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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue investigar la incidencia de Salmonella enterica y
Virus de Hepatitis A e indicadores de calidad sanitaria de jitomate cherry obtenido
de dos tipos de establecimiento de comercializacion al menudeo y evaluar
desinfectantes para la inactivacion de S. enterica inmersa o no en biopelicula
inoculada en el fruto. Se tomaron 333 muestras de jitomate cherry provenientes de
supermercados y mercados, se cuantificdé el contenido de bacterias mesdbfilas
aerobias (BMA), hongos y levaduras (H&L), organismos coliformes totales (OCT) y
Escherichia coli, y se determiné la presencia de S. enterica. Del total de muestras,
se tomaron 112 muestras para la deteccion de virus de hepatitis A (VHA). Se
inocularon jitomates con S. enterica (8 log UFC/fruto) y se desinfectaron por 5 min
con hipoclorito de sodio (200 ppm), acido peracético (80 ppm) y un producto a base
de semillas de citricos (0.2 %). Se indujo la produccion de biopeliculas de S.
enterica, inoculando el jitomate (5 log UFC/fruto) y almacenandolo a 25 °C/72 h;
posteriormente, los frutos se desinfectaron como se describié previamente. Se
realizaron los recuentos en agar soya tripticaseina adicionado con rifampicina (200
ppm). La mediana del contenido de BMA oscil6 entre 4.4 y 2.4 log UFC/g en
jitomates obtenidos de supermercados y entre 4.8 y 2.9 log UFC/g en los
mercados. En el caso de H&L, los jitomates de los supermercados mostraron
medianas de 4.1 a 2.0 log UFC/g, y en los de los mercados de 4.5 a 1.5 log UFC/g.
Independientemente del sitio de muestreo, los valores de las medianas para OCT
fueron bajos (de 1.0 a 1.8 log UFC/g). E. coli se detectd en 5.4 % de las muestras
de supermercados y en 20.1 % de las muestras de mercados, siendo en ambos
sitios el contenido bajo (0.3 a 5.8 NMP/g). La incidencia de S. enterica en
supermercados y mercados locales fue de 14.1 y 7.8 %, respectivamente. El VHA
se detectd en 5.4 % de las muestras obtenidas de supermercados y no se revel6 en
las muestras de mercados. La aplicacion de hipoclorito de sodio, acido peracético y
el germicida a base de extractos de citricos redujo 5.4, 4.7 y 2.5 log UFC/qg,
respectivamente la poblacién de S. enterica adherida al fruto; el efecto disminuyé
cuando el patégeno estaba inmerso en la biopelicula (3.8, 2.8 y 3.2 log UFC/fruto,
respectivamente). El estudio expone el riesgo asociado al consumo del fruto y la
necesidad de implementar controles preventivos en su produccion 'y
comercializacion, y demuestra la baja efectividad de la desinfeccion quimica.

(Palabras clave: Jitomate cherry, Salmonella, Virus de hepatitis A, desinfeccion)



SUMMARY

The aim was to research the incidence of Salmonella enterica and Hepatitis A virus
(HAV) and microbiological profile of Cherry tomato from two retail points of sale and
to evaluate disinfectants for the inactivation of S. enterica immersed or not in biofilm
inoculated in the fruit. A total of 333 samples of cherry tomatoes were obtained from
supermarkets and markets, the content of aerobic plate counts (APC), molds and
yeasts (M&Y), coliforms and Escherichia coli were enumerated and the incidence of
S. enterica. Samples (112) were taken for the detection of HAV. Tomatoes were
inoculated with S. enterica (8 logio CFU/fruit) and disinfected for 5 min with sodium
hypochlorite (200 ppm), peracetic acid (80 ppm) and a citrus seed product (0.2%).
The biofilm production of S. enterica was induced by inoculating the tomato (5 logio
CFU/fruit) and storing it at 25°C/72 h; subsequently, the fruits were disinfected as
previously described. Counts were made on tripticasein soy agar added with
rifampicin (200 ppm). The median APC content ranged between 4.4 and 2.4 logio
CFU/g in tomatoes obtained from supermarkets and between 4.8 and 2.9 log CFU/g
in the markets. In the case of M&Y, supermarket tomatoes showed medians of 4.1
to 2.0 logio CFU/g and in the markets of 4.5 to 1.5 logi0 CFU/g. Independently of the
sampling site, the values of the medians for coliforms were low (from 1.0 to 1.8 logio
CFU/qg). E. coli was detected in 5.4% of the supermarket samples and in 20.1% of
market samples, with both sites having a low content (0.3 to 5.8 NMP/g). The
incidence of S. enterica in supermarkets and local markets was 14.1 and 7.8%,
respectively. HAV was detected in 5.4% of samples obtained from supermarkets
and was not found in market samples. The application of sodium hypochlorite,
peracetic acid and citrus seed product reduced 5.4, 4.7 and 2.5 logio CFU/qg,
respectively the S. enterica population adhered to the fruit; the effect decreased
when the pathogen was immersed in the biofilm (3.8, 2.8 and 3.2 logio CFU/fruit,
respectively). The study exposes the risk associated with fruit consumption and the
need to implement preventive controls in its production and commercialization, and
demonstrates the low effectiveness of chemical disinfection.

(Keywords: Cherry tomato, Salmonella, Hepatitis A virus, disinfection)
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1. INTRODUCCION

Los cambios en los estilos de vida actuales han permitido el incremento en el
consumo de frutas y hortalizas, lo que se ha traducido en el aumento en su
produccion. México es considerado como el centro mas importante de domesticacion
del jitomate y actualmente se encuentra dentro de los 11 paises con mayor
produccion anual de este cultivo, ocupando un lugar preponderante en el dmbito
economico y social. Con el aumento en la exportacion de este alimento se ha
presentado un incremento dramético en el nimero de brotes de enfermedades
alimentarias asociados a su consumo en Estados Unidos; entre los que se

encuentran patégenos como Salmonella y virus de hepatitis A (VHA).

En México no existe un programa de vigilancia epidemiolégica donde se
relacione la presencia de un patégeno en un alimento con el desarrollo de la
enfermedad en el consumidor debido a su ingesta. Conocer la incidencia de
Salmonella y Virus de Hepatitis A en un producto que se consume principalmente en
fresco como lo es el jitomate cherry, es de gran relevancia para poder conocer el
riesgo al que nuestra poblacién esta expuesta. Otro aspecto importante a considerar
es el tipo de cultivo (principalmente en invernaderos), por lo que el uso de
desinfectantes se puede ver restringido y el riesgo de contener algun patégeno a
humanos aumentado. Desafortunadamente, hasta ahora no existe un desinfectante
completamente eficaz para eliminar a los patdgenos presentes en la superficie del
fruto; la inactivacion microbiana se ve limitada por la capacidad que tienen algunos
patbgenos de desarrollar biopeliculas, debido a que son un conjunto de
microorganismos incrustados en sustancias poliméricas extracelulares, y con ello,
mas tolerancia a la accion del germicida. Por lo anterior, el objetivo del presente
trabajo fue investigar la calidad sanitaria, asi como conocer la incidencia de
Salmonella enterica y VHA en jitomate cherry de dos tipos de establecimientos
comerciales de la ciudad de Querétaro y evaluar la efectividad de diversos
desinfectantes en la inactivacion de S. enterica inmersa o no en biopeliculas

formadas sobre la superficie del fruto.



2. ANTECEDENTES

2.1. Frutas y hortalizas en la alimentacién humana

La produccién y exportacion de frutas y hortalizas se ha convertido en el area
mas dinamica de la agricultura mexicana durante las Gltimas décadas. México es
actualmente uno de los paises que mas exportan estos productos, especialmente a
los Estados Unidos de América (EE.UU.), lo cual suele explicarse en gran medida
por el proceso de apertura comercial iniciado desde la década de los noventa
(Macias, 2010; Yunez, 2012). Sélo entre el periodo de 2008 y 2010, una media del 24
% de los productores horticolas importados por aquel pais provinieron de México con
un valor de 8 500 millones de ddlares (Arias, 2014). México cuenta con mas de 14
millones de hectareas para cultivo, de los cuales casi 50 000 corresponden a
jitomate, obteniendo una produccion mayor a los 2 millones de toneladas de este
fruto (SIAP, 2017).

Este tipo de alimentos constituyen un grupo bastante heterogéneo que es
sobresaliente desde un punto de vista nutricional por su importante aporte de
vitaminas y minerales, asi como por su bajo contenido energético (Rivera, 2008). El
consumo per capita de hortalizas, tanto frescas como procesadas aumenté en
México en las Ultimas décadas en respuesta a los mensajes publicitarios sobre la
salud, asociados con el consumo de frutas y hortalizas, asi como a su disponibilidad
en formas mas convenientes (Maya, 2004). En EE.UU., el Departamento de
Agricultura recomienda el consumo de cinco a nueve raciones de frutas y verduras al
dia. Por su parte, el comité de expertos FAO/OMS recomienda un consumo minimo
de 400 g al dia (Hernandez, 2010).

Por otro lado, cambios en la dieta, especialmente por razones de salud y
estética, tienden al fortalecimiento del consumo de frutas y hortalizas frescas y
promueven que los consumidores adquirieran conciencia del grado nutricional y de

sus efectos en la salud (Benavides et al., 1999). Dado que existen pruebas cada vez



mas numerosas y contundentes de que un consumo adecuado de frutas y hortalizas
contribuye a prevenir muchas enfermedades y favorece la buena salud, aunque una
parte considerable de la poblacion mundial las consumen en cantidades insuficientes
(Hernandez, 2010).

Para el afio 2020, se espera un incremento en el consumo de frutas de 24 a
27 % y un incremento en el consumo de hortalizas de 19 a 24 %; este aumento
puede tener consecuencias no deseadas, si las frutas y hortalizas se producen bajo
condiciones que puedan propiciar su contaminacién con microorganismos patdégenos
ya que mas de 12 % de las enfermedades alimentarias estan relacionadas con el

consumo de productos frescos (Matthews, 2006).

2.1.1. Jitomate (Lycopersicon esculentum)

El origen del jitomate es la regién andina, particularmente de Pera, Ecuador,
Bolivia y Chile, pero su cultivo se extiende por todo el continente (Gosselin et al.,
2001). ElI nombre cientifico de la especie es Lycopersicon esculentum; el nombre de
jitomate procede del ndhuatl xictli, ombligo y tomatl, tomate, que significa tomate de
ombligo. Es una planta de la familia Solanaceae, de caracter climatérico. El fruto es
una baya ovalada, redonda o periforme. Su tamafio va desde pequefios frutos del

tamafo de una cereza, hasta enormes frutos de 750 g (Sanchez-Bel et al., 2012).

El jitomate es el segundo producto hortofruticola de importancia mundial
(Alvarez, 2014) y es el principal cultivo de la agricultura protegida. Este fruto se
cultiva en diversos paises, y hasta el 2016 el mayor productor fue China. México se
ubica en el décimo primer lugar en produccion; dentro de los principales estados
productores se encuentran Sinaloa, Michoacan, San Luis Potosi, Baja California y
Jalisco. El jitomate tiene el 22 % de la participaciéon nacional en la produccién de
frutas y hortalizas y el 99 % de su exportacion se destina a EE.UU. El consumo anual
en México es de 13.8 kg. (SIAP, 2016).



2.1.1.1. Jitomate cherry (L. esculentum var. Cerasiforme)

El jitomate se clasifica con base a su forma en seis tipos, del mas pequerio al
mas grande: grape (uva), cherry (cereza), Roma, tipo pera, bola estandar y bola
grande (SIAP, 2016). El jitomate cherry se produce en plantas de crecimiento
indeterminado; es pequefio y de piel delgada; los frutos se agrupan en ramilletes de
15 a mas de 50 frutos, tiene sabor dulce y existen de color rojo y amarillo (Saavedra
etal., 2017; FAO, 2012).

El jitomate cherry se diferencia del jitomate por su tamafo, sabor,
conservacion poscosecha y posibilidades culinarias. Su atractivo aspecto lo hace
apto para decoracion de platillos, asi como la facilidad de su consumo y sus
excelentes propiedades nutritivas lo convierten en un producto ideal para la
alimentacion de los nifilos. Su conservacion es durante prolongados periodos,
constituyendo un jitomate de larga vida comercial (mas 50 dias en temperaturas de
7-10 °C). Es una variedad que se adapta bien a invernaderos frios, tanto como cultivo
organico como hidroponico. Aunque presenta un mayor costo de mano de obra a
cosecha en comparacion con variedades como la Roma y bola, el menor nimero de
tratamientos terapéuticos y el buen precio que logren en el mercado lo compensa
(Yun et al., 2015).

2.2. Riesgos microbianos asociados al consumo de frutas y hortalizas

La microbiologia del agua y alimentos ha identificado tres componentes en la
configuracion del riesgo de enfermar resultante de su consumo: alimento, agente
patdégeno e individuo. El peligro microbiano se puede expresar con diferentes niveles
de riesgo y se encuentra influenciado por la contaminacién, sobrevivencia y
desarrollo del microorganismo patégeno en el alimento. La gestacion del riesgo inicia
con la contaminacion, y para los microorganismos de dosis infectante baja, la
contaminaciéon por si misma puede concluir en enfermedad siempre y cuando el

patdogeno pueda sobrevivir hasta el consumo. Sin embargo, otros patdgenos



requieren multiplicarse en el alimento para alcanzar la dosis infectante o para
sintetizar toxinas hasta una concentracion que tenga expresion clinica en el

consumidor (Escartin, 2008).

Huesped

Enfermedad

Figura 1. Triada microbiolégica de la enfermedad por consumo de agua y alimentos

En todo el mundo se ha incrementado la frecuencia de brotes de
enfermedades gastrointestinales asociadas al consumo de frutas y hortalizas
contaminadas (Kwon et al.,, 2017). Dentro de los principales microorganismos
patdgenos a humanos que se han encontrado involucrados en estos brotes estan
cepas patdégenas de Escherichia coli, Salmonella spp. y Listeria monocytogenes
(Nguyen-The, 2012). El agente causal de la mayoria de los brotes de enfermedad ha
sido Salmonella spp. En los EE. UU., esta bacteria ha sido la causante de brotes de
enfermedades por consumo de germinados contaminados, jitomate, rebanadas de
jitomate, de melén y de sandia (Orue et al., 2013; Kumar et al., 2017). Por otro lado,
enfermedades causadas por el virus de la hepatitis A (VHA) se han relacionado con
el consumo de jitomates y fresas azucaradas (Martin-Latil et al., 2012). El
conocimiento acerca de los parasitos y helmintos asociados al consumo de frutas y

hortalizas es limitado (Rojas Reséndiz et al., 2010; Garcia Galvan, 2009).

La importancia de la investigacién enfocada a la deteccion de patdgenos de

transmision alimentaria que pueden producir brotes de enfermedades radica en la



identificacion oportuna y la prevencion. Es necesario identificar claramente los puntos
de contaminacion durante el proceso y cuéales son los frutos con mayor probabilidad
de retener patdgenos. Algunos reportes indican que estos patdégenos tienen la
habilidad de internarse en los tejidos de las frutas y hortalizas. Esta habilidad de los
microorganismos podria representar un riesgo para la salud humana, aunque se
tenga la precaucion de lavar, desinfectar o eliminar la epidermis de los frutos (Avila-
Quezada et al., 2008).

En respuesta al reconocimiento de las hortalizas como vehiculos de
patdgenos, gran parte de la investigacion cientifica reciente se ha enfocado en el
desarrollo de métodos efectivos de descontaminacion. Con la excepcion de la
irradiacion, ninguan tratamiento de desinfeccion es definitivo, al menos en las
concentraciones aplicadas que no dafa la calidad sensorial del producto. Aun la
irradiacion podria no ser completamente efectiva contra virus en hortalizas. Esos
tratamientos tienen como objetivo bajar la carga microbiana, pero no siempre

resultan en frutas y hortalizas libres de patdgenos microbianos (Orozco, 2008).

2.2.1. Fuentes de contaminacion

La principal causa de brotes por consumo de frutas y hortalizas son los
microorganismos de origen entérico (CDC, 2017). La presencia de patdégenos
intestinales en la tierra es primordialmente el resultado de contaminacién fecal
accidental o intencional. Las frutas y hortalizas cultivadas en campo abierto estan
expuestas a diversas fuentes de contaminacion, incluyendo el agua de irrigacion,
tierra, estiércol, manipulacién de los trabajadores y heces (humanas y animales) que
pueden contener patégenos (FAO, 2003; Lopez Camelo, 2003). En la cosecha son
de especial interés la manipulacion humana, la maquinaria y el equipo, el agua de
lavado y enjuague, el aire y una posible contaminacion cruzada (Beuchat, 1996). Por
otro lado, durante la poscosecha, la contaminacion puede ocurrir por medio del
material de transporte, el agua del lavado y por contaminacién cruzada con otros
alimentos (Wachtel et al., 2002).



Mei et al. (2013) indicaron que, dentro de los factores ligados al sistema de
produccion, uno de los mas importantes es la intervencion humana, ya que es una
fuente de contaminacion que influye de manera autbnoma en las operaciones del
proceso de produccién y a su vez, puede modificar el medio para potencializar la

contaminacion y transmitirla de un lugar a otro.

A pesar de la multiplicidad de fuentes de contaminacion potenciales para las
frutas y hortalizas identificadas desde la labranza en campo abierto hasta los sitios
de preparacion, como las cocinas, es poco probable que operen simultaneamente.
La forma en que se gesta la contaminacién necesita investigar: cuando ocurren, en
gué circunstancias, como se distribuye y en qué intensidad, de manera que su
caracterizacion es compleja. Es indispensable conocer el comportamiento de
microorganismos de interés sanitario no solamente en el alimento cultivado, sino en
materiales agricolas de su entorno para decidir en qué términos podrian funcionar

como potenciales nichos y vehiculos de la contaminacién (Orozco Ramirez, 2008).

Los patégenos asociados a ETA’s son transmisibles a través de hortalizas o
frutas que se consumen crudas. Las llamadas ensaladas verdes que contienen
hortalizas como lechuga, brdcoli, zanahoria, jitomate, apio y otras, constituyen un
riesgo especial, suelen ofrecerse en las barras de restaurantes y prepararse en casi

todas las cocinas, incluidos los hogares (Sivapalasingam et al., 2004).

2.2.2. Brotes de enfermedad

La informacion epidemioldgica sobre enfermedades transmitidas por alimentos
en México es escasa e incompleta, por lo que es necesario recurrir a datos obtenidos
principalmente en EE.UU. Es importante resaltar que existe diferencia entre la

produccién de alimentos en México y EE.UU.



Los microorganismos capaces de provocar enfermedades humanas pueden
encontrarse en los productos agricolas crudos. En ocasiones forman parte de la
microflora de las frutas y hortalizas como contaminantes fortuitos provenientes del
suelo, el polvo y el entorno. En otros casos, se introducen en los alimentos a través
de malas practicas de produccidon y manipulacién. También estas pueden ser

vehiculos para la transmision de parasitos y virus (FAO, 2003).

En EE.UU., la proporcion de brotes asociados a frutas y hortalizas ha
incrementado; segun el CDC, los alimentos implicados en los ultimos 10 afios (2006-
2015) fueron pepinos, nueces, habas, mangos, melones, papayas y jitomates
contaminados con Salmonella enterica (CDC, 2015%). Para el VHA, las ensaladas,
emparedados, cebollas verdes, jitomates y lechugas, fueron los vehiculos implicados
brotes (Martin-Latil et al., 2012). Durante 2009-2012, se registraron 1008 brotes de
norovirus transmitidos por los alimentos, 48 % de todos con una causa conocida;
s6lo 67 brotes fueron vinculados a alimentos especificos, incluyendo las hortalizas
(30 %), las frutas (21 %) y moluscos (19 %) (Hall et al., 2014).

El hecho de que se produzcan grandes brotes causados por Salmonella
relacionados con el consumo de jitomates contaminados constituye una gran
preocupacion, considerando que mas de 2 millones de toneladas de jitomates
frescos se exportan de México a EE.UU. (SIAP, 2016). Durante el periodo
comprendido entre 1990 y 2008 el numero de brotes causados por S. enterica
asociados a los jitomates aumentd tanto en frecuencia como en magnitud. Estos
hechos resaltan que las estrategias de intervencion fueron inadecuadas para
asegurar que los jitomates no estén contaminados con S. enterica o con algun otro
patbgeno transmitido por alimentos. Es necesario seguir generando informacién
sobre los mecanismos de contaminacion del jitomate y los métodos de erradicacion

de los patégenos en el producto (FDA, 2003).

El primer brote multiestatal de Salmonella relacionado con el consumo de

jitomate fue en 1990; en 2005 ocurrieron dos brotes importantes en donde dos



serovares de S. enterica (Javiana y Montevideo) se vieron implicados y actualmente

también en empacadoras de jitomates (Lim et al., 2016).

Recientemente, diversos estudios epidemioldgicos reportaron un vinculo entre
los brotes de hepatitis A y el consumo de jitomates deshidratados en Australia, los
Paises Bajos y Francia (Donnan et al., 2012). La investigacion del brote en Australia
identificd a jitomates deshidratados importados de Turquia como el vehiculo mas
probable de transmision (Gallot et al., 2011). En México, la informacién acerca de

virus en jitomate no ha sido reportada.

2.2.3. Patbégenos de importancia en frutas y hortalizas

2.2.3.1. Salmonella enterica

Todos los afios, Salmonella causa un millbn de casos de enfermedades
transmitidas por alimentos en EE. UU., con 19,000 hospitalizaciones y 380 muertes
(CDC, 2015a). Los nifios pequeiios, los adultos mayores y las personas con sistemas
inmunes débiles son los mas propensos a padecer salmonelosis (Fernandez-
Escartin, 2008). En comparacion con el periodo 2010-2012, la incidencia de
infecciones causadas por Salmonella no tifoidea mostré una disminucion de 9 % en
2013 (Crim et al., 2015).

Salmonella es un bacilo Gram negativo, flagelado, movil, no encapsulado,
anaerobico facultativo; fermentador de glucosa, maltosa y manitol; perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae (Jiménez, 2012). Salmonella se clasifica en dos especies:
bongori y enterica (NCBI, 2016).

La mayoria de los serovares de Salmonella no tifoidea son consideradas
cepas productoras de diarrea y causan gastroenteritis aguda sin invasion. El serovar
Typhi causa invasion de las células epiteliales hacia la lamina propia, donde

provocan edema de la mucosa e inflamacion. Cuando los organismos llegan a la



lamina propia, producen pequefas cantidades de endotdxinas, que pueden actuar

como pirdgenos (Cabello, 2007).

Usualmente, se requieren al menos de 2 a 3 log de Salmonella enterica para
gue cause infeccién; sin embargo, se han reportado brotes en donde menos de 10
células han causado la enfermedad (Fernandez-Escartin, 2008). La salmonelosis
tiene un periodo de incubacién de 6 a 48 horas, y posteriormente el paciente
presenta nauseas, vomito y dolor abdominal tipo cdlico, siguiendo una diarrea de
intensidad moderada sin sangre, fiebre y atague al estado general (Jiménez, 2012).
Los sintomas usualmente se resuelven en una semana, pero el patdgeno puede
seguirse expulsando en la materia fecal entre 8 y 20 semanas segun la edad del
individuo infectado (Fernandez-Escartin, 2008). La bacteria en los lactantes y
personas mayores, asi como aquellos con sistema inmune comprometido, puede
propagarse de los intestinos al torrente sanguineo, causando una variedad de

enfermedades y en algunos casos incluso la muerte (Yun et al., 2015).

Algunas cepas de Salmonella tienen la capacidad de adherirse e invadir el
enterocito mediante pinocitosis; este proceso esta influenciado por la concentracién
de calcio, el cual dafa los lipidos de la membrana. Ya dentro del enterocito, la
bacteria se multiplica en el interior de una vacuola. La falta de mecanismos de

adhesion en una cepa suprime la fijacién a la mucosa intestinal (Escartin, 2008).

Una caracteristica de relevancia es que puede producir biopeliculas en
estados de estrés, por lo que aunado a su amplio rango de temperaturas y de pH
donde puede crecer, convierten a esta bacteria en una amenaza potencial (Diez-
Garcia et al., 2012).

2.2.3.2. Virus de la hepatitis A (VHA)

Los virus entéricos se introducen en el medio ambiente por contaminacién de

materia fecal humana; sin embargo, pocos son reconocidos como agentes causantes
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de enfermedades asociadas con los alimentos. El rotavirus, norovirus y el VHA son
los principales agentes etiologicos de las enfermedades diarreicas a nivel mundial

(Maunula y von Bonsdorff, 2014).

El VHA causa mas de 1.4 millones de nuevos casos en el mundo cada afio,
representando un costo mayor a los 36 000 délares para EE.UU. cada afio (CDC,
2003). VHA causa solo la forma aguda de la enfermedad, principalmente en los
nifios, mientras que el 70 % de los adultos presentaran manifestaciones clinicas

importantes, incluyendo hepatomegalia (Jacobsen y Wiersma, 2010).

La hepatitis A puede presentarse como casos aislados de individuos o en
epidemias que cubren grandes zonas. Los brotes se presentan con mayor facilidad
en las areas superpobladas donde imperan condiciones sanitarias deficientes (CDC,
2003). El VHA se transmite fundamentalmente por ruta fecal-oral ya sea por contacto
de persona a persona, o bien, por la ingestién de agua y alimentos contaminados, en

particular, mariscos, frutas y verduras (Martin-Latil et al., 2012).

El VHA es un virus de ARN de una sola hebra positiva clasificada en el género
Hepatovirus de la familia Picornaviridae (Coudray-Meunier et al., 2015); el VHA es
estable en el medio ambiente y es particularmente resistente a los desinfectantes,
calefaccion, presion y pH bajo (Casteel et al., 2008). Por otro lado, este virus puede
permanecer con capacidad infectiva y ser activo durante mas de 30 dias tras el riego
con lodos o efluentes (Butot et al.,, 2008). El agua usada en el riego y el abono
fertilizante pueden ser vehiculos de su dispersion en los cultivos en el campo. Se ha
observado que particulas virales de VHA inoculadas en zanahorias, hinojo y lechuga
sobrevivié durante 4, 7 y 9 dias, respectivamente. Ademas, el lavado no reduce

sustancialmente la contaminacion viral (Stals et al., 2012).

En cuanto a la fisiopatologia de la enfermedad, esta tiene un inicio insidioso y
se caracteriza por fiebre, malestar general, anorexia, nauseas, dolor abdominal;

conforme progresa la enfermedad, la persona presentara malestar general, coluria,
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acolia y prurito generalizado e ictericia. La dosis infectante va de 10-100 particulas
virales (Flores, 2016). El periodo de incubacion es de 15 a 50 dias, con un promedio
de 28 dias, su duracion es variable y va desde la enfermedad leve que dura de una a
dos semanas, hasta una afeccidn peligrosa incapacitante que permanece varios
meses; su duracion esta directamente relacionada con la edad y estado de salud del
paciente. La tasa de letalidad en nifios es de 0.1 %, en personas de 15 a 39 afios es
de 0.4 % y de 1.1 % en mayores de 40 afios de edad (Anthony, 2004; DGE, 2012).

VHA tiene dosis infectante baja y se encuentra en concentraciones bajas en
muestras de alimentos; ademas, se requiere un método de concentracion de virus
eficaz y rapido para el control de rutina. Debido a la ausencia de un método de
cultivo celular fiable para la mayoria de los virus entéricos implicados en brotes, la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa en tiempo real (por
sus siglas en inglés RT-gPCR) se utiliza ampliamente para la deteccion de virus de
ARN en muestras de alimentos. Uno de los requisitos generales para el diagndstico
viral se refiere a la utilizacion de un control de proceso para controlar la eficacia de
concentracion de particulas virales, extraccion de acidos nucleicos y la presencia de
inhibidores potenciales de la reaccion de RT-gPCR (Hennechart-Collette et al.,
2015).

2.3. Estrategias de control de microorganismos patégenos en frutas y
hortalizas

2.3.1. Buenas Précticas Agricolas (BPA)

El enfoque hacia el suministro de alimentos inocuos y de calidad promovido
por la Organizacion para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), se basa en la gestion
de riesgos a lo largo de toda la cadena alimentaria; este enfoque implica la aplicacion
de medidas reglamentarias en puntos adecuados de la cadena, desde las practicas
anteriores a la produccion hasta el punto de venta o de distribucion a los

consumidores, de manera que el alimento cumpla las normas vigentes (FAO, 2003).
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En el ambito internacional, el Codex Alimentarius es el organismo
intergubernamental encargado de establecer las normativas internacionales
relacionadas con la inocuidad de los alimentos, incluidos los productos hortofruticolas
(Pifieiro, 2007). En EE. UU., agencias gubernamentales como USDA y FDA han
publicado diversas guias para minimizar los peligros microbianos en frutas y
hortalizas (USFDA/USDA/CDC, 1998). Todos estos manuales estan basados en la
correcta implementacion del programa de BPA.

En México existe el Sistema de Reduccion de Riesgos de Contaminacion
(SRRC) gue implementan de forma voluntaria los productores de frutas y hortalizas.
Este programa también toma como base los principios establecidos en las BPA
(SENASICA, 2016).

El programa de BPA incluye estrategias para prevenir la contaminacion y
garantizar la inocuidad de los productos hortofruticolas desde su produccién en el
campo y hasta su cosecha y empaque. Especificamente, controla la contaminacion
de agentes fisicos, quimicos y biolégicos durante diversas actividades como: el riego,
la aplicacién de abonos orgéanicos, la cosecha y manipulacién tras la recoleccion, el
saneamiento de equipo y utensilios, el uso de pesticidas y el control de animales y

plagas (Escartin, 2008).

Evidentemente todas las actividades de control que se realizan deben de estar
debidamente registradas. Como requisitos para llevar un producto inocuo al
mercado. Esta es la primera etapa en el aseguramiento de la inocuidad, aunque el
alimento puede contaminarse. De aqui la importancia de mantener la cadena de
inocuidad alimentaria basada en el concepto “del campo a su mesa”, incluyendo el
empleo de un método de desinfeccion para las frutas y hortalizas, posterior al corte y

previo al almacenamiento (FAO, 2002).
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2.3.2. Métodos de reduccién de carga microbiana

La contaminacion superficial de frutas y hortalizas varia en namero vy tipo,
dependiendo del producto y del manejo, previo y posterior a la cosecha, que dicho
producto haya recibido. Muchos de los microorganismos estan asociados a particulas
de tierra y otro tipo de suciedad cercana a la fruta, en cuyo caso la remocion es
relativamente sencilla. Sin embargo, existe flora asociada cuya remocion es dificil ya
gue se encuentra formando biopeliculas superficiales o estdn ocupando lugares poco

accesibles como aberturas naturales o heridas (Speranza et al., 2016).

Existen varios métodos para reducir la carga microbiana superficial de frutas y
hortalizas. Cada método tiene ventajas y desventajas dependiendo del tipo de
producto y del proceso. En general, los métodos utilizados se basan en procesos
fisicos y/o quimicos (Lim y Harrison, 2016). Entre los fisicos podemos mencionar la
remocidn mecanica, los tratamientos térmicos y la irradiaciébn. Los quimicos
involucran el uso de agentes quimicos como desinfectante superficiales que se

utilizan en soluciones acuosas (Matthews, 2006).

2.3.2.1. Agentes desinfectantes

Los tratamientos con agentes desinfectantes se hacen en solucién acuosa por
inmersion o aspersion. El alcance del tratamiento depende del compuesto empleado
y de los microorganismos que se quieren eliminar (Kader, 2011). Por una parte, los
virus y quistes de protozoos generalmente exhiben mayor resistencia a los
desinfectantes que las bacterias y hongos (Tortora et al., 2007). En cuanto al
compuesto, la resistencia relativa varia en funcion de su tipo y pH, tiempo de
contacto, temperatura, tipo de accion mecanica y las propiedades quimicas y fisicas
de la superficie a tratar (USFDA, 2001).

Entre los agentes quimicos mas estudiados se encuentra el cloro aplicado a

concentraciones de 50 a 200 ppm durante 1 a 2 minutos (Silveira et al., 2008). La
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desventaja principal del cloro es que pierde poder germicida al contacto con la
materia organica o por la exposicion al aire, luz o metales. Por otra parte, el cloro
produce potenciales compuestos nocivos, incluyendo las cloraminas y trihalometanos
gue pueden ser una amenaza para la salud humana y el medio ambiente
(Richardson et al., 1998). Teniendo en cuenta la salud de los consumidores y los
problemas ambientales, se necesitan alternativas mas eficaces y mas seguros para
los consumidores (Yun et al., 2015). Es por ello que se han investigado compuestos
como el &cido peracético, peroxido de hidrégeno, fosfato trisédico y acidos organicos
(Wei et al., 1995; Silveira et al., 2008; Kader, 2011). Desde el 2001 la FDA aprobo el
uso de acido peracético para la desinfeccion directa de frutas y hortalizas a una

concentracion de 40-80 ppm (Speranza et al., 2015).

Un estudio demostré que la poblacién de S. Montevideo sobre la superficie de
jitomates se reduce de 5.2 log UFC/cm? a valores no detectables luego de un
tratamiento durante 15 s con fosfato trisddico al 15 % (Zhuang y Beuchat, 1996). Se
ha reportado también en jitomate una reduccién de 2 log UFC/g de S. Montevideo
empleando hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) (Zhuang et al.,, 1996). En jitomate
cherry, la aplicacién de recubrimientos de zeina con canela y aceite de mostaza
redujeron 4.6 y 2.8 log UFC/g respectivamente, después de 5 horas de haber
aplicado el recubrimiento (Yun et al., 2015). En jitomate cherry también se han
evaluado otros recubrimientos (HPMC, quitosano, carvacrol) como antifangicos
(contra Botrytis cinerea, Alternaria alternata y Aspergillus flavus) para evitar el
deterioro del jitomate, pero no se conoce su efecto en microorganismos patdgenos al
humano (Fagundes et al., 2013; de Souza et al., 2015). El tratamiento con calcio
calcinado tuvo una reduccion de 7.59 log UFC/fruto de jitomate sobre L.
monocytogenes; este producto también se probé en dos concentraciones (1y 2 %)
sobre semillas de alfalfa, logrando reducciones de 3.2 y 1.5 log, respectivamente
(Gandhi y Matthews, 2003). Estos resultados son prometedores vy justificarian una
investigacion posterior sobre Salmonella en jitomate cherry empleando calcio

calcinado al 1 %.

15



La eficiencia de la desinfeccion puede verse limitada debido a la adherencia
de bacterias a lugares inaccesibles sobre el producto como son los poros, superficies
cortadas, cicatrices y otras irregularidades; o bien debido a la presencia de
biopeliculas que pueden proteger a los microorganismos a la accién de los

desinfectantes (Zhuang y Beuchat, 1996; Casteel et al., 2008).

2.4. Biopeliculas bacterianas

El término biopelicula o “biofilm” se refiere a un consorcio funcional de
microorganismos unidos a una superficie e incrustados en sustancias poliméricas
extracelulares (EPS) producidas por los mismos microorganismos. La formacion de
un biopelicula es un proceso muy complejo y consiste en una adhesion inicial, micro-
colonizacion y produccion de EPS, seguido de maduracion. En el primer paso (Figura
2), varios factores, tales como la composicion del substrato, la quimica superficial y la
topografia de la superficie, el flujo de fluidos y la baja disponibilidad de nutrientes,
pueden inducir cambios fenotipicos de las células planctonicas (vida libre) a la forma

sésil (células unidas) en muy poco tiempo (Speranza et al., 2015).

No sorprende que mas de 99 % de todas las bacterias del planeta vivan en
una biopelicula, ya que los microorganismos ganan considerables ventajas al ser
parte de una comunidad. Los microorganismos son organismos vivos con una amplia
gama de especies fisiologica y metabdlicamente variadas que les permite colonizar
casi cualquier superficie que encuentren, asi como adaptarse y utilizar una gran
diversidad de substratos. Por lo tanto, una biopelicula puede ser una entidad de
pequefia o gran escala y en el entorno de procesamiento de alimentos pueden
encontrase con frecuencia. Las biopeliculas cerrados o '"verdaderos" ocurren
generalmente bajo condiciones del flujo continuo o intermitente y se considera que
tienen estructuras apiladas bien desarrolladas. Bajo condiciones estéticas, se ha
demostrado que se producen biopeliculas con diferentes arquitecturas vy
funcionalidades (Whitehead y Verran, 2015). La presencia de estas estructuras

dificulta la accion de desinfectantes y antimicrobianos (Aviles et al., 2013).
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Figura 2. Compleja interaccion de factores que conllevan a la formacion de biopelicula
(Modificado de Whitehead y Verran, 2015)

2.4.1. Etapas de formacion de biopelicula de Salmonella

Las etapas de formacion de biopelicula son: contacto y anclaje de bacterias
sobre superficie, formacién de microcolonias, comunicacién entre moléculas y
produccion de la matriz extracelular, la maduracion de la biopelicula y como ultimo
escalon del ciclo es la colonizacion de nuevas superficies (Figura 3). En la fase de
anclaje, esta puede ser instantanea y reversible, si se prolonga el tiempo de contacto

puede llegar a ser adhesion irreversible (Whitehead y Verran, 2015).
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Figura 3. Etapas en la formacion de biopeliculas (Davies et al., 1998)

El incremento de la poblacién en la biopelicula puede ocurrir mediante al
menos tres mecanismos. Uno de ellos es la division binaria de las células adheridas
a la superficie. El segundo mecanismo es la redistribucién de las células adheridas
mediante la movilidad superficial. Es decir que a medida que las células se dividen,
las células hijas se desplazan sobre la superficie para formar camulos celulares, de
manera similar a lo que ocurre en la formacién de colonias en las placas de agar. Un
tercer mecanismo de agregacion es la captacion de células planctonicas a partir del
fluido hacia la biopelicula desarrollado. La contribucién relativa de estos tres
mecanismos depende de los organismos involucrados, la naturaleza de la superficie
colonizada y las condiciones fisicas y quimicas del medio ambiente e impacta sobre
la estructura de la biopelicula (Phillips, 2016). Las células inmersas en biopeliculas

suelen adquirir caracteristicas importantes como: el aumento de la tolerancia a los
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antibioticos, la resistencia a germicidas. Actualmente se acepta generalmente que el
modo de crecimiento de la biopelicula induce la tolerancia bacteriana a la
desinfeccibn que puede conducir a preocupaciones econémicas y de salud
sustanciales (Charlebois et al., 2017). En la formacion de microcolonias y desarrollo
se lleva a cabo un mecanismo de comunicacion intercelular quorum sensing o
autoinduccion, la cual permite la union de células planctonicas en el medio
circundante, ademas se lleva a cabo un incremento en la produccion de EPS por

parte de las bacterias (Phillips, 2016).

En la etapa de maduracion de la biopelicula, se desarrolla una estructura
organizada, adaptandose a los cambios en poblacion y disponibilidad de nutrientes y
de oxigeno. Finalmente, puede ocurrir desprendimiento de componentes de la
biopelicula y colonizacion de nuevas superficies si las condiciones son favorables
(Whitehead y Verran, 2015).

La biopelicula es un modo protegido de crecimiento bacteriano que representa
ventajas para las bacterias participantes: proteccion frente a agentes
antimicrobianos, hay un incremento de la disponibilidad de nutrientes, asi como de
moléculas de agua, reduciendo el riesgo de deshidratacion, finalmente, la proximidad

a otras bacterias, facilita la cooperacion y la transferencia de genes (Gracia, 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Investigar la presencia de Salmonella enterica y Virus de Hepatitis A e indicadores de
calidad microbiologica de jitomate cherry obtenido de puntos de comercializacion de
la ciudad de Querétaro, y evaluar la eficacia de desinfectantes contra Salmonella

enterica inmersa o no en biopelicula inoculada en el fruto.

3.2. Objetivos especificos

1. Cuantificar los microorganismos indicadores de calidad sanitaria en jitomate

cherry obtenido en puntos de comercializacion.

2. Determinar la incidencia de Salmonella enterica y Virus de Hepatitis A en

jitomate cherry obtenido en puntos de comercializacion.

3. Evaluar la eficacia de desinfectantes en la reduccién de Salmonella enterica

inmersa o no en biopeliculas formadas sobre la superficie de jitomate cherry.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Equipos, materiales y reactivos

4.1.1. Equipos

Balanza analitica digital, 120 g x 0.0001 g (BJ 1200C)
Bafio Maria de precisiéon (Precision Modelo 251)
Campana de bioseguridad 2 (Modelo BSC-1800 Il B2-X)
Centrifuga de mesa (Microcentrifuga Dynamica, Velocity 15)
Cuenta colonias (Reichert Quebec)

Homogenizador (BagMixer, Interscience)

Incubadoras de precision (Thermo Scientific)
Potenciometro (Jenway)

Termociclador (Biorad)

Transiluminador UV (MiniBis Pro, DNR, Neve)
Ultracongelador a -70 °C (Froilabo)

Vortex (A. Daigger Genie 2)

4.1.2. Materiales

Filtros de nanoalimina de 24 mm (Ahlstrom Filtration LLC, Mt Holly Springs, PA)
Kit de pipetas para PCR (Rainin)

Kit QlAamp Viral RNA Mini (Qiagen)

Kit RT-PCR (Invitrogen)

Micropipetas (Thermo Scientific)

Hieleras portatiles

4.1.3. Medios de cultivo
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Agar cuenta estandar (ACE), (Bioxon, BD, Mexico City, Mexico)
Agar lisina-hierro (LIA), (Dibico)

Agar papa dextrosa con &cido tartarico (APD), (Dibico)
Agar bilis rojo violeta (ABRV), (Dibico)

Agar soya tripticaseina con rifampicina (200 ppm), (Dibico)
Agar sulfito bismuto (ASB), (Dibico)

Agar triple azucar hierro (TSI), (Dibico)

Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD), (Dibico)

Agua de triptona (AT), (Dibico)

Caldo lactosado, (Dibico)

Caldo lauril sulfato con MUG (BD DIFCO)

Caldo tetrationato (Dibico)

Caldo rappaport, (Dibico)

Extracto de carne (Dibico)

4.1.4. Reactivos

Agarosa (Bioline, 2 %)

Agua destilada estéril

Agua libre de nucleasas (Qiagen)

Buffer TBE 1X

Glicina (Sigma-Aldrich)

Go Taq Colorless Master (Promega)

Iniciadores para Salmonella enterica (InvA F y InvA R) (Sigma-Aldrich)
Iniciadores para VHA (SH-Prot-A-F y SH-Prot-1-R) (Integrated DNA Technologies)
Reactivo de Kovac

Tris HCI, ultra pure (Gold Biotechnology)

Sybr Safe (Invitrogen)

4.1.5. Soluciones
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Acido peracético (Saniper 20)

Desinfectante a base de semillas de citricos (Total citrus)

Solucién de hipoclorito de sodio (Quimica Zeux)

Solucién salina isotonica (0.85 % NacCl)

4.1.6. Material biolégico

Cepas de Salmonella obtenidas de American Type Culture Collection (ATCC):

Salmonella enterica Enteritidis ATCC 13076
Salmonella enterica Montevideo ATCC 8387
Salmonella enterica Thompson ATCC 8391
Salmonella enterica Typhimurium ATCC 23595
Salmonella enterica Typhimurium ATCC 14028

Cepas de Salmonella aisladas de jitomate cherry durante el presente estudio que

seran almacenadas en el cepario del Laboratorio para la Evaluacion y Control de

Riesgos Microbianos en Alimentos:

Salmonella enterica Montevideo, JT107
Salmonella enterica Agona, JT185
Salmonella enterica, JT217

Salmonella enterica, JT282

Salmonella enterica, JT330

Virus de hepatitis A (VHA) HM175/18f ATCC VR-1402

42. Métodos

4.2.1. Sitios de muestreo

Se tomaron muestras en ocho establecimientos comerciales de la ciudad de

Querétaro (distribucién geografica en Apéndice 8.1):

Supermercados
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v' Comercial Mexicana (MEGA) (A)

v' Walmart de México, S. De R. L. De C. V (B)
v' Superama (C)

v' Soriana (D)

Mercados
v' Central de abastos de Querétaro (E)
v' Mercado Josefa Ortiz de Dominguez (La Cruz) (F)
v" Mercado Escobedo (G)
v" Mercadito UAQ (H)

4.2.2. Muestreo

Jitomates tipo cherry (rojos y amarillos) se colectaron de cuatro
supermercados (A, B, C y D) y de cuatro mercados locales (E, F, G y H) de la
ciudad de Querétaro, adquiriendo un total de 333 muestras, en el periodo
comprendido entre mayo de 2016 y febrero de 2017. Cada muestra consistio de
aproximadamente 300 g, que, en el caso de los cuatro supermercados y de los
mercados F y G era el peso del producto contenido en cajas de polietileno
tereftalato (PET) mientras que, en mercado local (E y H) la muestra se tomo a
granel por el vendedor. En los supermercados B y C se venden las mismas marcas
de jitomate cherry; en los mercados locales se desconoce el origen de las
muestras. En los supermercados, en cada muestreo se colectaron
aproximadamente siete muestras de cada sitio de venta, mientras que, en los
mercados, el niumero de muestras colectadas se vio reducido debido a la baja
disponibilidad de producto; en el caso particular del establecimiento comercial H,
s6lo se encuentra disponible un dia de la semana. Una vez obtenidas las muestras,
se transportaron a temperatura ambiente al Laboratorio para la Evaluacion y
Control de Riesgos Microbianos en Alimentos para su analisis el mismo dia. Del
total de muestras, se tomaron 112 para realizar la extraccién de ARV viral, con el

fin de emplearlo en la deteccion de VHA; 56 de supermercados y 56 de mercados.
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Tabla 1. Programa de muestreo

Tipo de Sitio de

Tipo de
. A B g
Establecimiento  muestreo cultivo
A 59 15 Organico
B 44 14 Orgénico
Supermercado c 54 15 Orgéanico
D 48 12 Desconocido
E 22 18 Desconocido
F 67 26 Desconocido
Mercado local G 33 12 Desconocido
H 6 0 Organico

A: NUumero de muestras analizadas para grupos indicadores y deteccion de S. enterica

B: NUmero de muestras procesadas para deteccién de VHA

4.2.3. Cuantificacion de grupos indicadores de calidad sanitaria

De cada muestra se tomaron 50 g (entre 3 y 7 frutos) al azar y se colocaron
en bolsas con filtro Whirl-Pak con 50 mL de solucién amortiguadora de fosfatos (1
M, pH 6.8); la mezcla se homogeneiz6 en un BagMixer 400 a maxima velocidad por
1 min, para posteriormente realizar diluciones decimales. Los analisis se basaron
en las técnicas referidas en el Bacteriological Analytical Manual (BAM). Se realizé la
cuantificacion por la técnica de vaciado en placa: para BMA en agar cuenta
estandar (Maturin y Peeler, 2001), para OCT en agar bilis rojo violeta (Feng et al.,
2013) y para H&L en agar papa dextrosa (adicionado con 10 % de acido tartarico)
(Taurnas et al., 2001); el limite de deteccion fue de 1 UFC/g de jitomate cherry. La
estimacion de E. coli por la técnica de nUmero mas probable (Feng et al., 2013) con
un limite de deteccién de 0.3 NMP/g.

4.2.4. Deteccidon de Salmonella enterica

De cada una de las muestras, se tomaron 50 g de jitomate cherry, se
agregaron 50 mL de caldo de preenriquecimiento universal (1:2), incubando la

mezcla a 35 °C por 24 h. Posteriormente se transfirié6 una alicuota de 1 mL a caldo
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tetrationato y 0.1 mL a caldo Vassiliadis-Rappaport, y se incubaron a 35 °C por 24 h
y 42 °C por 24 h, respectivamente. Para el aislamiento de Salmonella, se utilizaron
placas de agar xilosa lisina desoxicolato y agar sulfito bismuto, las cuales se
incubaron a 35 °C por 24 h. Diez colonias con morfologia tipica fueron sometidas a
pruebas bioquimicas en agar triple azUcar hierro, agar hierro lisina y caldo urea,
ademas de confirmacion por serologia (Antigenos O y Vi de Salmonella) a partir de
un subcultivo en agar soya tripticaseina (AST) (Andrews et al., 2016) y mediante un
ensayo de PCR (Liu et al., 2002).

4.2.5. Confirmacion de Salmonella enterica por ensayo de PCR

Las cepas de Salmonella aisladas de jitomate se activaron en caldo soya
tripticaseina (CST) a 35 °C por 24 h; se tomd 1 mL de cultivo y se centrifugd a 7000
rom durante 5 min, la pastilla se suspendié en 1 mL de solucion salina isotonica
(NaCl 0.85 %) para calentarse en un termoblock durante 10 min a 94 °C.
Posteriormente, se llevé a cabo la PCR empleando GoTag Colorless Master Mix,
los iniciadores InvA F (CGCGCTTGATGAGCTTTACC) e InvA R (CTCGTAATTCG
CCGCCATTG) (1.25 mM) y 1 pL ADN en un volumen final de 20 uL. Las
condiciones de PCR incluyeron una etapa de desnaturalizacion a 95 °C por 5 min,
30 ciclos: de desnaturalizacion (95 °C por 30 s), alineacion (60 °C por 90 s) y
extension (72 °C por 90 s); ademas de una extensién final a 72 °C por 5 min; el gen
blanco fue InvA y el tamafio del amplicon esperado de 437 pb. El producto
amplificado se revelé mediante electroforesis en un gel de agarosa (2 %) con Sybr
Safe a 100 V durante 40 min, se observo en luz UV y se recuper6 la imagen (Liu et
al., 2002).

4.2.6. Deteccion de virus de hepatitis A

4.2.6.1. Procesamiento de las muestras de jitomate cherry

De cada una de las muestras, se tomaron 50 g de jitomate cherry y se

sumergieron parcialmente (un tercio del fruto no quedd inmersa en el liquido) en
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una solucién amortiguadora [0.1 M Tris-HCI (pH 7.0)1 M NacCl]. La parte no cubierta
del fruto se enjuag6é con 500 uL de la solucion amortiguadora empleando una
micropipeta. El jitomate se gir6 25 veces dentro de la solucion amortiguadora y la
parte no cubierta se enjuagd en cada ocasion de con el fin de desprender las
particulas virales presentes en la superficie del fruto. Después de la desorcion, la
solucion primaria se pasoé a través de un filtro de nanoalimina de 24 mm (tamafio
de poro de 2 um, 4601 grados) a una velocidad de 10 mL/min para concentrar las
particulas; se adicionaron 500 uL de solucion amortiguadora de glicina (3 % de
extracto de carne, -0.37 % de glicina) sobre el filtro y se dejé en contacto por un
minuto. Posteriormente se obtuvo el filtrado y en dos alicuotas de 200 pL se realizé
la extraccién de ARN total empleando QIAamp Viral RNA Mini kit (Morales-Rayas et
al., 2009).

4.2.6.2. Deteccion por RT-PCR

La deteccion del VHA se llevé a cabo con los iniciadores propuestos por
Guevremont et al. (2006) (Tabla 1). Se emplearon los reactivos de RT-PCR
(Invitrogen) en reacciones de 25 pL de volumen final con 150 nM de cada iniciador,
100 U/uL de RT/Tag y 5 uL de ARN viral. Las condiciones de RT-PCR fueron: 55
°C por 30 min de retrotranscripcion, 95 °C por 3 min seguido de 40 ciclos de 94 °C
por 15 s, 55 °C por 30 sy 72 °C por 30 s, y una extension final de 72 °C por 5 min
(Guevremont et al., 2006).

Tabla 2. Secuencia de iniciadores para RT-PCR

4 i P Tamarfio de
Patdgeno Iniciador Secuencia (5'>3’) amplicon
Virus de SH-Prot-A-F ATG GAT GCT GGR GTT CTT AC 172 pb

hepatitis A SH-Prot-1-R ART TGG CAG CAATTTCTT CAA G

Los productos amplificados se sometieron a electroforesis en un gel de

agarosa al 2 % con SybrSafe, dicha electroforesis se realiz6 a 50 V durante 45 min.
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Transcurrido el tiempo, se observé el gel de agarosa en camara de luz UV y se

capturé la imagen.

4.2.6.3. Deteccion por RT-gPCR

La deteccién del VHA se llevé a cabo con los iniciadores propuestos por
Guevremont et al. (2006) mediante el empleo de los reactivos Rotor-Gene SYBR
Green PCR (Qiagen), usando la cepa de referencia de VHA (control positivo). Las
condiciones de RT-gPCR se establecieron en funcion de protocolo Rotor-Gene
Sybr Green. Para estandarizar el método de deteccién se evalud la concentracion
de iniciadores (250, 200 y 150 nM), temperatura de alineaciéon (53, 54, 55 y 56 °C),
tiempo de retrotrancripcién (10 y 30 m) y volumen final de reaccion (10 y 25 ul). El
volumen final de la reaccion fue de 25 puL que contenia: 12.5 uL de mezcla de
reaccion, 150 nM de cada iniciador, 0.5 uL de RT, 4 uL de agua libre de nucleasas
y 5 uL de ARN viral. Las condiciones finales de RT-gPCR fueron: 55 °C por 30 m de
retrotranscripcion, 95 °C por 5 m seguido de 40 ciclos de 95 °C por 5 s, 54 °C por
10 sy 54 °C por 10 s, y al final un aumento de temperatura de 65 °C hasta 95 °C.

Los productos amplificados se revelaron como se menciona en el apartado 4.2.6.2.

4.2.7. Evaluacion de desinfectantes para la inactivacién de S. enterica
en la superficie de jitomate cherry

4.2.7.1. Preparacion del fruto

Para los experimentos de desinfeccion se adquirieron jitomates cherry cultivar
‘Small fry’ de supermercados. Se seleccionaron frutos sin dafios, sin suciedad
aparente y de tamafo uniforme, sin lavado previo al experimento. Cada fruto se
peso (16 g + 1 g aproximadamente) y se registraron los datos. Los jitomates se
colocaron en una charola estéril y se secaron en una campana de bioseguridad a

flujo laminar durante 20 min aproximadamente.
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4.2.7.2. Preparacion del inéculo

En esta serie de experimentos se emplearon dos mezclas de cepas de
Salmonella: una mezcla de cinco cepas de referencia (S. Enteritidis ATCC 13076,
S. Montevideo ATCC 8387, S. Thompson ATCC 8391, S. Typhimurium ATCC
23595 y S. Typhimurium ATCC 14028) y otra conformada por cinco cepas que
fueron aisladas de jitomate cherry en los muestreos previos (S. Montevideo JT107,
S. Agona JT185, S. enterica JT217, S. enterica JT282 y S. enterica JT330).

A partir de los viales de las 10 cepas de Salmonella mantenidos en
congelacion (-70 °C) se transfirieron 40 uL a caldo soya tripticaseina con
rifampicina (CSTR, 200 ppm) y se incubaron a 35 °C por 24 h. Al final de la

incubacion, se llevaron a cabo dos resiembras sucesivas en el mismo medio.

Del dltimo subcultivo, se tom6 1 mL y se centrifugé durante 3 min a 10000
rpm. Se desechd el sobrenadante y al paquete celular se le agregé 1 mL de
solucion salina isoténica (NaCl 0.85 %). Las cepas de referencia y las cepas
aisladas de jitomate se mezclaron por separado tomando volimenes iguales de
cada vial. Se cuantific6 el namero de células en cada mezcla en agar soya
tripticaseina con rifampicina (ASTR, 200 ppm) mediante la técnica de vaciado en

placa; las placas se incubaron a 35 °C por 24 h.

4.2.7.3. Inoculacién

Los jitomates cherry se inocularon por separado con las dos mezclas de
cepas de Salmonella. En la parte central del fruto se colocaron cinco gotas de 5 L
cada una para tener una concentracion de aproximadamente 5 x 108 UFC/fruto. Se

dejaron secar en flujo laminar durante 40 min a temperatura ambiente.
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4.2.7.4. Aplicacion de tratamientos de desinfeccion

El dia del experimento se prepararon las soluciones de los desinfectantes:
hipoclorito de sodio (200 ppm), desinfectante a base de extractos de semillas de
citricos (0.02 %) y &cido peracético (80 ppm). Las soluciones se distribuyeron (50
mL) en vasos de plastico estériles; se incluyo agua destilada estéril como control de
arrastre. La concentracion de las soluciones de hipoclorito de sodio y del &cido
peracético se valoraron mediante el método propuesto por AOAC (Apéndice 8.1y
8.2).

Los jitomates cherry inoculados y secos, se sumergieron en las soluciones
desinfectantes durante 5 min. Finalizado el tiempo de contacto, los jitomates se

colocaron en bolsas estériles que contenian 50 mL de caldo neutralizante.

4.2.7.5. Cuantificacion de S. enterica

Se realizé la cuantificacion de las células de S. enterica en cada muestra
antes y después del secado, y después de la aplicaciéon de los tratamientos de
desinfeccidn, asi como en los controles negativos (muestras de jitomate cherry no
inoculadas). Los jitomates suspendidos en caldo neutralizante se frotaron
vigorosamente desde el exterior de la bolsa con la mano durante 1 min.
Posteriormente, se prepararon las respectivas diluciones decimales y se procedio a
la cuantificacion de S. enterica empleando ASTR mediante la técnica de vaciado en
placa. Las placas se incubaron a 35 °C por 48 h. Las colonias que desarrollaron en
el agar se cuantificaron y el resultado se expresé en log UFC/g de jitomate cherry.
La reduccion (expresada en log UFC/g) se obtuvo restando la poblacion

sobreviviente de cada tratamiento de la poblacion obtenida después del secado.
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4.2.8. Evaluacion de desinfectantes para la inactivacion de células de
S. enterica inmersas en biopeliculas desarrolladas en la

superficie de jitomate cherry

4.2.8.1. Formacion de biopeliculas de S. enterica in vitro

Primeramente, se evalu6 la capacidad de 10 cepas de Salmonella (cinco
cepas de referencia y cinco aisladas de jitomate cherry, (apartado 4.2.7.2.)) para

formar biopeliculas, mediante la metodologia propuesta por Kim et al. (2009).

Se prepararon cultivos frescos de cada una de las cepas (apartado 4.2.7.3.)
y se distribuyeron 40 uL de cada cepa en cuatro placas de 96 pocillos estéril a una
concentracion de 1 x 10° UFC/mL, se dej6 secar en flujo laminar durante 40 min;
concluido el tiempo, se adicionaron 210 yL de CSTR. Se incubaron durante 72 h a
25 °C para permitir la formacion de biopelicula. Se usé como control CSTR (250 pL)
sin in6culo. Las placas se lavaron dos veces con SSI (250 pL) y en cada lavado se
dejé reposar durante 5 min. Posteriormente, se adicionaron 250 yL de metanol
grado molecular, se dej6é actuar por 15 min, y se decantd. Cada pocillo de la placa
se tind con 250 pL de cristal violeta durante 5 min a temperatura ambiente.
Después de retirar la solucion de tincién, los pocillos de la placa se enjuagaron tres
veces con agua destilada estéril y se dejaron secar. Se anadieron 250 pL de acido
acético glacial y se midié la absorbancia en un lector de microplacas a 595 nm. Se
cuantifico la produccion de biopolimeros a las 0, 24, 48, 72 y 96 h de incubacion. El
experimento se llevé a cabo por triplicado y en cada ocasion se incluyeron ocho
réplicas técnicas. Con los resultados obtenidos (absorbancias mas altas a las 48 h)

se seleccionaron las cinco cepas con mayor capacidad para producir biopeliculas.

4.2.8.2. Formacion de biopelicula de S. enterica en jitomate cherry

Para esta serie de experimentos se usaron jitomates cherry cultivar ‘Small

fry’ obtenido de supermercados. Se seleccionaron frutos sin dafos, sin suciedad
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aparente y de tamafio uniforme. Cada fruto se peso (12 g + 1 g aproximadamente)
y se registraron los datos. Los jitomates se colocaron en una charola estéril y se

secaron en flujo laminar durante 20 min.

Primeramente, se propicié la formacion de la biopelicula sobre la superficie
del jitomate cherry, para ello se emplearon las cinco cepas con mayor capacidad
para formar biopeliculas seleccionadas previamente (apartado 4.2.8.1.). Se
prepararon cultivos frescos de cada una de las cepas como se describié en el
apartado 4.2.7.3 y se mezclaron en proporciones iguales. La suspension bacteriana
se inocul6 sobre el fruto colocando 5 gotas de 10 pL, alcanzando una
concentracion inicial aproximada de 5 x 10° UFC/fruto; los frutos inoculados, se
secaron en flujo laminar durante 40 min. Posteriormente, se almacenaron a
temperatura ambiente (25 °C) y 97 % de humedad relativa durante 72 h para

favorecer la formacion de la biopelicula bacteriana.

De manera simultanea, la suspension bacteriana empleada como indculo
para el fruto se distribuydé en una placa con 96 pozos (50 uL/pozo; sin la adicion de
caldo de cultivo), se incubd bajo las mismas condiciones en que se almaceno el
fruto (25 °C; HR 97 %; 72 h) para inducir la formacion de biopeliculas. La
cuantificacion de los biopolimeros y de las células inmersas en biopeliculas
formadas en los pozos de la placa se llevé a cabo como se describié en los

aparados 4.2.8.1.y 4.2.7.6, respectivamente.

4.2.8.3. Aplicacion de los tratamientos de desinfeccion

Los jitomates en los cuales se formaron las biopeliculas de S. enterica se
sometieron a desinfeccion con hipoclorito de sodio (200 ppm), desinfectante a base
de extractos de semillas de citricos (0.02 %) y acido peracético (80 ppm) siguiendo
el procedimiento previamente descrito (apartado 4.2.7.4.) y se cuantificaron las
células sobrevivientes como se describe en el apartado 4.2.7.5. La reduccion de la

poblacion de S. enterica se obtuvo restando la poblacién sobreviviente de cada
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tratamiento de la poblacion obtenida después de las 72 h de incubacién de los

frutos.

4.3. Analisis estadistico

Se calcularon las medianas de los contenidos de los grupos indicadores
(BMA, OCT, H&L) y se llevé a cabo una comparacion no paramétrica de las
poblaciones microbianas mediante la prueba de Wilcoxon/Kruskal-Wallis utilizando
el programa JMP 10.0.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC). Para S. enterica, E. coli y

VHA los resultados se expresaron como el porcentaje (%) de incidencia.

El disefio experimental para la desinfeccion de células adheridas se conto
con dos factores (tipo de desinfectante y tipo de cepas) y su interaccion (Tabla 3).
En desinfeccién de células inmersas en biopelicula el disefio fue unifactorial (tipo
de desinfectante) con cuatro niveles. En todos los experimentos la unidad
experimental fueron 5 frutos.

Tabla 3. Disefio experimental

Factor Nivel

Tipo de Hipoclorito de sodio
desinfectante - L.
Acido peracético
Producto a base de semillas de citricos

Agua destilada estéril
Tipo de cepas ATCC

Aisladas de jitomate cherry

En los tratamientos de desinfeccién las poblaciones sobrevivientes de S.
enterica después de la aplicacion de los tratamientos de desinfeccion se analizaron
mediante un analisis de varianza. Las medias de los tratamientos se compararon
mediante la prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0.05 utilizando el
programa JMP 10.0.0 (SAS Institute Inc., Cary, NC).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Grupos indicadores de calidad sanitaria

Las muestras de jitomate cherry colectadas en mercados locales mostraron
en general una mayor carga de BMA, H&L y OCT que las de los supermercados;
particularmente, el mercado F mostré los valores mas altos (P<0.05) para los tres
grupos indicadores y el supermercado B los valores mas bajos (Tabla 4). En
México, no se cuenta con una norma oficial que indique la carga microbiana
permitida para frutas y hortalizas frescas analizadas en punto de comercializacion.
Asi que considerando que el jitomate cherry va directamente al consumidor y se
consume generalmente en fresco, se tom6é la NOM-093-SSA1-1994 como
referencia, la cual se refiere a las especificaciones sanitarias para la preparacion de
alimentos (incluyendo las ensaladas) en establecimientos fijos. El limite méaximo
permitido de BMA y OCT para ensaladas frescas es de 4.7 y 1 log UFC/g,

respectivamente; H&L no se considera en esta norma (NOM, 1994).

Tabla 4. Contenido de microorganismos indicadores en muestras de jitomate
cherry obtenidas de supermercados y mercados

Tipo de Sitio de Numero de Mediana (rango) expresado en log UFC/g
Establecimiento muestreo muestras BMA H&L OCT
A 59 4.1(6.7)BPa 31 (45)® 1.0(4.7)°C
Supermercado B 44 24(3.6)F 2.0(4.0)8 1.03.1)¢
C 54 3.2(6.5)° 27(45)8 1.1(4.7)8¢
D 48 4.4 (7.5)"B¢  41(7.8)* 1.1(3.3)¢
E 22 3.2(5.6)° 21(45)8 16(3.9) "
F 67 4.7 (6.7) A 4.4 (7.2~ 1.8(3.8) "
Mercado local
G 33 4.8 (6.2) "B 45(6.2)* 1.2 (4.4)"8C
H 6 29(27)CPE  15(25)B 1.0(1.6)"EC

a pPara cada columna, las medianas con letras diferentes representan diferencia estadistica
significativa (P<0.05) empleando comparaciones no paramétricas de Wilcoxon/Kruskal-
Wallis entre los dos tipos de establecimientos comerciales para cada grupo indicador.

BMA: bacterias mesofilas aerobias; H&L: hongos y levaduras; OCT: organismos coliformes

totales. Rango = Valor méximo — valor minimo
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Las BMA presentaron valores de medianas que van de 2.4 hasta 4.8 log
UFC/g, mostrandose diferencias significativas entre los establecimientos (P<0.05).
Los mercados F y G, asi como el supermercado D mostraron los valores mas altos
de BMA; mientras que en el mercado H y en el supermercado B se encontraron los
valores mas bajos. En el caso de mercados, las condiciones de los
establecimientos se encontraban descuidadas, los valores elevados de BMA se
pueden asociar a contaminacién ambiental presente, aunado a la manipulacién de
los jitomates por parte de clientes y vendedores; en el caso de supermercados, el
producto se encontraba empacado, pudiéndose deber los valores altos de BMA a

contaminacion previa a la comercializacion.

Cérdenas et al. (2013) encontraron un contenido de BMA de 3.6 y 3.2 log
UFC/g en las variedades Roma y Bola, respectivamente. Asimismo, Zoellner et al.
(2016) reportaron una carga bacteriana alta (5.8 log UFC/g) en jitomates Roma
muestreados en la etapa de comercializacion. Finalmente, Avila et al. (2014)
obtuvieron medianas que van de 4.5 hasta 6.7 log UFC/g en pimiento morrén, un
fruto que pertenece a la misma familia (Solanaceae) que el jitomate, colectado en
invernaderos. El conteo de BMA es un grupo extenso que incluye una gran
diversidad microorganismos presentes en un alimento. En alimentos procesados,
valores elevados se pueden asociar con la presencia de patégenos (Orozco et al.,
2008b). En productos frescos como el jitomate, niveles elevados de BMA pueden
no estar asociados con la presencia de patdgenos, ya que, dada la naturaleza del
alimento (cultivado en campo y expuesto a contaminacién ambiental), se expone a
diferentes fuentes de contaminacion; sin embargo, si los productos reciben un

tratamiento de desinfeccion esta poblacién podria disminuirse (Escartin, 2008).

En cuanto al contenido de H&L en los jitomates cherry, las muestras
colectadas en el supermercado D y los mercados F y G presentaron las medianas
mas altas (4.1, 4.4 y 4.5 log UFC/g, respectivamente) (Tabla 4). Se pueden
observar que los jitomates obtenidos de mercados se encontraban en un estado de

madurez mayor que aquellos adquiridos supermercados, encontrandose menor
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frescura en las muestras obtenidas de los mercados, disminuyendo la vida de

anaquel del producto.

Zoellner et al. (2016) encontraron una mediana del contenido H&L de 1.3 log
UFC/g en jitomate Roma y un valor maximo de 3.8 log UFC/g. En pimiento morrén,
Avila et al. (2014) reportaron medianas para este mismo grupo de microorganismos
que van de 5.7 a 6.2 log UFC/g. Los H&L se emplean como indicadores de frescura
en frutas y hortalizas; valores menores a 3 log se relacionan con producto fresco;
asimismo, suelen ocasionar deterioro cuando su contenido oscila entre 6 y 8 log
UFC/g (Barth et al., 2009).

La mediana del contenido de OCT en los jitomates obtenidos de
supermercados oscilé entre 1.0 y 1.1 log UFC/g, mientras que en los de mercados
locales entre 1.0 y 1.8 log UFC/g; es decir, los valores mas altos estan por encima
de los limites permitidos por la NOM-093-SSA1-1994 (<1 log UFC/g). Los mercados
obtuvieron las cargas mas altas; pudiéndose atribuir a malas préacticas agricolas
aunado a una deficiente/ ausente desinfeccion previa al transporte del producto.
Estos resultados son similares a los reportados en jitomate Roma (1.0 log UFC/Q)
por Zoellner et al. (2016). En otras variedades de jitomate y otros frutos se han
encontrado valores mas elevados. Cardenas et al. (2013) encontraron recuentos
similares de 2.6 log UFC/g para jitomate Roma y bola. Avila et al. (2014) mostraron
medianas que van de 2.0 a 4.5 log UFC/g en pimiento morron. van Dyk et al. (2015)
evaluaron muestras de jitomate Roma obtenidas en campos de cultivo, mercados
locales y centros de distribucién, presentando contenidos de OCT de 0.5, 4.0 y 4.5
log UFC/g, respectivamente. Heredia et al. (2016) reportaron que el contenido de
OCT en melones, chiles jalapefios y jitomates Roma durante la comercializacion de
los productos fue de 7.1, 3.6 y 3.0 log UFC/g, respectivamente. Castro-Rosas et al.
(2011) encontraron en chile jalapefio y serrano 7.4 y 6.9 log UFC/muestra,
respectivamente, valores mucho mas elevados que los encontrados en el presente
trabajo. La cuantificacion de OCT se aplica para determinar la calidad sanitaria del

entorno donde se procesan alimentos y para evaluar la efectividad de algunos

36



tratamientos de desinfeccién (Fernandez-Escartin, 2008). El jitomate después de su
cosecha se somete a un proceso de seleccion, desinfeccion (opcional) y
empacado, aunado a que debe permanecer en refrigeracion durante su
comercializacion, con el fin de prolongar su vida de anaquel (Park et al., 2012).
Desafortunadamente, cuando se aplica la desinfeccién esta informacion no se
indica en el empaque, y por tanto no es posible asociar el nivel de OCT encontrado
con la efectividad de los tratamientos de desinfeccibn que posiblemente se

pudieron aplicar al jitomate.

Por otro lado, E. coli se detecto en el 3.4 % de las muestras de
supermercado en concentraciones de 0.3 a 0.4 NMP/g (-0.52 a -0.04 log NMP/g).
En los mercados cuando estuvo presente E. coli (20.3 % de las muestras) fue en
concentraciones bajas de 0.9 a 5.8 NMP/g (-0.05 a 0.76 log NMP/q) (Tabla 5). No
hubo diferencias significativas entre cada uno de los sitios de muestreo (datos no
mostrados). Las muestras con las incidencias mas altas de E. coli fueron las
obtenidas en los mercados E, F y H, con porcentajes de positividad de 50, 19.4 y

16.7 %, respectivamente.

Tabla 5. Presencia de E. coli en muestras de jitomate cherry obtenidas de
supermercados y mercados

Tipo de Sitios de E. coli

establecimiento muestreo NMP/g P/n (%)
A 0.4 (0)° 2/59 (3.4)
0.3(0) 1/44 (2.3)
0.4 (0) 1/54 (1.9)
0.4 (0) 3/48 (6.3)
0.9 (43.5) 11/22 (50)
3.1(43.4) 13/67 (19.4)
5.8 (0) 1/33 (3.0)
H 2.9 (0) 1/6 (16.7)

a2 Numero de muestras positivas/ niumero total de muestras analizadas (porcentaje de
muestras positivas)
b Valor de la Mediana (valor del rango); rango = valor maximo — valor minimo

Supermercado

Mercado local

O T mMoOoOw
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En México, Heredia et al. (2016) empleando metodologia diferente a la
realizada en este estudio, encontraron medias de 1.14 log UFC/fruto en jitomate
Roma. Avila et al. (2014) reportaron en pimiento morron valores menores a 0.3 log
NMP/fruto. En Sudéafrica, van Dyk et al. (2016) llevaron a cabo estudios para
conocer el perfil microbiolégico de jitomate obtenido de tres granjas comerciales a
gran escala, no habiendo detectado E. coli (<10 UFC/g) en 905 muestras.
Asimismo, en Filipinas Vital et al. (2014) llevaron a cabo un estudio de prevalencia
de E. coli en pimiento morrén y jitomate, encontrando valores maximos de 3.95 y
3.66 log UFC/g en el caso de mercados al aire libre, mientras que en los
supermercados los valores fueron 4.15 y 3.12 log UFC/g, respectivamente para

cada alimento.

5.2. Incidenciade S. enterica

La incidencia global de S. enterica en jitomate cherry fue 11.7 %; el patégeno
se detectd en 14.1 % de las muestras colectadas en los supermercados y en 7.8 %
de las obtenidas en mercados locales (Tabla 6). De manera general, S. enterica fue
mas incidente en supermercados. El supermercado B y el mercado A mostraron los
porcentajes mas altos de incidencia (27.3 y 22.7 %, respectivamente); mientras que
ni en el supermercado A ni en el mercado D se encontré S. enterica en ninguna de
las muestras. De las muestras positivas totales (39 muestras) mas de una colonia
presuntiva se identifico, habiéndose aislado un total de 91 cepas de S. enterica. En
un estudio similar realizado en jitomate Bola, se encontré6 Salmonella en 1.25 % de
las muestras obtenidas en mercados (Cardenas et al., 2013). Por otro lado, Orozco
et al. (2008b) reportaron una incidencia de 2.8 % de S. enterica en jitomate Bola
cultivado en invernaderos mediante cultivo hidropénico. En otro estudio realizado
en Filipinas se detect6 Salmonella en 10 % de muestras de jitomate Roma
colectadas en supermercados, y en 18 % de las obtenidas en mercados al aire libre
(Vital et al., 2014).
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Tabla 6. Presencia de Salmonella enterica en muestras de jitomate cherry
obtenido de supermercados y mercados

Tipo de Sitiode  P/n (%) ?
establecimiento muestreo Salmonella
A 0/59 (0)
Supermercado B 12/44 (27.3)
14.14 % C 10/54 (18.5)
D 7148 (14.6)
E 5/22 (22.7)
Mercado local F 3/67 (4.5)
7.81 % G 2/33 (6.1)
H 0/6 (0)

a2 Namero de muestras positivas/ nimero total de muestras analizadas (porcentaje de
muestras positivas)

5.3. Relacion entre presencia de S. entericay E. coli

La presencia de Salmonella en los alimentos se asocia a la contaminacion
de tipo fecal, que pudo haber ingresado de manera directa o indirecta. Para
evidenciar este tipo de contaminacion se lleva a cabo la cuantificaciéon de E. coli,
qgue es un miembro de la familia Enterobacteriaceae, ampliamente distribuido en el
intestino de humanos y animales de sangre caliente (Fernandez-Escartin, 2008).
Se ha establecido como un organismo “indice” o “marcador” para evidenciar la
probabilidad de contaminacion potencial con patdgenos ecoldgicamente
relacionados como son los patégenos entéricos Gram negativos que incluyen a E.
coli enterohemorragica (ECEH), Salmonella spp. y Campylobacter spp. La
deteccién de patdgenos es costosa y tardada (Decal et al., 2017), ademas, las
bacterias patégenas en los alimentos generalmente estdn estresadas, se
encuentran heterogéneamente distribuidas y en bajas concentraciones, dificultando
su deteccién (Lopez-Galvez et al.,, 2014). Por tanto, la cuantificacion de
microorganismos indice es de gran ayuda para evidenciar el riesgo de

contaminacion con bacterias de origen entérico (Ferndndez-Escartin, 2008).
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En este trabajo, la deteccion de S. enterica concordé con la presencia de E.
coli en 92 % de las muestras de manera global (306 muestras/ 333 muestras
totales). Especificamente, en los frutos obtenidos de supermercados el porcentaje
fue de 88 % y de los mercados de 98 %; por tanto, se considera que E. coli es un
buen indice de Salmonella y un buen indicador de contaminacion fecal en este
alimento, en particular en el obtenido de mercados (Tabla 7). Este comportamiento
es muy interesante, debido a que, los jitomates cherry en los supermercados se
encuentran en condiciones de refrigeracion (7 a 10 °C), lo que prolonga la vida de
anaquel del producto. Sin embargo, esta condicion de almacenamiento podria
afectar el estado fisiolégico de E. coli y favorecer la sobrevivencia de Salmonella en
el jitomate. En contraste, los jitomates que se venden en los mercados se
encuentran a temperatura ambiente, condicion que podria favorecer la
sobrevivencia de ambos microorganismos, aunque por un periodo mas corto. En
otros trabajos se ha estudiado la relacion que existe entre E. coli y Salmonella en
frutas y hortalizas. Orozco et al. (2008a) analizaron la relacién que existia entre la
presencia de Salmonella y E. coli como indice en jitomate Bola obtenido de
invernaderos hidroponicos, y encontraron que existia una correlacion entre ambos
de 89 %.

Tabla 7. Relacion entre presencia de S. enterica y E. coli en jitomate cherry

. o S. enterica
Tipo de establecimiento (%) ) )
Ausencia Presencia Total

Supermercados Ausencia 173 25 198
(88 %) 2 .— Presencia 3 4 7
8 Total 176 29 205
Mercados ui Ausencia 100 2 102
(98 %) © Presencia 18 8 26
Total 118 10 128
a . » 173 +3+ 4
Porcentaje de correlacion = (T) x 100
b . y 100 + 18 + 8
Porcentaje de correlacion = (T) x 100
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5.4. Deteccion de VHA mediante RT-PCR

Partiendo de una concentracion conocida de particulas virales de hepatitis A
(VHA), se llevaron a cabo diluciones decimales y se llevé a cabo la deteccion
mediante RT-PCR, se encontrd que el protocolo puede detectar hasta una particula
viral. Considerando las bajas concentraciones infectivas de VHA (10-100
particulas), contar con un protocolo que permita detectar una particula viral es
satisfactorio. En la Figura 4, se observa como a medida que va aumentando la

concentracion de ARN de VHA, se va intensificando el tamafo de la banda.

Por todo lo anterior, se puede concluir que el protocolo esta estandarizado
para ser aplicado en matrices alimentarias cuando la concentracion de ARN viral es
baja (>100 particulas virales). Diversos protocolos de deteccibn de patdgenos
virales se han desarrollado, empleando tanto metodologia de RT-PCR, asi como
RT-gPCR; el uso tanto de Sybr Green |, como de sondas marcadas con fluoréforos
han permitido aumentar la especificidad de los protocolos. El siguiente paso, es

probar la deteccién y cuantificacion de particulas virales mediante RT-gPCR.

Figura 4. Gel de productos de amplificacion mediante RT-PCR para detecciéon de
particulas virales de VHA. Pozo 1: Marcador de peso molecular (100 pb); pozo 2: 10® VHA;
pozo 3: 10?2 VHA; pozo 4: 10! VHA: pozos 5y 6: 10° VHA; pozo 7: control negativo
(concentracion de iniciadores a 150 nmol); pozo 8: control negativo (concentracion de
iniciadores a 200 nmol)
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5.5. Deteccion de VHA mediante RT-gPCR

Los resultados de la optimizacion del protocolo para la deteccién de VHA se
muestran en el apéndice 8.2. La concentracion de iniciadores que mostrd6 mejores
resultados fue 150 nM y las condiciones finales de RT-qgPCR fueron: 55 °C por 30
m de retrotranscripcion, 95 °C por 5 m seguido de 40 ciclos de 95 °C por 5 s, 54 °C
por 10 sy 54 °C por 10 s, y al final un aumento de temperatura de 65 °C hasta 95
°C. Para confirmar la especificidad de los iniciadores en las condiciones
previamente sefialadas se corrrieron muestras de diluciones de VHA de referencia
y se incluyé un control negativo (agua libre de nucleasas). En la Figura 5 se
muestran los resultados después de la reaccion de RT-gPCR, en donde se observa
gue las diluciones de la cepa de referencia de VHA muestran un pico importante en
la temperatura 79.5 °C + 0.5 °C, lo que confirmd la especificidad de los iniciadores.
En la misma imagen, el control negativo, asi como todas la dicluciones de la cepa
de referencia presentaron un pequefio pico en 72.5 °C que puede deberse a la

formacion de dimeros de iniciadores.

Melt data for Melt A.Green

10

Colour |Name Genotype |Peak 1|Peak 2|Peak 3 |Peak 4|Peak 5
[ |Cepa Concentrado 685 |79.2 (838

Cepa -1 683 |720 |795 (848 (912
. Cepa -2 682 |79.8 |B4.7 (BBS
. Cepa -3 680 |720 |798 (8B.2
Cepa -3 685 |723 |79.8 |915
. Control negativo 725 |79.8 |B9.5 (922

Figura 5. Temperatura de disociacion de los productos de amplificacion de VHA mediante
RT-qPCR
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Los productos de amplificacion se corrieron en un gel de agarosa y se
observé la presencia de una banda de 172 pb, lo que confirmé la deteccién del

virus (Figura 6 ).
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Figura 6. Gel de los productos de amplificacion de RT-gPCR para la deteccion de
particulas virales de VHA. Pozo 1: 102 VHA; pozo 2: 10?2 VHA; pozo 3: 10! VHA; pozos 4 y
5: 10° VHA; pozo 6: control negativo; pozo 7: Marcador de peso molecular (100 pb)

Una vez estandarizado el protocolo para la deteccion de VHA mediante RT-
gPCR se llevo a cabo la deteccion del virus en muestras de jitomate colectadas en
puntos de comercializacion. De las 112 muestras analizadas, tres resultaron
positivas para VHA (Tabla 8); es decir, la incidencia de VHA en jitomate cherry es
de 2.7 %, lo que implicaria que, de cada 100 consumidores, tres estarian expuestos
al virus y podrian llegar a desarrollar la enfermedad. Si estos resultados se analizan
en funcion del tipo de establecimiento los jitomates que se obtuvieron del
supermercado fueron los positivos al virus, es decir, la incidencia de VHA en este
tipo de establecimiento fue de 5.4 %. Los jitomates cherry analizados segun se
indicaba en el empaque se cultivaron de manera organica, seria importante
conocer las practicas de produccion y manejo del jitomate para poder dilucidar en
gué punto se contaminé el producto. Otro resultado sorprendente fue que en las
muestras positivas para VHA, también se detect6 la presencia de S. enterica. Estos
resultados son alarmantes ya que el consumidor esta expuesto a ambos tipos de
patdgenos cuando ingiere jitomate cherry crudo, que es la forma habitual de

consumo del fruto.
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Tabla 8. Incidencia de VHA en jitomate cherry en punto de comercializacién

Tipo de establecimiento P/n? Incidencia (%)

Supermercado 3/56 54
Mercado 0/56 0.0

2 Numero de muestras positivas/nimero total de muestras analizadas

En México, Felix-Valenzuela et al. (2012) analizaron hortalizas de acuerdo a
la temporada de cosecha (cilantro, cebolla verde, lechuga, zanahoria, chile jalapefio
y coliflor). De las 46 muestras, 13 (28.2 %) resultaron positivas para VHA, 15 (32.6
%) para Norovirus y 6 (13.0 %) para Rotavirus. Un total de 23 muestras estaban
contaminadas con al menos uno de los virus. Un total de 11 muestras (22 %) fueron
positivas para dos virus, mientras que ninguna de ellas tuvo tres virus
simultineamente. Asi, Parada-Fabidn et al. (2016) analizaron 134 muestras de
alimentos perecederos y alimentos procedentes de la pesca para la deteccion de
Norovirus, Rotavirus y VHA por amplificacion de regiones conservadas de estos
virus. De las 134 muestras analizadas, 14 fueron positivas para VHA, 6 para
Norovirus y 11 para Rotavirus, confirmando el papel de las hortalizas y los bivalvos

moluscos como vehiculos transmisores de virus entéricos.

Considerando lo anterior, en México, la informacién relacionada con la
presencia y epidemiologia de virus en alimentos es escasa; se requiere contar con
protocolos estandarizados de deteccion de patdgenos virales considerando a los
principales agentes etiologicos (VHA, norovirus y rotavirus). Ahora se reconoce el
alto impacto econdémico de los casos de gastroenteritis y brotes causados por estas
infecciones, siendo la prevencién de estas enfermedades uno de los principales

objetivos de los programas de salud (Santosham et al., 2010).

La presencia de virus en alimentos podria deberse a la falta de instalaciones

adecuadas para una higienizacion eficiente y practicas de higiene insuficientes.
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Dado que, estos productos se consumen sin ningun tratamiento como lo dicta la

nueva cultura alimentaria, el riesgo no se cancela (EI-Senousy et al., 2015).

En México todavia existen malas practicas en el riego de cultivos
hortofruticolas debido al uso de aguas residuales y fertilizantes organicos no
procesados (Mattison et al., 2007). Algunas sugerencias para evitar la
contaminacion de hortalizas por virus son la aplicacion de buenas practicas de
higiene, evitar la rotacion de personas para trabajar en el manejo de alimentos y el

uso de agua tratada para riego (Hida et al., 2013).

5.6. Eficacia de la desinfeccién en la inactivacion de S. enterica en
jitomate cherry

La evaluacién de la desinfeccion de jitomate cherry, requiere una especial
atencion, ya que la principal forma de consumo es en fresco y la desinfeccién
quimica es el tratamiento mas frecuente que se aplica previo a su consumo. Por su
tipo de cultivo (primariamente organico), la llegada de patégenos al fruto no se
descarta, siendo Salmonella el que cobra importancia en diversas variedades de
jitomate. Conocer la efectividad de los tratamientos de desinfeccion que se aplican
a los frutos, incluido el jitomate cherry, es necesario para saber en qué medida se
puede minimizar el riesgo asociado al consumo de los productos. Incluir en la
evaluacion el estudio de factores que pueden intervenir en su efectividad como la
presencia de biopeliculas o el tipo de cepa o serotipos de esta bacteria es un
aporte importante. Desafortunadamente la informacién disponible en relacién a los
métodos de descontaminacion quimica que se aplican a jitomate cherry es muy
escasa.

En este trabajo se evaluaron las concentraciones maximas de los
desinfectantes que permite la FDA para la desinfeccion de frutas y hortalizas. En el
caso de cloro fue de 200 ppm y del acido peracético de 80 ppm; el desinfectante a
base de extractos de citricos se utilizd a la concentracion recomendada por el

proveedor (0.02 %). Se evaluo el efecto del tipo de cepa y de la presencia de
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biopeliculas en la superficie del fruto, en la efectividad de los desinfectantes. En
relacion al tipo de cepas se emplearon dos mezclas: una compuesta por cepas
aisladas de jitomate cherry en este estudio y podrian estar mejor adaptadas el

producto; y otra compuesta por cepas de referencia (ATCC).

La poblacion de S. enterica en los jitomates cherry cuando se aplico el
in6culo con las cepas ATCC previo a la aplicacion de los desinfectantes fue en
promedio de 6.4 log UFC/g cuando se aplico el indculo con las cepas ATCC y de
6.5 log UFC/g para la mezcla de cepas aisladas de jitomate cherry. El andlisis de
varianza mostré que, de los dos factores estudiados, el tipo de desinfectante tuvo
un efecto significativo (p<0.05). La interaccion entre desinfectante y el tipo de
mezcla de cepas, no resultd significativa (Tabla 9). La efectividad de los tres
desinfectantes para inactivar a S. enterica inoculada en la superficie del fruto fue

significativamente diferente (p<0.05) (Tabla 10).

Tabla 9. Andlisis de varianza efectuado a la desinfeccion sobre células
inoculadas de S. enterica

F Valor de P
Factor
Tipo de desinfectante (A) 50.51 <0.0001*
Tipo de mezcla de cepas (B) 1.17 0.28
Interaccion A*B 2.82 0.61

Los desinfectantes que mayor efecto tuvieron, tanto sobre la mezcla de
cepas de referencia como sobre las aisladas de jitomate fueron el hipoclorito de
sodio y el acido peracético. La reduccion observada con la aplicacion de hipoclorito
de sodio sobre las cepas de referencia y las aisladas de jitomate fue de 5.4 y 4.6
log UFC/g, respectivamente; mientras que con el acido peracético la reduccion fue

menor en las cepas (Tabla 10).
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La aplicacion de agua (control de arrastre) desprendié menos de un log de
UFC de Salmonella; es decir, un lavado comdn no influye de manera importante
para reducir el riesgo de la presencia de esta bacteria en el fruto. Sin embargo, es
necesario para evitar interferencia de la suciedad/materia organica en el proceso de
desinfeccion. La aplicacion del desinfectante a base de extractos de semillas de
citricos tuvo menores reducciones con respecto a los otros desinfectantes (2.5 log

UFC/g en cepas de referencia y 2.2 log UFC/g en cepas aisladas).

Tabla 10. Efectividad de diversos desinfectantes aplicados en la superficie de

jitomate cherry en la inactivacion de S. enterica

Cepas de referencia Cepas aisladas
Tratamiento Sobrevivientes Reduccién Sobrevivientes Reduccion
log UFC/g log UFC/g
Hipoclorito de sodio [200 ppm] 0.98+0.72¢ 5.43 1.90+ 1508 4.63
Acido peracético [80 ppm] 1.71+185°¢ 4.70 1.71+1.76° 4.82
Extracto de citricos [0.02 %] 3.93+1.078 2.48 433+1.11% 2.20
Agua destilada estéril 5.84+0.67% 0.57 578+0.474 0.75

Datos expresados como la media + desviacion estandar (DE) (n=3). Los valores de las
medias seguidos de letras diferentes expresan diferencias significativas (P<0.05) aplicando

la prueba de Tukey.

En diversos estudios se ha evaluado la efectividad de diversos
desinfectantes para inactivar microorganismos patégenos en jitomate. En general,
las reducciones que se reportan oscilan entre los 3y 5 log UFC/g. Beuchat et al.
(2001) evaluaron el efecto de cloro (200 ppm) y de un producto (Fit) que ejercia una
doble funcion, como detergente y agente desinfectante contra Salmonella inoculada
en superficie de jitomate rojo bola. Las reducciones que observaron fueron de 3.0
log para el cloro y 6.9 log para Fit. Otro estudio en donde se empled la misma

variedad de jitomate demostré que la formacion de una biopelicula de S.
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Montevideo reduce el efecto del desinfectante (cloro a 200 ppm) durante el

almacenamiento del fruto a 22 y 30 °C durante 10 dias (lturriaga et al., 2008).

Sao José et al. (2012) evaluaron la efectividad de la aplicacion de
desinfectantes quimicos en combinacion con ultrasonido en la inactivaciéon de S.
Typhimurium inoculada en jitomate cherry, concluyendo que los tratamientos no
lograron reducir significativamente la poblacion de Salmonella, ya que la aplicacién
de hipoclorito de sodio (200 ppm) sélo logré reducir 0.4 log UFC/g, mientras que el
acido peracético (40 ppm) redujo 2.7 log UFC/g.

5.7. Eficacia de la desinfeccion quimica en la inactivacion de
Salmonella inmersa en biopeliculas formadas en la superficie de
jitomate cherry

Una biopelicula consta de aproximadamente 15 % de células y 85 % de
matriz de exopolimeros; dentro de estos ultimos, se encuentran carbohidratos
neutrales y polianidnicos (acidos urdnicos). La absorbancia de una biopelicula,
medida como la reduccién de la intensidad de un haz de luz transmitido a través de

la pelicula se correlaciona con su masa (Poimenidou et al., 2016).

Cabe recordar que se evaluaron diez cepas de S. enterica in vitro con el fin
de seleccionar aquellas con la capacidad para formar biopeliculas a las 48 h. Para
ello se inocularon en placas, se propicié la formacién de biopeliculas y se cuantifico
espectofotométricamente la cantidad de polimeros formados. A partir de 48 h se
pudo observar valores de absorbancia mas altos, asumiendo que se pueden estar
formando polimeros (Figura 7). Las cepas JT330, JT217, Montevideo JT107, ATCC
8387 y Enteritidis ATCC 13076 obtuvieron los valores mas altos de absorbancia a
las 48 h, siendo los serovares Typhimurium y Thompson los que tuvieron los
valores mas bajos. Sin embargo, a las 72 h empezaron a descender los valores de

absorbancia de todas las cepas, hasta observar valores muy bajos a las 96 h.
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ABSORBANCIA (595 nm)

0 24 48 72 \s

HORA

-1 s Enteritidis ATCC 13076 & Agona JT185
Typhimurium ATCC 23595 4 Montevideo JT107
Typhimurium ATCC 14028 & JT217

-+ Montevideo ATCC 8387 -+ JT282
~4- Thompson ATCC 8391 4 JT330

Figura 7. Cantidad de biopolimeros producidos por cepas de S. enterica en placas
incubadas a 25 °C durante 96 h

Mediante el analisis in vitro en microplacas, se pudo seleccionar a las cepas
con mayor capacidad para formar biopeliculas que se probarian directamente en
jitomate. Con este criterio se seleccionaron las cepas de S. enterica: JT330, JT217,
Montevideo JT107, Thompson ATCC 8391 y Enteritidis ATCC 13076 para la

inoculacion del fruto para los experimentos ulteriores.

Diez-Garcia et al. (2012), evaluaron 69 cepas pertenecientes a 10 serotipos
de S. enterica (Typhimurium, Newport, Paratyphi B, Poona, Derby, Infantis,
Enteritidis, Virchow, Agona y Typhi), con el propésito de determinar su capacidad
para producir biopeliculas. Observaron que todas las cepas produjeron biopeliculas
en placas de micropocillo de poliestireno mediante el ensayo de cristal violeta.
Clasificaron las cepas como débiles productoras de biopeliculas (35 cepas),

moderadas (22) o fuertes (12). La formacion de biopeliculas por Salmonella en el
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poliestireno constituye un tema de preocupacion porque los materiales plasticos se

utilizan con frecuencia en instalaciones de alimentos.

Iturriaga et al. (2010) mostraron que a 22 °C y 97 % de HR, se desarrollan
biopeliculas de S. Montevideo a los 10 dias de almacenamiento de jitomate bola.
Ademas, demostraron que la efectividad del cloro libre (1000 y 200 mg/L) disminuia

conforme pasaban los dias de incubacion.

Para determinar el nivel de inéculo que se aplicaria sobre la superficie del
fruto que garantizara la formacion de la biopelicula, se inoculé en una placa la
mezcla de cepas de Salmonella seleccionada para los estudios en el fruto, en
concentraciones que fueron desde 0 hasta 9 log. Se observé una relacion
directamente proporcional entre la cantidad de in6culo y la cantidad de polimeros
producidos después de 72 h de incubacion (Figura 8). Con base en estos
resultados se decidié que los jitomates se inocularian con aproximadamente 5 log
UFC/mL.

2.0-

1.54

120- —1

ABSORBANCIA (595 nm)

CONCENTRACION DE INOCULO
-+ log UFC/pozo

Figura 8. Formacién de biopolimeros de S. enterica en funcién de la cantidad de inéculo en

placas incubadas a 25 °C durante 72 h
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Los jitomates cherry se inocularon con 5.7 log UFC/fruto, y después de 72 h
de incubacion de los frutos la poblacién de Salmonella se mantuvo viable (5.7 log
UFC/fruto) (Tabla 11) . Paralelamente, se inoculé una placa con la misma cantidad
de células con la que se inocularon los jitomates, se sometieron a secado y se
almacenaron bajo las mismas condiciones que los jitomates. El incremento en la
poblacion después de 72 h de almacenamiento fue similar al observado en el fruto
(5.7 log UFC/pozo0).

log UFC

FRUTO (log UFC/fruto)
PLACA (log UFC/pozo)

Figura 9. Cuantificacién de S. enterica en la superficie del fruto y en placa incubadas bajo
las mismas condiciones (T: 25 °C; t: 72 h; HR 97 %)

Tabla 11. Cuantificacion de S. enterica en la superficie de jitomate cherry

Condicion Log UFC/fruto Log UFC/g

Fruto

Antes del secado 5.69+0.32A 4.60+0.26A
Después del secado 449+0.168% 3.37+0.18°
Después de 72 h de almacenamiento 5.71+0.36 # 4.60+0.36 B
Placa Log UFC/pozo Absorbancia
Antes del secado 5.70£0.22 A N/A
Después del secado 422+0578 0.30+0.07°B

Después de 72 h de almacenamiento 5.66 +0.37* 1.49+0.114
dDatos expresados como la media + DE (n = 3). Los valores de las medias seguidos de

letras diferentes expresan diferencias significativas (P < 0.05) aplicando la prueba de
Tukey. N/A: No aplica
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Ademas de cuantificar la cantidad de células de Salmonella en los pozos de
la placa también se cuantifico la cantidad de polimeros que se formé. Los
resultados de la medicion de la absorbancia a las 0 y 72 h de incubacion se
muestran en la Figura 7. Un aumento en la absorbancia indica la formacion de
polimeros. Con estos ensayos se puede inferir, que en el fruto hay un incremento

en el nimero de células y probablemente se estan produciendo los polimeros.

2.0

1.5

1.0

0.5

ABSORBANCIA (595 nm)

0.0-
D Il:.lf
HORA

Figura 10. Formacion de biopolimeros de S. enterica en placas incubadas bajo las mismas
condiciones que el jitomate cherry (T: 25 °C; t: 72 h; HR 97 %). Los datos representan la

media de 32 valores + DE

Los resultados de la evaluacién de los desinfectantes para inactivar a S.
enterica inmersa en una biopelicula desarrollada en la superficie de jitomate cherry
se presenta en la Tabla 12. La disminucion en la efectividad de los desinfectantes
fue notoria en relacion al efecto que se observéo cuando se aplicaron los
desinfectantes sobre las células de Salmonella Unicamente inoculadas en la
superficie del fruto (Tabla 10). Se observaron diferencias estadisticas significativas
entre hipoclorito de sodio y extracto de citricos; como era de esperarse el agua no
presentd un efecto significativo contra la biopelicula (0.9 log UFC/g). Cabe resaltar

gue el efecto del desinfectante a base de extracto de citricos mostré un valor mayor
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(3.2 log UFC/g) en biopeliculas de Salmonella en relacién con células simplemente
inoculadas (2.5 log UFC/g).

Tabla 12. Efecto de desinfectantes contra S. enterica inmersa en biopeliculas
formadas en la superficie de jitomate cherry

. Log UFC/fruto Log UFC/g
Desinfectantes

Sobrevivientes Reduccion Recuperacion Reduccion

Hipoclorito de Sodio [200 ppm] 1.96+0.71°¢ 3.75 0.81+0.72¢ 3.79

Acido peracético [80 ppm] 3.01+0.938 2.7 1.85+1.06° 2.75
Extracto de citricos [2000 ppm] 2.49 + 0.46 B¢ 3.22 1.36 £ 0.75 B¢ 3.24
Agua 471+0.654 1 3.71+0474 0.89

a Datos expresados como la Media = DE (n=3). Las medias seguidas de letras diferentes

expresan diferencias significativas (P<0.05) aplicando la prueba de Tukey

Rodrigues et al. (2011) evaluaron la susceptibilidad de biopeliculas de S.
enterica a cuatro desinfectantes mediante ensayos en placas de 96 pozos:
hipoclorito de sodio (800 ppm), cloruro de benzalconio (800 ppm), peréxido de
hidrogeno (90 mg/mL) y triclosan (4000 mg/mL). Los resultados mostraron que
hipoclorito de sodio inactivé la poblacién de la biopelicula, mientras que el triclosan
tuvo el peor desempefio. Cabe sefalar que las concentraciones empleadas en ese

estudio superan el limite maximo permitido para frutas y hortalizas.

Singla et al. (2014) investigaron el efecto combinado del &cido mélico y el
ozono como desinfectante para inhibir la formacion de biopeliculas de S.
Typhimurium en zanahoria y nabo. El a&cido malico fue eficaz para la inhibicién
completa de la biopelicula en la zanahoria, pero se requirié de la combinacion de
acido malico y de ozono para el nabo. El 4cido malico también se ha probado en
melon y espinacas, aunque el efecto no es destacado (< 1.5 log a concentraciéon de
4 %) (Almasoud et al., 2015).
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La mayoria de los estudios hasta ahora reportados han probado la
efectividad de desinfectantes contra biopeliculas formadas después de 24 o 48 h.
El estudio de Corcoran et al. (2014) demostré que existen diferencias significativas
en la eficacia de algunas sustancias quimicas (en este caso, hipoclorito de sodio,
hidroxido de sodio y cloruro de benzalconio) cuando se probaron contra la
biopelicula temprana (48 h) de S. enterica en comparaciéon con la biopelicula
madura (168 h). Aunque el hidroxido de sodio elimind la biopelicula temprana,
ninguno de los productos quimicos probados incluso después de una exposicion de
90 min eliminé la biopelicula madura, lo que sugiere que es necesario desarrollar
estrategias que impidan la adherencia de patdgeno y el desarrollo de la biopelicula.
Un resultado similar fue reportado por Nguyen y Yuk (2013) con biopeliculas de S.
Typhimurium y compuestos de amonio cuaternario, acido peroxiacético/acidos
organicos e hipoclorito de sodio como desinfectantes con biopeliculas de 168 h;

éstas fueron mas resistentes que las biopeliculas de 24/48 h.
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6. CONCLUSIONES

El contenido de los grupos indicadores encontrados en jitomate cherry
resulté superior a lo reportado para otras variedades de jitomate y para otros

frutos de la misma familia (pimiento morrén, chile serrano y chile jalapefio).

La elevada carga microbiana encontrada en los jitomates cherry,
particularmente en los mercados, podria explicarse por el hecho de que la
comercializacion en éstos se realiza a granel, haciéndolo susceptible a
contaminarse de manera frecuente; la contaminacion fecal (que puede ser
humana y/o animal) también ocurre en este tipo de establecimientos, lo que

se demuestra por la mayor presencia de E. coli encontrada.

La incidencia de S. enterica en jitomate cherry fue sorpresivamente elevada,
lo que pone de manifiesto el riesgo al que se enfrenta el consumidor, ya que
el producto se consume primariamente en fresco. Es necesario revisar los
controles que se implementan durante la cosecha y empaque del fruto, para

minimizar el ingreso de patdgenos al alimento.

Es posible la deteccién por la reaccion en cadena de la polimerasa con

transcripcion reversa de una sola particula viral.

El VHA fue detectado s6lo en las muestras colectadas en los

supermercados.

El tratamiento quimico de desinfeccion mas efectivo en jitomate cherry

contra células inoculadas de Salmonella fue el hipoclorito de sodio (200
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ppm) seguido del acido peracético (80 ppm) y del producto a base de

semillas de citricos (0.02 %).

El hipoclorito de sodio fue el Unico desinfectante que logré reducciones de al
menos 5 log en jitomate cherry cuando se aplicé en células inoculadas de la
mezcla de cepas de referencia, cifra establecida por la FDA para reconocer a

un desinfectante eficaz.

El orden de efectividad de los tratamientos quimicos de desinfeccion en
jitomate cherry contra Salmonella inmersa en biopelicula fue: hipoclorito de

sodio (200 ppm) > extracto de citricos (0.02 %) > acido peracético (80 ppm).

A pesar de que la desinfeccion se aplica para reducir la contaminacién del
jitomate después de la cosecha, los resultados de este trabajo demuestran
bajas reducciones de S. enterica mediante la aplicacién de desinfectantes
quimicos. Se requiere la implementacion de tecnologias capaces de

asegurar la inocuidad del fruto y que permitan la conservacion de su calidad.

La prevencion de la contaminacion del fruto es una labor compleja que
involucra la correcta implementacion del sistema de reduccion de
riesgos de contaminacion y requiere la regularizacion de organizaciones

gubernamentales.
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8. APENDICE

8.1. Distribucion geografica del programa de muestreo

‘ g \\:\ ’
O F.Campanano@

\ ‘ .

A f|fa Canad

s. \/

- _ " \ M1 :' i (= " .,\ o - ‘-
SEINE) Marla SN HE O /\{‘/ O AMED . *
agdalena A AR I A S " 3rAfSECE]
et ; N § e -
{ ‘ ‘

'Jt_jetaro o

e
-

Plaza de.Toros\ ng

” MY
dINAS|DEL
'wAIARlo

71



8.2. Determinacién de cloro.

El procedimiento de determinacion de cloro libre mediante la metodologia
propuesta por Greenberg et al. (1992) modificada se desarrolla a continuacion:
v Colocado de 10 g de muestra a analizar en matraz Erlenmeyer
v" Adicién de acido acético glacial hasta alcanzar pH de 4.5
v Adicion de 0.4 mL de de yoduro de potasio y agitar hasta coloracion amarillo
intenso

v" Titulacién con tiosulfato de sodio 0.01 N hasta color amarillo paja

<\

Adicion de 1 mL de almidén y agitacion hasta coloracion azul

v Titulacién hasta que vire a transparente y se mantenga por 30 s

Célculos:

VxNx3.55x10000
M

Cloro disponible (ppm) =

Donde:
V = Volumen de tiosulfato de sodio consumido en la titulacién (mL)
N = Normalidad del tiosulfato de sodio

M = Cantidad de muestra
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8.3. Determinacién de &cido peracético

Mediante metodologia planteada por Greenspan y Mackellar (1948) se determing el
contenido de &cido peracético disponible como se describe a continuacion:
v' Adicion de 10 mL de muestra a matraz Erlenmeyer con 50 mL de acido
sulfarico 1.0 N
v Adicion de dos gotas de ferroina
v’ Titulacién con tiosulfato cérico 0.1 N hasta que persista la desaparicion de
color naranja por un minuto y registro del resultado.
v" Adicién de 10 mL de soluciéon de yoduro de potasio y 2 mL de solucién
indicadora de almidén, agitado.
v’ Titulacién con solucién valorada de tiosulfato de sodio 0.01 N hasta que el

color naranja original aparezca. Registro de valores consumidos.

Célculos:

VxNx0.017x Fx100

% H202 = M

Donde:

V = Volumen de sulfato cérico consumido en la titulacién (mL)
N = Normalidad del sulfato cérico

F = Factor de dilucion

M = Cantidad de muestra

Céalculos:

VxNx0.038xFx100
M

% APA =

Donde:

V = Volumen de tiosulfato de sodio consumido en la titulacién (mL)
N = Normalidad del tiosulfato de sodio

M = Cantidad de muestra

F = Factor de dilucion
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