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RESUMEN

Listeria monocytogenes es un patdgeno de habitat ambiental, por lo que puede
contaminar con facilidad vegetales frescos y procesados para el consumo humano.
Las alternativas que se han propuesto para evitar la sobrevivenciay desarrollo del
patégeno se han limitado a la aplicacion de sustancias quimicas y algunos procesos
fisicos. Por lo anterior, el presente trabajo busca evaluar la presencia de L.
monocytogenes en dos tipos de hongos comestibles, asi como la sobrevivencia y
potencial crecimiento en presencia de Lactobacillus curvatus (Latilactobacillus
curvatus) en Agaricus bisporus. Se recolectaron 100 muestras de dos tipos de
hongos comestibles de mercados y supermercados de la ciudad de Querétaro y se
investigd la presencia de L. monocytogenes mediante PCR y cultivo y se cuantificaron
grupos indicadores (Bacterias mesofilas aerobias, bacterias mesofilas aerobias
positivas y bacterias acido lacticas). Se evalud la sobrevivencia y eventual desarrollo
de L. monocytogenes (activada a 10 y 30°C) en la superficie de Agaricus bisporus
almacenado a 10 y 25°C por 144 y 72 h respectivamente, asi como el efecto
antimicrobiano de L. curvatus en las mismas condiciones de almacenamiento. L.
monocytogenes se detectd en el 4% de las muestras de champifiones y setas
analizados, sin encontrar alguna relacion con los grupos indicadores cuantificados.
El patégeno fue capaz de desarrollar (1-2 Log UFC/champifion) en el alimento en
ambas temperaturas, independientemente de la forma de activacion del patégeno.
L. curvatus es una buena estrategia de bioconservacion debido a que logra un efecto
inhibitorio de 5.5 y 4.5 Log UFC de L. monocytogenes/champifién almacenados a
10 y 25°C, respectivamente. La aplicacion de L. curvatus no modifica
significativamente el color, la textura y la actividad de agua del alimento durante el
almacenamiento a 10 y 25°C. Los resultados nos muestran que esta estrategia de
bioconservacién puede controlar el crecimiento de este patdgeno en vegetales
como son los champifiones sin afectar negativamente las principales caracteristicas

de calidad.

Palabras clave: Listeria monocytogenes, bioconservacion, hongoscomestibles,

Latilactobacillus curvatus.



ABSTRACT
Listeria monocytogenes is a pathogen with environmental habitat, so it can easily
contaminate fresh and processed vegetables for human consumption. The alternatives that
have been proposed to avoid this pathogen survival and growth have been limited to the
application of chemical substances and some physical processes. Therefore, the present
work seeks to evaluate the presence of L. monocytogenes in two types of edible
mushrooms, as well as the survival and potential growth in the presence of Lactobacillus
curvatus (Latilactobacillus curvatus) on Agaricus bisporus. Two types of edible mushrooms
were collected from markets and supermarkets of Querétaro city and the presence of L.
monocytogenes was investigated by PCR and culture method and indicator groups were
guantified. The survival and eventual growth of L. monocytogenes (activated at 10 and
30°C) on the surface of Agaricus bisporus stored at 10 and 25°C was evaluated, as well as
the antimicrobial effect of L. curvatus under the same storage conditions. L.
monocytogenes was detected in 4% of the samples of mushrooms analyzed, without
finding any relationship with the quantified indicator groups. The pathogen was able to grow
(1-2 Log CFU/mushroom) on the food at both temperatures, regardless of the pathogen
activation way. L. curvatus is an efficient biopreservation strategy because it achieves an
inhibitory effect of 5.5 and 4.5 Log CFU of L. monocytogenes/mushroom stored at 10 and
25°C, respectively. The application of L. curvatus does not modify the color, texture and
water activity of the food during storage at 10 and 25°C. The results show that this
biopreservation strategy can control the growth of this pathogen in vegetables such as

mushrooms without negatively affecting the main quality characteristics.

Key words: Listeria monocytogenes, biopreservation, edible mushrooms, Latilactobacillus

curvatus.



1. INTRODUCCION

L. monocytogenes es una bacteria ampliamente distribuida en el medio ambiente
gue se presenta en el suelo, las plantas, las aguas subterraneas y la vegetacion. En
las ultimas dos décadas, L. monocytogenes se ha asociado con muchas
enfermedades transmitidas por los alimentos en humanos debido a que esta puede
desarrollar a temperaturas tanto de refrigeracion como ambiente (Letchumanan et
al., 2018). Estudios han demostrado que esta bacteria se puede encontrar en las
instalaciones de producciéon de hongos y setas comestibles y también se ha
detectado en el mismo producto (M. Chen et al., 2018; Pennone et al., 2018); lo cual
ha generado once retiros del mercado de estos productos desde 2013 segun la base
de datos de European Commission's Rapid Alert System for Food (RASFF). En
EUA se presenté en 2020 un brote causado por L. monocytogenes asociado al
consumo de hongos enoki con 36 casos reportados en total y 4 fallecimientos (CDC,
2020).

La capacidad de un microorganismo patdgeno para desarrollar en un alimento
incrementa el riesgo para el consumidor. Existen estudios sobre el crecimiento de
L. monocytogenes en varios vegetales; sin embargo, hay muy poca informacion
sobre el desarrollo de este patégeno en los hongos y setas comestibles; las
investigaciones se han limitado a champifién (Agaricus bisporus), que permiti6 el
desarrollo del patdbgeno en muestras almacenadas a 4 y 10 °C (Gonzalez-Fandos
et al., 2001b). Otros autores han reportado que L. monocytogenes solo es capaz de

sobrevivir y no de desarrollar en el champifion (Leong et al., 2013).

En México se ha estimado que podrian haber alrededor de 200,000 especies de
hongos comestibles, de las cuales, s6lo se conocen 7,000 aproximadamente (Cano-
Estrada & Romero-Bautista, 2016). Las especies mas comercializadas son el
champifién (Agaricus bisporus) y las setas (Pleurotus ostreatus) en el mercado

mexicano (Martinez-Carrera et al., 2022).

La temperatura de comercializacion recomendada de estos productos es de 2°C
(Day, 1992); sin embargo, cuando la venta es a granel, suelen permanecer a
temperatura ambiente (25 °C) aproximadamente durante 72 h. Estas condiciones

podrian favorecer el desarrollo de L. monocytogenes en el alimento.



El objetivo de este estudio fue evaluar la presencia de L. monocytogenes en
Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus, asi como la sobrevivencia y potencial

crecimiento en presencia de L. curvatus en Agaricus bisporus.



2. ANTECEDENTES

2.1. Listeriamonocytogenes

2.1.1. Generalidades

L. monocytogenes es un patégeno facultativo intracelular con forma de baciloGram
positivo. La temperatura optima de crecimiento se ha reportado de 30°C, aunque se
sabe que puede desarrollar desde 1°C a 45°C, es decir a temperaturas de
refrigeracion comercial por lo que se le considera una bacteria psicotrofa. Crece en
un amplio rango de pH que va de 4.4 a 9.6 y también ante altas concentraciones de
cloruro de sodio (10%). Tiene motilidad a 28°C debido a sus flagelos peritricos, pero
la mayoria de las cepas de esta especie tienen una motilidad reducida cuando se

expone a temperaturas superiores (McMullen & Freitag, 2014; Mufioz, 2012).

L. monocytogenes se divide en 13 serovares, de los cuales 4b, 1/2 ay 1/2 b
presentan la mayoria de los casos en humanos (McMullen & Freitag, 2014). L.
monocytogenes es una bacteria ubicua, por lo que la podemos encontrar en tierra,
suelo, agua, forrajes, estiércol que se emplea como fertilizante, entre otros, por lo
que puede contaminar frutas y hortalizas con facilidad. También ha sido aislada de
alimentos que no se les ha aplicado algun tratamiento térmico, de igual forma puede
estar presente en alimentos procesados (Marti, 2008). En la Tabla 1 se muestran los
limites de crecimiento y sobrevivencia para L. monocytogenes (FSAI, 2005).

L. monocytogenes es causante de la listeriosis, la cual es una enfermedad que
presentan los seres humanos donde los sintomas pueden ser desde una
gastroenteritis hasta afecciones en el sistema nervioso central. La listeriosis
presenta una tasa de letalidad variante que va del 20% al 50% en personas
inmunocomprometidas. En mujeres embarazadas la enfermedad se llega a
manifestar con sintomatologia leve o como una infeccion asintomatica; sin embargo,
las embarazadas tienen un riesgo mayor de contraer listeriosis que el publico en
general, y el feto puede verse seriamente afectado. El mayor problema lo presentan

los neonatos con una tasa de letalidad entre el 20% y 45% (Kim et al., 2018).



Cuadro 1. Limites de crecimiento y sobrevivencia de L. monocytogenes

Sobrevivencia

Variables Desarrollo (no desarrollo)
Temperat -1.5a3 30 a 37 45 -18
ura
(°C)
pH 4.2a4.3 7.0 9.4 3.3a4.2
a
9.5
Actividad 0.90 a 0.97 >0. <0.90
de 0.93 99
agua
Sal (%) <0.5 2 10 >20
(FSAI, 2005)

2.1.2. Patogénesis

L. monocytogenes siendo un patdégeno transmitido por alimentos, ingresa al ser
humano a través del tracto intestinal, atraviesa las barreras intestinales, la
hematoencefélica y la placentaria. Al cruzar la barrera intestinal (Figura 1), se
absorbe en el lumen intestinal para atravesar las células epiteliales, en este punto,
si el sistemainmune no puede controlar la infeccidon, el patébgeno se seguira
multiplicando, éste puede pasar al torrente sanguineo y llegar a los ganglios
linfaticos. L. monocytogenes puede llegar a alcanzar el cerebro e incluso infectar la
placenta lo que seria letal para el feto (Sauer et al., 2019; Vera et al., 2013).

Una vez que L. monocytogenes se encuentra dentro de la célula, la toxina
listeriolisina O (LLO) asi como dos fosfolipasas C (PLC), lisan con rapidez la vacuola
fagocitica, y gracias a la ayuda de LLO la bacteria escapa de las vacuolas primarias y
secundarias (Figura 2), esto debido a la capacidad que tiene para formar poros en las

membranasde los fagosomas (Vera et al., 2013).
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intestinal (McMullen & Freitag, 2014).
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Una vez que L. monocytogenes se encuentra libre en el citosol expresa los genes
necesarios para obtener nutrientes para llevar a cabo la multiplicacién intracelular,
entre los cuales tenemos la proteina p60 que es producto del gen iap, es secretada
por todas las cepas del género Listeria y participa en los ultimos pasos de la division
celular. También se tienen evidencias que L. monocytogenes propicia las
modificaciones de las histonas para remodelar la cromatina, lo que se considera una

regulacion epigenética (Vera et al., 2013).

La regulacion de esta virulencia se da cuando la bacteria invade un hospedero y
pasa de ser un saprofito a un parasito intracelular. La proteina PrfA regula genes de
virulencia (como plcA, hly, mpl, actA, plcB, inlA, inIB, inlC y hpt), esta proteina se
encuentra directamente ligada con la expresion de los genes y puede actuar como

un activador o represor de los mismos (Vera et al., 2013).

2.2. Brotes causados por L. monocytogenes asociados a frutas y hortalizas
Durante los ultimos 30 afios se han relacionado los serotipos 1/2 a 'y 4b como los

principales causantes de la mayoria de los brotes de listeriosis en el mundo, dondela
incidencia para esta enfermedad esta entre 0,1 y 11,3 casos por cada millén de
habitantes al afio (Lomonaco et al., 2013; Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007). Se
han producido once retiros del mercado de alimentos como verduras y vegetales
desde 2013 segun la base de datos de European Commission's Rapid Alert System
for Food (RASFF), donde la mayoria fueron importados de Asia (Dygico et al., 2020).
Durante el 2011 un brote asociado a melén cortado produjo un total de 147 personas
afectadas, un aborto espontaneo y 33 muertes en 28 estados diferentes de EUA
(CDC, 2012). Durante ese mismo afio, otro brote asociado con lechuga romana
picada provocOd 84 enfermos y 15 muertes, la FDA analiz6 las muestras dando
positivo para L. monocytogenes (Shrivastava, 2011). Por otro lado, se reportd un
brote en hongos enoki contaminados con L. monocytogenes donde se tuvo un total
de 36 personas infectadas en 17 estados de los EUA, dicho producto provenia de
dos empresas ubicadas en la Republica de Corea (CDC, 2020). Es importante
resaltar que muchos de los brotes que se han reportado estan relacionados con

servicios de comida comunitaria, como hospitales o programas de comida a
9



domicilio, donde la mayoria de los consumidores eran personas de la tercera edad
(Gaul et al., 2013; Little et al., 2010; Smith et al., 2011). El cuadro 2 muestra una lista
de brotes de listeriosis causados por consumo de frutas y hortalizas frescas entre
2010y 2020 en E.U.

En E.U., la politica de regulacion para los alimentos impide la presenciade L.
monocytogenes en alimentos que estan listos para su consumo y en alimentos en los
que puede crecer esta bacteria, asi como todos aquellos alimentos que se les aplico

un tratamiento de coccion; esto es, debido a la seriedad de la listeriosis.

Por otro lado, en México no existen estimaciones precisas que nos indiquen la
prevalencia de este patdgeno, ni del costo monetario que esta enfermedad
representa, esto es debido a la falta de diagnéstico adecuado, asi como la falta de
registro y seguimientos de las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS)
por parte de las instituciones gubernamentales (Castafieda-Ruelas et al., 2014). Se
cuenta con poca informacién sobre L. monocytogenes y su intervencion clinica, a
pesar de que se cuentan con estudios que muestran a la bacteria en una amplia
variedad de alimentos, debido a esto, en ciertos campos de la industria alimenticia la
determinacién de L. monocytogenes ha ido ganando relevancia. Sin embargo, solo
se cuentan con normas oficiales como NOM-091-SSA1-1994 y NOM-121- SSA1-
1994 gue establecen la ausencia de L. monocytogenes solamente en productos
como el queso y la leche pasteurizada, aunque en otros alimentos no se ha
implementado una regulacion (Castafieda-Ruelas et al., 2018). Siendo México un
pais con millones de habitantes de los cuales casi la mitad se encuentra en situacién
de pobreza donde se concentra mas la vulnerabilidad alimentaria en comparacién
con zonas mas urbanizadas. Entre el 2012-2013, se reportaron 10,9 millones de
casos de diarrea en infantes teniendo muertes ocasionadas por las infecciones
intestinales, que se consideran una de las principales causas de morbilidad en el
pais. Teniendo en cuenta esta situacion, se debe de tener mas presente la seguridad
alimentaria en México, ya que ha sido reportado como el mayor importador
agroalimentario de América Latina y uno de los cinco paises del mundo que cumple
con todas las certificaciones para la exportacion de alimentos, las normas y
certificaciones alimentarias no son obligatorias para los productores mayoristas,

10



intermediarios y minoristas. Por lo que se debe tomar la responsabilidad en
cuestiones de seguridad alimentaria no solo por parte de los productores, sino

también de las instituciones encargadas para garantizar el bienestar de la poblacion

(Mayett-Moreno & Oglesby, 2018).

11



Cuadro 2. Brotes de listeriosis asociados con productos frescos.

Ubicacion del Muertes/casos Vehiculo Referencias
brote/afio (% de letalidad) de
comida
Texas, Estados 5/10 (50) Apio picado (Gaul et al., 2013)
Unidos, 2010.
Colorado, Estados 33/147 Melones (CDC, 2012)
Unidos, 2011. (22) enteros
lllinois y 2/5 (40) Brotes de (Garner &
Michigan, fritol Kathariou, 2016)
EE.UU., 2014. )
mungo
California, Estados 1/32 (3) Manzanas (CDC, 2014)
Unidos, 2014. acarameladas
Ohio, Estados Unidos, 1/19 (5) Ensaladas (CDC, 2018)
2016. empaquetadas
California, Estados 4/36 (11) Hongos enoki (CDC, 2020b)
Unidos, 2020.
Estados Unidos, 7/35 (20) Manzanas (CDC, 2017)
2017
Estados Unidos, 2/5 (40) Germen de soja (CDC, 2017)
2017
Estados Unidos, 33/147 Melon (CDC, 2017)
2017 (22) Cantaloupe

12



2.3. Hongos comestibles

Los hongos comestibles son considerados vegetales que no contienen clorofila ni
producen flores, suelen desarrollarse en sitios himedos y frescos (Barbado, 2003).
Su consumo esta relacionado con el alto valor alimenticio que éstos proporcionan,
por su sabor y facil digestion, contienen 90% de agua y 10% de materia seca, de la
cual el 27-48% representa el contenido total de proteina, el 60% esta dado por
carbohidratos destacando la fibra dietética y el 2-8% son lipidos. Por otro lado, el
contenido de minerales ronda entre el 6% y 11% dependiendo de la especie de
hongo; finalmente, los hongos comestibles son ricos en vitaminas especialmente las
del complejo B (Roncero-Ramos, 2015; Sanchez, 2004; Santa Catarina Del Monte
et al., 2006).

En México existen una gran variedad de especies de hongos comestibles y algunas
de ellas se han consumido desde tiempos prehispanicos. Basandose en la
diversidad vegetal mundial, reportaron que posiblemente existian entre 1 500 000 a
2 500 000 especies de hongos. En este pais se estimé que pueden haber 200 000
especies, de las cuales, s6lo se conocen 7 000 aproximadamente (Cano-Estrada &
Romero-Bautista, 2016). Son 6 las especies mas comercializadas, de las cuales el
champifién (Agaricus bisporus) y las setas (Pleurotus ostreatus) tienen mas

demanda en el mercado mexicano (Martinez-Carrera et al., 2022).

Aunque originalmente la produccién de hongos solamente se daba por temporadas,
ha sido gracias a la agroindustrializacion que se pueden producir miles de toneladas
de éstos para satisfacer las necesidades de la poblacion durante todo el afio. Debido
ague este alimento puede consumirse crudo sin algun tratamiento térmico previo, se
llega a llegado a considerarlo un alimento listo para el consumo; se estima un
consumo anual per capita de 0.620 kg al afio (Martinez-Carrera & Mayett-Moreno,
2016). La produccién anual de hongos frescos en México representa un volumen de
62,374 toneladas por afio, siendo México el 13° lugar de produccion a nivel mundial,
representando alrededor del 59% del total producido en Latinoameérica, generando
una ganancia econoémica en exportaciones de mas de 4 millones de délares anuales,

mientras que su comercio genera un monto anual aproximado de 150 000000
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dolares, generando empleos tanto en la produccion como en la comercializacionde
este alimento (Cano-Estrada & Romero-Bautista, 2016; Martinez-Carrera & Mayett-
Moreno, 2016).

2.3.1. Produccién

La preparacion del inéculo o “semilla” es la base principal para el cultivo comercial
desetas, y se refiere a la propagacion o desarrollo masivo del hongo en granos de
gramineas. Es necesario adaptar o construir un espacio que tenga las condiciones
ambientales necesarias para el hongo. Para su cultivo se necesita someter a
pasteurizacion el suelo que se va a utilizar para asi poder disminuir la carga
microbiana, posteriormente este se coloca en bolsas de plastico, se siembra la
“semilla” y por ultimo se incuba a 25+2°C durante un periodo aproximado de 2-3
semanas en completa oscuridad. El hongo se podra obtener 30 dias posteriores a

la siembra como se ilustra en la Figura 3 (Gaitan-Hernandez, 2017).
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Figura 3. Diagrama de produccién de hongos comestibles (Silva et al., 2010)

Posterior a la cosecha, los hongos son comercializados de manera inmediata o0 son
almacenados en refrigeracion. Estos se pueden comercializar a granel o pueden ser
colocados en charolas pequefias que estén cubiertas con un plastico adherente. Los
hongos suelen perder por dia del 1-2% de su peso inicial, por lo que lo ideal es

comercializarlos justo después de su recoleccion (Gaitan-Hernandez, 2017).

2.3.2. Fuentes de contaminacion de L. monocytogenes durante la produccion e

hongos comestibles

La contaminacién con bacterias patégenas puede suceder en cualquier punto del
desarrollo, cosecha y clasificacion de los hongos comestibles, siendo el suelo o
sustrato donde crecen un importante nicho de bacterias (Chikthimmah, 2006).
Algunos hongos se desarrollan en ecosistemas forestales donde el ganado pasta y
este tipo de ecosistemas provee una gran cantidad de animales o insectos que
pueden llegar hasta el hongo comestible y contaminarlo con bacterias ya sea directa
o indirectamente (Venturini et al.,, 2011); estos hongos generalmente son

recolectados a mano.

Debido a propiedades fisiolégicas como la alta tasa de respiracion y a propiedades
guimicas como el alto contenido de humedad, actividad de agua aproximada de
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0.98 y pH neutro, los hongos comestibles podrian ser en un medio ideal que permita
el crecimiento microbiano. Debido a estas caracteristicas y a su carga microbiana
antes del procesamiento, estos productos tienden a tener una vida de anaquel de tan
solo unos pocos dias (Kader, 2002; Martinez-Carrera et al., 1998). Generalmente los
hongos que se comercializan estan cultivados y cosechados a mano, estos son
procesados en una planta donde se empacan en pequefios contenedores sin haber
pasado por un proceso previo de lavado o desinfeccion, y una vez comercializados
se mantienen a temperatura ambiente lo que propicia el crecimiento de

microorganismos patogenos (Doores et al., 1987; Gonzalez-Fandos et al., 2001b).

Hay diversos factores que pueden favorecer la contaminacién de L. monocytogenes
durante el procesamiento de alimentos, entre ellos tenemos las condiciones de
higiene de toda la materia prima que entra a la planta, asi como también las
condiciones higiénicas en las que se encuentran las mismas instalaciones, la calidad
de agua utilizada durante todo el procesamiento. lwu & Okoh (2020) reportaron que
se encontré L. monocytogenes en el agua de riego y en suelos agricolas por lo que
esta bacteria podria contaminar con facilidad a productos frescos durante su
produccion. Por otro lado, hay factores que de igual manera podrian favorecer el
crecimiento del patégeno después del procesamiento como son las propias
caracteristicas del alimento (actividad de agua, pH, nutrientes, entre otros) y las
condiciones de temperatura/tiempo empleadas para distintas etapas en el proceso,

como el almacenamiento, lavado, y escaldado (Koutsoumanis et al., 2020).

Debido a la corta vida que presentan los hongos, éstos son empacados utilizando
atmoésferas modificadas (Permeabilidad de Oz de 25-000 cm® m-2 por 24 h y de vapor
de agua de 200 g m por 24 h a 25°C), esto con la finalidad de alargar su vida
poscosecha, retrasar senescencia del producto; asi como inhibir el crecimiento de
microorganismos aerobios presentes. Sin embargo, el uso de atmoésferas
modificadas en empacado o envasado puede estimular el crecimiento de bacterias
patogenas microaerofilicas o anaerobias incluso antes de que el producto seperciba
deteriorado; regularmente este tipo de productos se llegan a almacenar en
condiciones de refrigeracién (4-10°C), donde L. monocytogenes tiene la capacidad

de crecer en bajas concentraciones de O2y temperaturas bajas
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Leong et al., (2013) reportaron que, aungue en el sustrato utilizado en el crecimiento
de hongos no apoya el desarrollo de L. monocytogenes, si permite la sobrevivencia
de las células propiciando su transferencia a los hongos comestibles durante su
crecimiento. Por otro lado, se observoge durante el almacenamiento del hongo
comestible, la poblacion de L. monocytogenes disminuyddurante el tiempo analizado,
a pesar de las condiciones de pH (7.3) y el contenido de agua (83%). No obstante,
se reporté que L. monocytogenes permanecié viable a un periodo de 20 dias, lo que
nos dice que el patégeno podria sobrevivir en el alimento hasta el consumo (Leong
et al., 2013).
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2.4. Control de L monocytogenes en alimentos

Debido a que microorganismos patégenos pueden llegar al ser humano a través de
los alimentos, se deben tener medidas de higiene para asegurar que estos
alimentos estén libres de agentes patdégenos o se encuentren dentro de los limites
aceptables, si fuera el caso (Warriner & Namvar, 2009). Para el control de L.
monocytogenes en una planta productora de alimentos se necesita un uso eficaz de
desinfectantes, calidad microbiana de la materia prima o productos entrantes y
procesos antimicrobianos eficientes y oportunos, una falla en estos puede
comprometer la inocuidad y frescura de los alimentos. El uso inapropiado de los
desinfectantes puede permitir la sobrevivencia y adaptacion de cepas del patégeno
en las instalaciones durante largos periodos de tiempo (Tompkin, 2002). La
deteccidn de fuentes de contaminacion del patdgeno es fundamental para lograr el

control en el proceso y reducir el riesgo para la poblacién (Fox et al., 2015).

Entre los principales desinfectantes utilizados en hongos (champifién), encontramos
el peréxidode hidrégeno que se ha demostrado que reduce la carga microbiana
mientras quea su vez minimiza el pardeamiento cuando éste es utilizado en
combinacion con algunos agentes antioxidantes como el acido ascérbico (Sapers
et al., 2001). De igual forma, se cuenta con métodos para tratar las superficies de
los alimentos basados en rayos ultravioleta que pueden ser ain mas eficaces si se
combinan enun proceso mas avanzado con peroxido de hidrégeno (Hadjok et al.,
2008). Actualmente se aplica el peroxido de hidrogeno (3% viv) para el
procesamientode champifiones, aunque no resulta ser tan viable su uso debido a
gue es facilmente degradado por la actividad de la catalasa endégena. Por otro lado,
existen agentes desinfectantes alternativos que usan agua &cida electrolizada y
ozonizada que tienen la ventaja de no generar ni dejar residuos o subproductos
(Ding et al., 2011; Sapers et al., 2001). Otra opcion es la aplicacién de tratamientos
fisicos con efectoantimicrobianos, como calor, altas presiones, luz pulsada, pulsos
eléctricos, que pueden coadyuvar a la inocuidad del alimento; sin embargo, algunos

alimentos se afectan cuando se exponen a estos tratamientos (Garcia et al., 2010).

Entre las técnicas de conservacion de alimentos se encuentra la bioconservaciéon o

bioconservacién, que se define, segun lo reportado por Stiles, (1996), como:
18



‘extension de la vida de anaquel e inocuidad de un alimento a través del uso de
microbiota natural o controlada y/o sus compuestos antimicrobianos”. La
bioconservacibn hace que los microorganismos aumenten su potencial
antimicrobiano en los alimentos con un uso seguro, un ejemplo de bioconservacion
de alimentos mas comun es la fermentacion, que es un proceso basado en el
crecimiento de microorganismos afiadidos o propios del alimento (Ananou et al.,
2014; Garcia et al., 2010). Uno de los grupos microbianos mas usados para la
bioconservacion son las bacterias acido lacticas, estas producen acidos organicos,
bacteriocinas, péptidos, competencia por espacio y nutrientes, entre otros (Camargo
et al., 2018). L. curvatus es productora de la bacteriocina llamada curvatina, lo cual
puede llevar a una reduccion considerable de L. monocytogenes sin modificar la
calidad sensorial y también previniendo el crecimiento de bacterias deterioradoras
en el alimento. Este lactobacillus es capaz de producir su bacteriocina a
temperaturas de refrigeracion, lo que esta bacteria puede ser utilizada para la
bioproteccion de alimentos o productos refrigerados, sobre todo en productos

carnicos donde su eficacia ya estd demostrada (Stahnke et al., 2008).

Con base a la informacién anterior, se percibe la necesidad de contar con una
estrategia de control de L. monocytogenes en productos frescos como los hongos
comestibles, que no dependa de la aplicacién de calor, ni afecte las caracteristicas

de calidad del alimento.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo General

Evaluar la presencia de L. monocytogenes en Agaricus bisporus y Pleurotus
ostreatus, asi como la sobrevivencia y potencial crecimiento en presencia de L.

curvatus en Agaricus bisporus.

2.2. Objetivos especificos
1) Detectar L. monocytogenes Yy cuantificar microorganismos indicadores en
champifiones (Agaricus bisporus) y setas (Pleurotus ostreatus) que se
comercializan en la ciudad de Querétaro.
2) Evaluar el comportamiento de L. monocytogenes en Agaricus bisporus

almacenados a 10 y 25°C.

3) Evaluar el efecto de L. curvatus sobre el comportamiento de

L.monocytogenes en la superficie de Agaricus bisporus a 10 y 25°C.
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4. METODOLOGIA

4.1. Deteccion de L. monocytogenes y cuantificacién de grupos indicadores en

hongos comestibles que se comercializan en la ciudad de Querétaro

4.1.1. Obtencion de muestras

Se recolectaron hongos que se expenden en mercados y en supermercados en las
siete delegaciones de Santiago de Querétaro, México. Para la determinacién del
numerode muestras a obtener de cada mercado, se consideré el nimero de
habitantes de la delegacion en donde se encontraba el mercado, posteriormente, se
selecciond un supermercado que se encontraba en cada una de las delegaciones
de los mercados seleccionados de la ciudad; se colect6 un namero similar de
muestras en mercados y supermercados. Los puntos de recoleccion fueron 3
mercados (La cruz, Presidentes, Satélite) y 4 supermercados (Comercial Mexicana,
Walmart Plaza de toros, Walmart Uptown, City Market) localizados en las diferentes
delegaciones de la ciudad de Querétaro.

Inmediatamente después de la recoleccidn, las muestras de champifiones y seta se
transportaron en hielera con geles refrigerantes al laboratorio donde se mantuvieron

en frio (4°C) hasta su analisis (<8 h).

4.1.2. Preparacion de muestras

A partir de cada muestra se pesaron 50+5g de hongo y se colocaron en 50 mL de
diluyente de peptona (peptona de caseina 0.1%). Se homogenizo manualmente
durante 1 minuto. A partir de la suspension se realizé la deteccion de L.
monocytogenes y el recuento de microorganismos indicadores. El resto del liquido
se almaceno a 4°C hasta obtener el resultado de la prueba de PCR. Si ésta resultaba
positiva se procedido a detectar a L. monocytogenes mediante cultivo como se
describe en el Bacterial Analytical Manual (FDA, 2015)
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4.1.3. Deteccion de L. monocytogenes en hongos comestibles.

De los 50 mL de la suspension obtenida en la seccion 4.1.2, se tomaron 25 mLy
aproximadamente 25 g de los hongos (1/4 de muestra), se adicionaron con 25 mL de
caldo LEB (BioRad, EUA) a doble concentracion de citrato de amonio férrico
(2xFAC)(20 g/L), piruvato sédico y se llevo a incubar durante 4 h a 30°C. Finalmente
se afiadieron 200 mL de caldo BLEB, se homogenizaron las muestras y se incubaron

durante 44 h mas.

La deteccion de L. monocytogenes en las muestras previamente enriquecidas, se
realiz6 mediante una prueba de PCR de punto final utilizando un termiciclador
(Techne 512, Reino Unido ) (Godinez-Oviedo et al., 2017).

Se centrifugaron alicuotas de 1mL de las muestras enriquecidas a 8500 g durante 10
min, descartando los sobrenadantes. EI ADN se extrajo usando el Kit mericon DNA
Bacteria Plus Kit (Qiagen, EUA) segun las indicaciones del fabricante. Para la
reaccion de amplificacién se usaron los iniciadores y condiciones de amplificacion
gue se muestran en el Cuadro 3, una mezcla de reaccion All Taq Master Mix, 1 yL
de ADN y 1 ymol de cada iniciador (Aznar & Alarcon, 2003; Godinez-Oviedo et al.,
2017; Lee et al., 2020)(Cuadro 3). Las muestras positivas a la prueba de PCR se

confirmaron por cultivo siguiendo el procedimiento descrito a continuacion.
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Cuadro 3. Iniciadores utilizados para la deteccion de L. monocytogenes.

Primer Gen Secuencia (5'—3") Tamafio  Condiciones Referencia
blanco del de
amplicén amplificacién
de PCR
(bp)
LM1 hlyA F: CCTAAGACGCCAATCGAA 702 94°C/5 min Godinez-
LM2 R: AAGCGCTTGCAACTGCTC 35 ciclos: Oviedo et
94°C/30 s al., 2017
50°C/45 s
Extension
final:
72°C/5min

Se estriaron los enriquecimientos del caldo BLEB en el agar selectivo cromogénico
Harlequin® Listeria Chromogenic Agar (Ottaviani & Agosti) (Neogen, EUA) y en Agar
Oxford modificado (Neogen, EUA) (basado en la utilizacién de esculina). Todas las placas
se incubaron por 48 h, revisandolas tanto a las 24 h como a las 48 h. Se seleccionaron al
menos 5 colonias tipicas de cada placa y se purificaron en agar de soya tripticasa (BioRad,
EUA) con extracto de levadura al 0,6% (TSAYE), incubando las placas a 30°C durante 24-
48 h y las colonias sospechosas se identificaron mediante una prueba de PCR usando los
iniciadores y condiciones que se describen en cuadro 3. Adicionalmente los aislados de L.
monocytogenes se tipificaron serolégicamente usando antisuero para Listeria polivalente (BD
Difco, USA) (Hitchins et al., 2017).

4.1.4. Cuantificacion de grupos indicadores

A partir de la suspension obtenida en 4.1.2 se realizaron diluciones decimales en
diluyente de peptona (0.1%) y el recuento de los grupos indicadores basado en la
metodologia del Bacteriological Analytical Manual (FDA, 2015) como se sefiala a

continuacion.
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4.1.4.1. Bacterias acido-lacticas (BAL)

El recuento de BAL se efectu6 mediante la técnica de extension en superficie en
agar Man, Rogosa, Sharpe (MRS) (BioRad, EUA) y se incubaron a 30°C por 48 h.
Las coloniasdesarrolladas se les evaluo la respuesta al Gram y la produccién de

catalasa mediante agua oxigenada.

4.1.4.2. Bacterias mesofilas aerobias (BMA)

El recuento se efectué mediante la técnica de vertido en placa en agar de cuenta
estandar (BioRad, EUA) e incubacién a 35°C por 24 h.

4.1.4.3. Bacterias mesofilas aerobias positivas (BMA+)

El recuento se efectué mediante la técnica de vertido en placa en agar de cuenta
estandar (BioRad, EUA) adicionado de inhibidores (100 mg/L &cido nalidixico y 100
000 U/L polimixina B) de las bacterias Gram negativas y se incubarona 35°C por 24
h.

4.2. Evaluacion del desarrollo de L. monocytogenes sobre la superficie de hongos
comestibles

4.2.1. Obtencion de cepas de L. monocytogenes resistentes a rifampicina

Las cepas de L. monocytogenes aisladas del presente trabajo se activaron en caldo
soya tripticasa adicionada de extracto de levadura 0.6% (CSTEL), durante 24h a
30°C y se transfirio a 100uL a caldo MRS con rifampicina (100 ppm) y se incubo
nuevamente por 24h a 30°C, finalmente, se sembraron mediante hisopo en placas
de agar MRS con rifampicina (100 ppm). Las colonias que desarrollaron se aislaron
y almacenaron a congelacion (-20°C) en caldo soya tripticaseina adicionado con

15% de glicerol (Loo, 2017). Estas cepas fueron confirmadas por PCR.
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4.2.2. Preparacion del inoculo de L. monocytogenes
Se utilizaron cuatro cepas de L. monocytogenes aisladas en el presente trabajo y
gue mostraron resistencia a rifampicina. Se realizaron dos tipos de activacion de las
cepas: para el inoculo A, se activaron las cepas en caldo soya tripticasa durante 24
h a 30°C, posteriormente se tomoO una alicuota de este cultivo para realizar un
subcultivo que se dejaria incubando durante 18 h a la misma temperatura. El inoculo
B se realiz6 activando las cepas en caldo soya tripticasa a 10°C durante 24 h,
posteriormente, se tomo una alicuota de este cultivo para realizar un subcultivo e
incubarlo durante 3 dias bajo la misma temperatura. Cada inoculo se diluyé en una
proporcién 1:10 usando solucién salina isotonica (SSI 0.85%) para inocular los
champifiones, también se colocaron 100 pl de diluciones apropiadas de cada tipo
de inoculo en agar soya tripticasa con rifampicina para determinar la concentracion

del patégeno.

4.2.3. Inoculacién de Agaricus bisporus con L. monocytogenes
Champifiones adquiridos en un supermercado enteros, empacados, sin dafio
aparente y de aproximadamente 50 g cada uno se inocularon con 10 gotas de 10l
c/u de las suspensiones de células de L. monocytogenes y se esparcieron con la
ayuda de un asa bacteriolégica (~9 Log UFC/mL)(4.2.2). Las muestras se pusieron
en campana de flujo laminar por 30 min para permitir que el inoculo secara. La

concentracion del inoculo fue determinada por cultivo.

4.2.4. Empacado y almacenamiento
Los champifiones inoculados fueron empacados de manera comercial; en charolas
de unicel cubiertas con un plastico adherente. Las muestras inoculadas fueron
almacenadas a dos temperaturas diferentes de incubacion: 1) temperatura de
refrigeracion (4°C) y 2) temperatura que simule la ambiente (25°C) por un periodo

de 144 y 72 h respectivamente.

4.3.

Evaluacion del efecto de un Lactobacillus curvatus sobre el comportamiento
de L. monocytogenes en Agaricus bisporus y sus caracteristicas de calidad.
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4.3.1. Efecto de L. curvatus sobre el comportamiento de L. monocytogenes en
hongos comestibles
Para la aplicacion de la cepa de L. curvatus (CHR Hansen) se utilizé la
metodologia de(Sgrensen et al.,, 2016) con modificaciones. Se prepararon los
in6culos de L. monocytogenes como se sefiala en la seccidn 4.2.2 y se inocularon
champifiones (Agaricus bisporus) con el patdgeno como se describe en la seccion
4.2.3. Elinoculo de L. curvatus se preparo siguiendo las indicaciones del fabricante,
posteriormente se inoculd por aspersion, la suspension se aplicO mediante un
atomizador tratando de cubrir toda la matriz conuna sola aspersion. Las muestras
fueron empacadas como se sefiala en la seccion 4.2.4 y se almacenaron a 10 y
25°C. Peri6édicamente se tomo una porcion de aproximadamente 50 g de hongo y
se cuantifico el contenido de L. monocytogenes en agar soya tripticasa adicionado
de 100 ppm de rifampicina y el contenido de L. curvatus en agar MRS. De manera
simultanea se inocularon champifiones con L. curvatus para evaluar los cambios

gue pudiera tener L. curvatus en la calidad del alimento como se describe adelante.

4.3.2. Evaluacion del efecto de L. curvatus sobre la calidad de los hongos
comestibles

Se inocularon champifiones con L. curvatus para conocer el efecto que este pudiese tener

en la calidad de los champifiones, se incubaron a temperatura de refrigeracion (10°C)

durante 144 h y otro par de muestras se incub6 a 25°C durante 72 h. Se midieron los

diferentes parametros de calidad a champifiones sin L. curvatus tomandolos como control,

champifiones inoculados al tiempo cero (t=0) y a los champifiones transcurridos su periodo

de incubacion.

4.3.2.1. Determinacion de la actividad de agua (Aw)

Se trituré la muestra previo a la medicion de la actividad de agua usando el equipo
Aqualab (Decagon, EUA), la muestra se coloco en la celda del equipo procurando
ocupar como limite % de su capacidad. Preparada la muestra, se abrio el porta- celda
para colocar en ésta la celda con el alimento triturado y se permitio que el equipo

indicara el valor de la medicion.

4.3.2.2. Medicion de color
Para la medicion de color se utilizé un colorimetro CM-600D (Konica Minolta, Japon).
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El colorimetro se calibrd previamente a la lectura con los respectivos filtros blanco y

negro.

4.3.2.3. Preparacion de las muestras y analisis de pruebas de compresion
Se evallo la textura en el hongo completo centrado respecto a la base del
texturémetro. Se utilizo un texturémetro modelo TA-RT-KIT con una celda de carga
25000g y un punzén cilindrico de punta plana (longitud 37.47 mm y altura 54.20
mm). La velocidad de descenso fue de 2 mm/s y un porcentaje de compresion del
80% con respecto al tamafio inicial de la muestra. (Chen et al., 2001; Medina-Torres

et al., 2003). Las pruebas se realizaron por triplicado.

4.4. Disefoy analisis estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado y en dos ocasiones. Las
poblaciones de grupos indicadores se compararon entre punto de venta vy
presencia/ausencia de L. monocytogenes utilizando la prueba de Kruskal-Wallis. En la
evaluacion del efecto de L. curvatus sobre la sobrevivencia de L. monocytogenes se aplico
un disefio unifactorial completamente al azar teniendo como factor la presencia de L.
curvatus sobre la sobrevivencia o desarrollo de L. monocytogenes. Se aplicé la prueba de
Tukey para establecer diferencias con el control sin L. curvatus. Se emple6 el programa
JMP version 8.0.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Deteccién de L. monocytogenes y cuantificacion de grupos indicadores

Un total de 100 muestras de hongos comestibles fueron analizadas, de las cuales 67
fueron champifiones y 33 fueron setas. Estas se obtuvieron de mercados y supermercados
de la ciudad de Querétaro. Ambos alimentos mostraron valores minimos, maximos y
medianas similares en los diferentes grupos microbianos, por ello se decidié analizarlos
en conjunto. El Cuadro 4, muestra la distribucién de la frecuencia para cada grupo
indicador analizado (Bacterias Meséfilas Aerobias o BMA; Bacterias Mesobfilas Aerobias
positivas 0 BMA+ y Bacterias Acido Léacticas o BAL),, encontrando que para las bacterias
mesofilas aerobias (BMA) se encontré un maximo de 1.2x10*? UFC/50 g de alimento lo
que se encuentra por arriba segun lo establecido en el apéndice B de la Norma Oficial
Mexicana (NOM-093-SSA-1994) (DOF, 1994), donde se reporta que alimentos listos para
el consumo y vegetales crudos no debe exceder de 1.5x10° UFC/g para la cuenta total de
BMA. Cabe sefialar que esta norma no considera a las Bacterias Acido Lacticas (BAL) y
no se cuenta con un valor referencia con el cual contrastar. Se incluyé en este estudio
buscando si este grupo tuviera alguna asociacion con la presencia de L. monocytogenes,
dado que tienen cercania taxonémica. Con la misma intencion se propuso el grupo de las
Bacterias Mesdbfilas Aerobias Positivas (BMA+) como un posible indicador de la presencia

de L. monocytogenes.

Cuadro 4. Minimos, medianas y maximos de microorganismos indicadores en
champifiones y setas provenientes de mercados y supermercados de la ciudad de

Querétaro.
Minimo Media Maximo
Grupo indicador UFC/50 g
BMA 3.1x103 2.9x108 1.2x10%?
BMA+ 1x103 1x10° 1x10’
BAL 7.9x102 7.2x10% 4.6x107

Del total de las muestras analizadas (100), a partir del muestreo en mercados y
supermercados, 4 de estas fueron positivas a L. monocytogenes lo que corresponde al
4%, 3 de estas muestras provinieron de mercados y 1 de supermercado, lo que sugiere
una mejor calidad sanitaria en muestras recolectadas de supermercados que las que

fueron recolectadas en mercados locales.
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Chen et al. (2018) realizaron un estudio de prevalencia de L. monocytogenes en un total
de 665 hongos comestibles de diversas variedades incluidas Agaricus bisporus, Pleurotus
nebrodensis, Auricularia auricula, Coprinus comatus, Cordyceps militaris, Chanterellus sp.,
y Agrocybe cylindracea recolectadas de mercados chinos reportando que
aproximadamente el 21.10% de sus muestras fueron positivas a este patdégeno, esta
diferencia entre el porcentaje de positividad de este patdgeno en el presente estudio y en
el reportado por los autores se pudiera deber a la cantidad y variedad de muestras
analizadas, a las condiciones de empacado y al proceso poscosecha que tuvieron. La
correlacion entre los grupos indicadores y las muestras positivas y negativas a L.

monocytogenes se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Correlaciéon entre muestras de hongos comestibles positivas y negativas
a Listeria monocytogenes con grupos indicadores. Bacterias Mesofilas Aerobias
(BMA), Bacterias Mesofilas Aerobias Positivas (BMA+) y Bacterias Acido Lacticas (BAL).
Los resultados se presentan como la media + SE. Letras diferentes representan

diferencias estadisticas significativas (a = 0.05) aplicando la prueba de Kruskal-Wallis.
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Los resultados no muestran una correlacion entre la presencia del patéogeno (L.
monocytogenes) y este grupo indicador. En particular, las BMA pueden multiplicarse a
temperaturas de 35 a 37.8 °C en condiciones aerobicas, y los recuentos altos indican
condiciones antihigiénicas en productos expuestos al ambiente o desarrollo por
almacenamiento en condiciones que propician la multiplicacién bacteriana (Da Silva et al.,
2016). En general las bacterias patdgenas conocidas presentes en los alimentos son
mesofilas aerdbias (Montevideo & Social, 2014).

Para las BAL y BMA+, estos grupos microbianos se estan proponiendo en el presente
trabajo como posibles indicadores de la presencia de este patdégeno ya que poseen
caracteristicas taxonémicas y morfolégicas similares. Las BAL son bacilos cortos Gram
positiva, anaerobias facultativas, producen acido lactico a partir de la glucosa, crecen en
ambientes ligeramente acidos en un rango de pH de 4.5 a 6.5 (Parra, 2010). Este grupo
de bacterias comparten todas estas caracteristicas con L. monocytogenes por lo que se
pensd que pudiera tener una relacion en la presencia de estas y del patdgeno; sin
embargo, en los resultados obtenidos no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre este grupo y la presencia de L. monocytogenes.

A partir de cada grupo indicador se realiz6 una comparacion entre los sitios de muestreo
(mercados y supermercados) para observar si habia diferencias entre la calidad sanitaria
de los champifiones y setas dependiendo del lugar de origen (Figura 5), observandose
gue no hubo diferencias estadisticamente significativas segun el recuento de cada grupo
indicador en ambos sitios de muestreo y en ambos tipos de muestra (champifiones y
setas). Por lo que podemos concluir que no hay diferencias en la calidad sanitaria de los
hongos y setas entre los distintos sitios de muestreo. Esto puede deberse a que
independientemente del lugar de comercializacién, la calidad sanitaria esté mas
determinada por el lugar de produccién y las practicas que ocurren. También debe
considerarse que el nimero de muestras es pequefio, tal vez analizando un nimero mayor
de muestras en diferentes épocas del afio podrian detectarse algunas diferencias. Estos
resultados contrastan con los reportados por Martinez-Carrera et al. (2022) donde
reportaron que la calidad de los hongos comestibles es menor en mercados que la que se

encuentra en supermercados.
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Figura 5. Comparacién entre las poblaciones de los grupos indicadores de
champifiones y setas que se expenden en mercados y supermercados de la ciudad
de Santiago de Querétaro. Bacterias Mesbfilas Aerobias (BMA), Bacterias Mesofilas
Aerobias Positivas (BMA+) y Bacterias Acido Lacticas (BAL). Los resultados se presentan
como la media + SE de 6 datos. Letras diferentes representan diferencias estadisticas
significativas (a = 0.05) aplicando la prueba de Kruskal-Wallis.

5.2. Evaluacién del efecto de Lactobacillus curvatus sobre el desarrollo de
L. monocytogenes en la superficie de champifiones comestibles.
Se utilizaron las cepas de L. monocytogenes aisladas de los hongos comestibles para
preparar dos tipos de inéculo: A) Activaciones sucesivas a 30°C y B) Activacién a 10°C
para posteriormente inocular los champifiones y aplicar el L. curvatus. Se selecciono la
temperatura de activacion de 10°C porque se ha sefialado que con frecuencia estos
alimentos son almacenados a esta temperatura (Gonzalez-Fandos et al., 2001a). Se
seleccionaron dos temperaturas de almacenamiento considerando las dos principales
maneras de comercializacién (temperatura ambiente y en frio, pero sin llegar a ser

refrigeracion (4°C). Los resultados se muestran en las Figuras 6y 7.
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Figura 6. Desarrollo de Listeria monocytogenes con inoculo A en presencia de L.
curvatus a 10y 25°C. Los resultados se presentan como la media + SE. Letras diferentes
representan diferencias estadisticas significativas entre muestras con y sin L. curvatus y
el * representan diferencias de la concentracion final con respecto al inicio en cada

tratamiento (a = 0.05) por la prueba de Tukey.

Se puede observar en la Figura 6a un incremento en la poblacion total de L.
monocytogenes de aproximadamente 2 logaritmos a las 144 h de incubacion con respecto
a la concentracion inicial (t=0) en los champifiones sin L. curvatus. Con respecto a los
champifiones inoculados con el patégeno y L. curvatus se observa un decremento cercano
a 3.5 logaritmos con respecto a la concentracion en el tiempo cero (t=0) a los 144 dias de
almacenamiento, lo que nos indica que el L. curvatus reduce aproximadamente 5.5
logaritmos tomando en cuenta el crecimiento de L. monocytogenes en los champifiones a
10°C.

Mientras que en la Figura 6b se observa que el patdgeno desarrolla mas rapido, de hecho,
el estudio solo pudo evaluarse a las 72 h de incubacion ya que las muestras mostraron
oscurecimiento y deshidratacion, por lo cual el experimento en esa condicion se detuvo.

Se observé un incremento cercano a 2 logaritmos con respecto a la concentracion inicial
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(t=0), en tanto que en presencia del L. curvatus se reportd un decremento de L.
monocytogenes de un poco mas de 3 logaritmos en el mismo periodo de tiempo. El efecto
inhibitorio de la aplicacion de L. curvatus sobre L. monocytogenes alcanzaria al menos 4.5
logaritmos en los champifiones a 25°C. Se observo que, en las 72 h de incubacion en las
dos condiciones, el efecto de L. curvatus sobre L. monocytogenes es similar, lo cual
sugiera que la aplicacién de L. curvatus puede ser una alternativa viable para el control
del patdgeno en el alimento a ambas temperaturas.
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Figura 7. Desarrollo de Listeria monocytogenes con inoculo B en presencia de L.
curvatus a 10 y 25°C. Los resultados se presentan como la media + SEM. Letras
diferentes representan diferencias estadisticas significativas entre muestras con y sin L.
curvatus y el * representan diferencias de la concentracién final con respecto al inicio en
cada tratamiento (a = 0.05) por prueba de Tukey.

Por el otro lado utilizando el inoculo B bajo 10 o0 25°C, se obtuvo un comportamiento similar

del patdgeno a lo observado para el inéculo A. Tanto el inoculo A como el B representan

dos condiciones de las que puede prevenir L. monocytogenes cuando ingresa al alimento.

Si se ha mantenido en alguna superficie a una baja temperatura o proviene de alguna
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fuente a temperatura ambiente. Los resultados indican que independientemente de la
temperatura previa, el patégenos es capaz de desarrollar en el alimento y el L. curvatus
puede lograr inhibirlo (Figura 7a y b).

Gonzélez-Fandos et al.,, (2001) reportaron un crecimiento de 1-2 logaritmos de L.
monocytogenes durante las primeras 48 h en champifiones frescos empacados y
almacenados a 4 y 10°C, esta concentracion se mantuvo relativamente constante hasta
alcanzar los 8 dias de almacenamiento. Sin embargo, Leong et al., (2013) reportaron que
L. monocytogenes no fue capaz de crecer en champifiones frescos empacados después
de 7 dias de almacenamiento en condiciones de refrigeracion (10°C).

Se ha reportado el uso de BAL en productos lacteos como los quesos para el control de
L. monocytogenes, donde se obtuvo una disminucion de patdogeno de hasta 4 logaritmos
después de 7 dias de almacenamiento en refrigeracion (Coelho et al., 2014). Liu et al.,
(2008) reportaron que en quesos Cottage utilizando L. lactis hubo un decremento de hasta
casi 3 logaritmos después de 15 dias de almacenamiento en refrigeracion. Por su parte,
Marques et al., (2017) utilizaron una pelicula que contiene la concentracién bactericida
minima de CFS (contiene sustancias similares a la bacteriocina de L. curvatus) para el
control de L. monocytogenes por igual en quesos, donde concluyeron que el lactobacillus
logré reducir la concentracion del patégeno por debajo del limite de deteccién (2.7
Log/UFC) en quesos “Prato” durante 10 dias de almacenamiento en refrigeracion (10°C)
siendo la concentracion inicial de L. monocytogenes inoculada de 4 logaritmos. Estos
estudios concuerdan con los resultados obtenidos en el presente trabajo donde bajo las
mismas condiciones de refrigeracion el patégeno disminuye su crecimiento alrededor de
4 logaritmos; también nos indican que el uso de BAL puede ser un buen método de

biocontrol para este patégeno.

5.3. Evaluacion de la calidad de hongos comestibles inoculados con L. curvatus
Otro aspecto relevante es verificar que los tratamientos antimicrobianos no modifiquen
negativamente las caracteristicas de calidad de los alimentos, por ello se incluy6 la
evaluacion de las principales caracteristicas de calidad durante el almacenamiento de los
champifiones inoculados con el L. curvatus.

Los resultados de los parametros de color obtenidos para hongos inoculados con

L. curvatus para la temperatura ambiente (T=25°C) tomando en cuenta el periodo de
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incubacion de los champifiones inoculados con L. monocytogenes a esta temperatura,
mostraron que la blancura (valor L*) y el valor de la coordenada a* (rojo/verde) no tuvieron
un cambio drastico con respecto al control, mientras que los valores de la coordenada b*
(amarillo/azul) tuvo una disminucién de un poco mas de 15% con respecto a su valor inicial.
Por otro lado, los parametros obtenidos para los hongos almacenados a temperaturas de
refrigeracion (T=10°C) después de 144 h de almacenamiento mostraron que para los
valores que representan la blancura (valor L*) y el parametro b* mantuvieron ligeramente
por encima del control; sin embargo, los valores de b* tuvieron un decremento del 35%
con respecto al control (Cuadro 5). Gonzalez-Fandos et al., (2001) reportaron que durante
6 dias de almacenamiento no se observaron diferencias significativas en el color entre
champifiones almacenados a 4 y 10°C inoculados con L. monocytogenes.

Con estos parametros se determind el indice de pardeamiento (Bl) que representa la
pureza del color marrén y se considera un parametro importante asociado con la calidad
del champifidén (Kortei et al., 2015) (Figura 8). Este se calcul6 utilizando L*, a*, b* segun
Mohammad et al., (2008);

[100 (x—0.31)]
0.17

indice de pardeamiento (BI) =

donde:
(a*+1.75L%)

X=
(5.645L*+a*—3.012b%)

Cuadro 5. Promedio del cambio en los parametros de color en champifiones
inoculados con L. curvatus a temperatura ambiente (25°C) y temperatura de
refrigeracion (10°C) después de 3y 6 dias de almacenamiento respectivamente.

Parametro 25°C Control 25°C 10°C 10°C
AL* 78.26 80.24 80.55 78.62
A a* 3.15 3.81 2.54 3.85
A b* 19.90 21.21 20.47 20.17
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Figura 8. indice de pardeamiento en champifiones bajo diferentes condiciones de
almacenamiento. Los resultados se presentan como la media + SE de 6 datos. Letras
diferentes representan diferencias estadisticas significativas entre muestras (a = 0.05) por
la prueba de Tukey.

Se puede observar como el indice de pardeamiento es mayor al término del
almacenamiento con respecto al tiempo cero (t=0) pero es muy similar entre sus controles,

lo que nos indica que L. curvatus no afecta en este parametro de calidad.

Debido a que la enzima fenol peroxidasa en presencia de peroxido de hidrégeno, asi como
también la actividad de la enzima polifenol oxidasa en presencia de oxigeno son factores
gue ocasionan pardeamiento en la superficie de los champifiones. En el mismo sentido el
contenido natural de peréxido de hidrégeno en este alimento es bajo, por lo que se
considera que el FPO (Fendlicos libres y Polifenol Oxidasa) es el principal factor en el
pardeamiento poscosecha en Agaricus bisporus. La enzima responsable del pardeamiento
en champifiones es la tirosinasa, que entra en la familia de las FPO, debido a su alto

contenido en Agaricus bisporus (Zhang et al., 2018).

En la Figura 9 se presenta los cambios en la actividad de agua para cada uno de los
tratamientos aplicados a los champifiones. En el estado inicial (t=0) se muestra una
actividad de agua de casi 0.6, lo que es ligeramente menor en los champifiones sometidos
a temperatura ambiente; sin embargo, este tratamiento es muy similar a su control. Por
otro lado, en cuanto a los champifiones almacenados bajo temperaturas de refrigeracion,

se puede observar como el control y los champifiones evaluados al tiempo inicial no
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mostraron diferencias en este parametro, también los champifiones a los cuales se les
aplicé L. curvatus al final de la prueba no muestran diferencias con respecto a su control.
Por lo que podemos concluir que en cuanto a la actividad de agua, no se ve afectada por
la presencia de L. curvatus. Se ha reportado que la actividad de agua en champifiones
secados al aire durante 10 dias fue de 0,228+0,004, y que por lo tanto champifiones con
actividad de agua baja pueden influir en la retencion del color, recuento microbiano,

conservacion de la grasa cruda, entre otros factores (Zhang et al., 2018).

o
[
[

Actividad de agua (aw)
=2
=

Figura 9. Actividad de agua en champifiones comestibles inoculados con L.
curvatus bajo diferentes condiciones de almacenamiento. Los resultados se
presentan como la media + SE de 6 datos. Letras diferentes representan diferencias
estadisticas significativas entre muestras (a = 0.05) por la prueba de Tukey.

En la Figura 10 se observan los datos obtenidos para la prueba de dureza en los distintos
tratamientos aplicados a los champifiones. Se observa que no hay diferencias entre los
tratamientos y sus controles. Gonzalez-Fandos et al., (2001) realizaron un estudio en
champifiones inoculados con L. monocytogenes almacenados a 4°C y 10°C, donde
reportaron que aquellos que fueron almacenados a 4°C tuvieron mejores caracteristicas
de textura (16.5 N). Estos cambios se deben a que la tasa de respiracion de los
champifiones disminuye por lo que los cambios en la textura se retrasaron. Sin embargo
a 10°C no se mostraron diferencias significativas después de 2 dias de almacenamiento

(Gonzélez-Fandos et al., 2001a).
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Figura 10. Compresibilidad en champifiones bajo diferentes condiciones de
almacenamiento. Los resultados se presentan como la media + SE de 6 datos. Letras
diferentes representan diferencias estadisticas significativas entre muestras (a = 0.05)
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6. CONCLUSIONES

L. monocytogenes esta presente en champifiones y setas que se expenden en mercados
y supermercados de la ciudad de Querétaro.

L. monocytogenes es capaz de desarrollar en champifiones comestibles durante su
almacenamiento a 10 y 25°C, con lo que se incrementa el riesgo para el consumidor.

El uso de un biocontrol como L. curvatus es una alternativa viable a otros métodos de
control para reducir y controlar el crecimiento de L. monocytogenes en champifiones.

L. curvatus no modifica el color, textura y actividad de agua del champifién durante su
aplicacion y posterior almacenamiento a 10 y 25°C.
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