactamente cuales serian las consecuencias de las modificaciones por la
resistencia y saber si en realidad existen mutaciones que equilibren estas

modificaciones primarias.

Al no haber mutaciones adicionales en los genes rpoA, rpoB y rpoC, hay
una disminucion en el “fitness” de las células, ademas de que estas mutaciones
también ayuda a que exista una menor sensibilidad al antibidtico (Korsak et al.,
2016).

Estas modificaciones secundarias también podrian propiciar a que la
bacteria sea mas tolerante a otros agentes nocivos como los desinfectantes; pero
si la bacteria no cuenta con las modificaciones secundarias entonces se ve

afectado su desarrollo (Korsak et al., 2016).

5.1.2 Evaluacion in vitro de la susceptibilidad de las cepas a desinfectantes

En la Figura 5.4 se observa la evaluacion de los tres desinfectantes in vitro
y se aprecia que no existe diferencia entre las cepas resistentes y no resistentes a
rifampicina de ambos microorganismos. Kim et al., (1995) no encontraron
diferencias entre las cepas de Salmonella Typhimurium resistentes a rifampicina y
su contraparte no resistente cuando las pusieron en contacto in vitro con aceites

esenciales.

Korsak et al., (2016) evaluaron la susceptibilidad a antibioticos y de cepas
de L. monocytogenes resistentes y no resistentes a no habiendo observado
diferencias, esto podria deberse a que como se ha comentado, las mutaciones
ocurren en diferentes sitios del gen rpoB, estas mutaciones pueden dar origen a
otras mutaciones secundarias que ayudan a que el microorganismo resistente a
rifampicina no pierda sus capacidades metabdlicas y de desarrollo. Con estos
resultados, se valido el uso las cepas resistentes a rifampicina de ambos
patégenos para los ensayos de desinfeccion en jitomate cherry.
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Entre los desinfectantes usados se observé que las tres sustancias
tuvieron el mismo efecto bactericida con las células, aunque se observa una
mayor variabilidad de los datos en el caso del acido acético comercial (vinagre)
que en el caso del EW y del cloro.
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de letras diferentes son significativos (a= 0.05) con la prueba de Tukey.

Figura 5.4 Efecto in vitro de los desinfectantes contra Salmonella 'y L. monocytogenes.
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5.2 Comportamiento de células débilmente adheridas (CDA) y células fuertemente
adheridas (CFA) de Salmonella y L. monocytogenes en jitomate cherry

almacenado a 4°C y 22°C

5.2.1 Seleccion de condiciones del sonicador para el recuento de CFA a la
superficie del jitomate cherry

De acuerdo a los resultados obtenidos (Figura 5.5) se observd que
estadisticamente no existia diferencia entre los tratamientos al cambiar la potencia
del sonicador y el tiempo de aplicacidon. Sin embargo, la potencia alta con mayor
tiempo (8 min) es aquella que permite desprender mejor las células fuertemente
adheridas (CFA).
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Figura 5.5 CFA recuperadas de la superficie del jitomate cherry mediante

sonicacion a las diferentes condiciones.
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A pesar de que la interaccion entre el tiempo y la potencia no resultd
estadisticamente significativa (a=0.05) debido a la dispersion de los datos. En la
grafica de interaccion (Figura 5.6) se muestra que efectivamente a mayor tiempo y
mayor potencia la tendencia es a obtener mayor recuperacién de CFA. Por lo tanto

optamos por usar la potencia alta con una duracion de 8 min.
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Figura 5.6 Interaccion entre la potencia y el tiempo para el desprendimiento de

CFA en la superficie del jitomate cherry.

5.2.2 Comportamiento de Salmonella en jitomate cherry

Como se esperaba, ambos tipos de células de Salmonella (CDA y CFA)
no mostrd crecimiento en la condicion de 4°C (Figura 5.7). Sin embargo, tampoco
se observa una disminucion significativa de las poblaciones durante los siete dias
evaluados. Si Salmonella contamina el fruto en el campo o durante su
acondicionamiento o proceso, podria sobrevivir a lo largo del almacenamiento y

continuar viable al llegar al consumidor.
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*Los resultados se expresan como la media de tres valores + error estandar. Los valores seguidos
de letras diferentes son significativos (a=0.05) con la prueba de Tukey.

Figura 5.7 Comportamiento de Salmonella CFA y CDA en jitomate cherry

almacenado a 4°C.

Estos resultados son similares a lo reportado por Anderson (2012), quien
inoculd6 Salmonella en lechuga lista para su consumo y las almacené en
temperaturas de refrigeracidon, no habiendo observado desarrollo de este

microorganismo.

Al final del almacenamiento a 22°C Salmonella se observé un crecimiento
de 1 Log UFC/mL de las CDA en el jitomate con respecto a la concentracion del
patogeno al inicio de la cinética (Figura 5.7). En cambio Asplund (1991) encontré
que Salmonella crecia 4 Log UFC/mL a la misma temperatura durante las
primeras 24 h de almacenamiento. En la poblacion de CFA se observo una
reduccion de 1 Log UFC/jitomate durante estas primeras 24 h. Disminucién que
podria deberse a que el microorganismo estaba adaptandose a las condiciones
poco favorables de la superficie del jitomate. Al final del almacenamiento la
poblacién alcanzo el nivel inicial (aproximadamente 4 Log). Los jitomates solo se
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almacenaron durante 4 dias, debido a que después del cuarto dia de
almacenamiento presentaban dafios en el tejido y la salida de fluidos asi como
crecimiento de hongos, por lo tanto, el consumidor ya no lo consumiria. Estos
dafios como ablandamiento de la piel de los jitomates podria deberse a que la

microbiota presente en el jitomate aument6 ocasionando dafios.

Log (UFCljitomate)

0 1 2 3 4
Tiempo (dias)
e===CDA e=O=CFA
R?(CDA)= 0.904 R%*(CFA)=-0.382
SE(CDA)=0.209 SE(CFA)= 0.563

*Los resultados se expresan como la media de tres valores + error estandar. Los valores seguidos
de letras diferentes son significativos (a=0.05) con la prueba de Tukey.

Figura 5.8 Comportamiento de CFA y CDA de Salmonella en jitomate cherry
almacenado a 22°C.
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5.2.3 Comportamiento de L. monocytogenes en la superficie de jitomate cherry

L. monocytogenes no aumentd su poblacion durante los 7 dias de
almacenamiento a 4°C, (Figura 5.9). Se observé un comportamiento estable a lo
largo de estos dias, sin decremento de la poblacién en las CDA ni en las CFA a la
superficie del jitomate cherry. Este microorganismo es psicrétrofo, con capacidad
de sobrevivir y desarrollar en temperaturas de refrigeracion. Anderson (2012)
observd desarrollo de L. monocytogenes en hortalizas de hoja cortadas y
almacenadas a temperatura de refrigeracion por 7 dias, los nutrientes que

contienen los vegetales de hoja pudieron permitir el desarrollo del microorganismo .

En otro estudio del mismo afio, se encontré6 que L. monocytogenes tiene
un menor desarrollo en temperaturas de refrigeraciéon que Salmonella en arugula,
espinaca y lechuga escarola. El autor sefala que el comportamiento observado es
debido a que L. monocytogenes es aun peor competidor que Salmonella, y que
esto inhibe el desarrollo de L. monocytogenes en vegetales frescos.
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*Los resultados se expresan como la media de tres valores + error estandar. Los valores seguidos

de letras diferentes son significativos (a=0.05) con la prueba de Tukey.

Figura 5.9 Comportamiento de CDA y CFA de L. monocytogenes en jitomate
cherry almacenado a 4°C.

L. monocytogenes tuvo un discreto desarrollo, que resultd
estadisticamente significativo (a=0.05) en el jitomate cherry a 22°C a partir del
segundo dia de almacenamiento, este comportamiento fue similar tanto para las
CDA como para las CFA (Figura 5.10). Esto podria ser el resultado de una baja
concentracion de nutrientes en la superficie del jitomate y efecto de la microbiota
que se pudiera encontrar presente en el alimento. Al igual que con Salmonella, se
encontré que los jitomates cherry a 22°C mostraron signos de deterioro a los
cuatro dias de almacenamiento, y es por esto que se llevé a cabo el seguimiento

solo hasta el dia cuatro.
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Figura 5.10 Comportamiento de CDA y CFA de L. monocytogenes en jitomate
cherry almacenado a 22°C.

También es importante mencionar que la microbiota presente en el
jitomate pudiera ayudar al desarrollo del patégeno, protegiéndolo de las
condiciones adversas o bien, actuar como antagonista y ocasionar que los

microorganismos patdgenos inoculados no sean capaces de desarrollar.
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5.3 Desinfeccidon de Salmonellay L. monocytogenes en jitomate cherry

5.3.1 Salmonella

Cuando se realizé el ensayo de desinfeccion de Salmonella en jitomate
cherry sin almacenamiento (Figura 5.11) se obtuvieron reducciones de hasta ~4.5
Log UFC/mL con agua electrolizada y cloro, estas células podria pensarse que

también se encuentran débilmente adheridas.

Reduccion Log (UFCljitomate)
N w £ [¢)] (o)) ~ oo

-_—

o

Cloro Agua Agua
electrolizada

*Los resultados se expresan como la media de tres valores * error estandar. Los valores seguidos de
letras diferentes son significativos (a= 0.05) con la prueba de Tukey.

Figura 5.11 Desinfeccion de jitomates cherry inoculados con Salmonella sin
almacenamiento.

En el caso de las CDA en los jitomates almacenados a 22°C (Figura 5.12)
se encontraron reducciones de ~3 Log UFC/jitomate. En jitomates almacenados a
4°C apenas se redujeron en ~1.5 Log UFC/jitomate para ambos desinfectantes
(Figura 5.13).. La FDA sefala que un buen desifectante es aquel que logra reducir
5 Log UFC/mL, lo cual se logra si las células se encuentran débilmente adheridas

al alimento.
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Figura 5.12 Eficacia de la desinfeccion en la inactivacion de CDA y CFA de

Salmonella en jitomate cherry almacenado a 22°C.
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*Los resultados se expresan como la media de tres valores + error estandar. Los valores seguidos
de letras diferentes son significativos (a= 0.05) con la prueba de Tukey.

Figura 5.13 Eficacia de la desinfeccion de CDA y CFA de Salmonella en jitomate

cherry almacenado a 4°C.

El jitomate cherry entero presenta condiciones de desarrollo que limitan el
desarrollo de los microorganismos, como pocos nutrientes que permitan e
desarrollo de los patdgenos. A pesar de este escenario han ocurido diversos
brotes de Salmonella asociados al consumo de jitomate. Al tener una piel delgada,
el jitomate se rasga facilmente, con lo cual los nutrientes pudieran quedar
expuestos para el crecimiento bacteriano o la mera sobrevivencia del

microorganismo, ser suficiente para causar el dafo a la salud del consumidor.

Abadias et al., (2008) reportaron reducciones de Salmonella en lechuga de
alrededor de 2 Log UFC/mL con la aplicacion de EW. Posiblemente las diferencias
observadas entre este estudio que se llevd a cabo con jitomate y el estudio en
lechuga es debido a que el jitomate una superficie lisa en comparacion con la
superficie de la lechuga la cual es rugosa y tiene ondulaciones que podrian
proteger a las bacterias del desinfectante. Asimismo, la naturaleza cerosa del
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jitomate cherry podria dificultar la adhesion de las bacterias a la superficie. En el
estudio realizado se observd que la inoculacion resulté complicada en dicho
producto debido a que la superficie del fruto al ser lisa, dejaba escurrir el indculo
colocado, de manera que se podria pensar que las células no se adhieren tan

facilmente como en superficies rugosas.

De acuerdo al analisis estadistico se observo que la interaccién entre la
intensidad de adherencia (CDA y CFA) y la temperatura de almacenamiento fue
significativa (p<0.005) para Salmonella (Figura 5.14). Las CDA a 22°C fueron mas
susceptibles a los desinfectantes que las CFA, mientras que a 4°C, ambas

poblaciones mostraron una susceptibilidad similar.
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Figura 5.14 Interaccion entre la intensidad de adherencia de Salmonella en el

jitomate cherry con la temperatura de almacenamiento.

5.3.2 Listeria monocytogenes

En los jitomates inoculados con L. monocytogenes sin almacenamiento
(Figura 5.15) se observa que tanto el cloro como el EW tuvieron el mismo efecto
antimicrobiano, logrando reducir alrededor de ~4 Log UFCJ/jitomate, cifra

recomendada por la FDA. Esta reduccién fue superior a lo encontrado una vez que
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los jitomates inoculados se almacenaron. Un contacto prolongado con el fruto
favorece la adhesién y/o la intensidad de ésta a la superficie y con ello la mayor

sobrevivencia de los patégenos a los procesos de desinfeccion.

Reducciéon Log (UFC/ml)
N w BN (&) » ~ o

—_

o

Cloro Agua Agua
electrolizada

*Los resultados se expresan como la media de tres valores * error estandar. Los valores
seguidos de letras diferentes son significativos (a= 0.05) con la prueba de Tukey.

Figura 5.15 Desinfeccién de jitomates cherry inoculados con L. monocytogenes
sin almacenamiento.

Se pudo observar que en nuestros ensayos hubo una mayor reduccién de
Salmonella que de L. monocytogenes. Existen diversos estudios donde se observa
que este ultimo microorganismo tiene mayor capacidad de supervivencia que otras
bacterias ante la accién de desinfectantes. Abadias et al. (2007) encontraron
reducciones de 2.5 a 3.7 Log UFC/mL para Listeria inocua, estos autores también
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reportaron mayor efecto antimicrobiano contra Salmonella que contra L.

monocytogenes.

En los jitomates almacenados a 4°C se observa que el efecto
antimicrobiano contra L. monocytogenes fue menor que en los jitomates sin
almacenamiento (Figura 5.16) obteniendo reducciones solamente de ~1.5 Log
UFCl/jitomate para las CDA; la reduccion de las poblaciones de las CFA fue aun
menor (~0.5 Log UFCJ/jitomate).
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*Los resultados se expresan como la media de tres valores + error estandar. Los valores seguidos
de letras diferentes son significativos (a= 0.05) con la prueba de Tukey.

Figura 5.16 Efectividad de la desinfeccion en la reduccion de CDA y CFA de L.
monocytogenes en jitomate cherry almacenado a 4°C.

En los jitomates almacenados a 22°C también se obtuvo menor efecto
antimicrobiano que el observado en los jitomates sin almacenamiento, en este
caso se obtuvieron reducciones de ~1.5 Log UFC/jitomate para las CDA y sdlo
~0.7 Log UFCl/jitomate para las CFA (Figura 5.17).
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Figura 5.17 Efectividad de la desinfeccion en la reduccion de CDA y CFA de L.
monocytogenes en jitomate cherry almacenado a 22°C.

Svoboda et al., (2016) obtuvieron reducciones de 3 Log UFC/mL o menos
cuando se realizo el estudio de desinfeccion con acidos organicos, esto
independientemente del microorganismo tratado (E. coli O157:H7, Salmonella 6 L.

monocytogenes).

Bae et al., (2012) encontraron un efecto de inactivacion menor en ceélulas

adheridas de diversos patdogenos que en las células plancténicas. Los autores
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sugieren que esto podria atribuirse a que las bacterias se encuentran protegidas
por sustancias que las mismas células van produciendo por medio de su
metabolismo y por efecto del estrés al que se ven sometida. El estrés podria ser
causado debido a que el jitomate cherry es una matriz cerosa que no tiene huecos
donde pudieran protegerse de ataques fisicos o quimicos.

Las CFA pudieran estar protegidas por sustancias que libera la
microbiota del alimento, y con lo cual el agente desinfectante pudiera no entrar en
contacto con las bacerias inoculadas y que ya estan adheridas a la superficie del
alimento (Takeuchi et al., 2000).

Deza (2003) obtuvo reducciones de Salmonella en jitomate con EW neutra
de hasta 5 Log UFC/mL, sin embargo, estos jitomates fueron inoculados y se
dejaron secar por un periodo corto de tiempo asi que habria muchas células
depositadas sin adherir. En nuestro estudio encontramos un menor efecto
antimicrobiano debido a que las células estabas adheridas y también a que

teniamos una menor concentracion de células (Figura 5.12).

La desinfeccion con EW tuvo un efecto muy similar al cloro, lo cual
concuerda con Deza (2003), quien también encontré reducciones similares con
esos desinfectantes en jitomate (Figura 5.11), el tiempo de la aplicacion del
desinfectante también fue de 1 minuto.

Se ha visto que L. monocytogenes tiene la capacidad de adherirse y
crecer mejor a superficies cortadas, como la lechuga cortada (Takeuchi et al.,
2000) que en superficies enteras, como pudiera ser la hoja de lechuga, esto se
debe a que existe una mayor cantidad de nutrientes expuestos y también a que L.
monocytogenes tiene un mecanismo de adhesion (flamentos de actina) que le

permite desarrollar en estas condiciones.
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Después del almacenamiento de los jitomates a 4°C, la reduccion por
efecto del desinfectante fue minimo para L. monocytogenes que podria ser debido
a que se encontraba ya inmersa en sustancias polimericas fabricadas por la
microbiota del jitomate cherry, lo cual nos lleva a pensar que la adhesion de los
microorganismos les permiten una mayor sobrevivencia. Bajo este panorama, el

desinfectante no seria efectivo para CFA y tampoco para las CDA.

En el analisis estadistico el factor de poblacion resultd significativo
(p<0.05), queriendo decir que efectivamente, las CDA fueron mas susceptibles a
los desinfectantes, caso contrario a las CFA, las cuales resultaron ser mas

tolerantes al efecto de los antimicrobianos probados (Figura 5.18)
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Figura 5.18 Efecto de la intensidad de adherencia en la desinfeccion de L.

monocytogenes en jitomate cherry.
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6. CONCLUSIONES

* La resistencia a rifampicina de las cepas probadas de Salmonella y L.
monocytogenes en este estudio no modifica significativamente su
capacidad de tolerar los desinfectantes evaluados (EW, cloro y vinagre),
NaCl, bajos niveles de pH y de nutrientes. Lo cual confirma su utilidad para
estudios de comportamiento en los alimentos.

* Salmonella y L. monocytogenes son capaces de adherise fuertemente al
jitomate cherry y mantenerse viables por al menos 4 dias a 22 °C y 7 dias a
4 °C.

* El porcentaje de adherencia de L. monocytogenes en condiciones de
refrigeracion (10.92% £ 6.02) resultd superior a la de Salmonella (5% + 3.3).

* Los desinfectantes evaluados en este estudios (hipoclorito de sodio y agua
electrolizada neutra) tuvieron una mayor efectividad contra Salmonella que
contra L. monocytogenes.

* Debido a que el efecto del agua electrolizada fue muy similar al del cloro,
este  desinfectante  podria usarse este desinfectante contra
microorganismos patdgenos en hortalizas.

* La adhesion al fruto permite a los patdgenos tolerar mejor a los
desinfectantes evaluados, en particular Salmonella almacenada a 22 °Cy L.
monocytogenes en esa misma temperaturay a 4 °C.

* Si se almacena adecuadamente el jitomate cherry (4°C) y se lava y
desinfecta podriamos disminuir el contenido de patdgenos en el alimento.
Se recomienda la insistencia a los proveedores y consumidores de no
romper la cadena de frio para evitar la multiplicacion y desarrollo de

patogenos.
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Anexo 1
Titulacion de cloro disponible (Greenberg et al., 1992).

1. Adicionar 10 mL de la muestra a valorar en un matraz Erlenmeyer.

2. Agregar 400 pL de yoduro de potasio (10% p/V) y 1 pyL de acido acético
glacial, agitar para mezclar completamente todas las soluciones.

3. Titular con una solucion valorada de tiosulfato de sodio 0.01 N hasta la
aparicion de un color amarillo paja.

4. Adicionar 0.4 mL de una solucion de almidon al 0.5% y mezclar
completamente.

5. Seguir titulando con una solucion valorada de tiosulfato de sodio 0.01 N
hasta la desaparicién del color azul.

6. Registrar el volumen total de tiosulfato de sodio 0.01 N utilizado para la
valoracion.

7. Determinar la concentracién de cloro disponible en la muestra mediante la

siguiente ecuacion:

Cloro disponible= V1 Ny x 3.55 x 10*

m

V1: volumen total de tiosulfato de sodio consumido en la titulacion (mL)
N+1: normalidad del tiosulfato de sodio

m: cantidad de muestra
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Anexo 2

Titulacion alcalimétrica de acidez (NOM-155-SCFI1-2012).

1. Medir 20 mL de muestra en un matraz. Afadir 2 mL de fenoftaleina y titular
con hidroxido de sodio 0.1 N hasta la aparicion de un color rosado
persistente cuando menos un minuto.

2. La acidez presente en la muestra, expresada en g/L se calcula utilizando la

siguiente formula:

Acidez (g/L)= V x N x 90
M

Donde:
V: Mililitros de solucion de NaOH 0.1 N gastados en la titulacion
N: Normalidad de la solucién de NaOH

M: Volumen de la muestra en mL
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