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Evaluacion de la sobrevivencia de Salmonella enterica en superficies de cajas de maderay
superficies de cestas de plastico utilizadas para el transporte y almacenamiento de tomate
pera (Solanum lycopersicum)

Ingrid Carolina Osorio Rodriguez

Resumen: Los materiales para el almacenamiento y transporte de productos
hortofruticolas juegan un papel importante en la contaminacién de los productos. El
objetivo de este estudio fue estimar el factor de adherencia (VA), la formacion de
biopeliculas y la supervivencia de Salmonella enterica en cuatro tipos de superficies:
madera de Gmelina arborea (MG) y madera de Pinus oocarpa (MP), "Cesta Agricola
semicalada” (plastico azul, PA) y "Cesta One-way" (plastico negro, PN). Se utilizé la
prueba de azul de metileno para evaluar la cantidad de bacterias presentes en la
biopelicula y cristal violeta para calcular el VA. En el estudio de supervivencia se evaluo
la influencia de dos niveles de materia organica (con y sin MO) y la influencia de dos
temperaturas (21 °C y 30 °C) durante 16 dias de almacenamiento. Se utilizaron medidas
repetidas en el tiempo con un disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo
factorial 4 x 2 x 2. Se realizO recuperacion de células por la técnica de hisopado
(cuantificacion) y método de enriquecimiento para la deteccion (presencia). S. enterica se
adhirio fuertemente a MP y MG (VA> 3), moderadamente en PA (VA= 2.99 - 2.00) y
débilmente en PN (VA= 1.99-1.00). S. enterica sobrevivio hasta 16 dias en las superficies
evaluadas. La sobrevivencia fue influenciada por el tipo de superficie y presencia de MO
(P< 0.05). Se recomienda el uso de cestas plasticas y la implementacion de
procedimientos de lavado de las cestas en un periodo menor a 4 dias para evitar la
formacién de biopeliculas que dificulten la remocion de las bacterias.

Palabras clave: Azul de metileno, biopelicula, cristal violeta.

Summary: The materials used for the storage and transportation of fruit and vegetables
play an important role in product contamination. The aim of this study was to estimate the
adhesion factor (VA), biofilm formation and survival of Salmonella enterica in four types
of surfaces: wood Gmelina arborea (MG) and Pinus oocarpa (MP), "Cesta agricola
semicalada "(blue plastic, PA) and "Cesta One-way "(black plastic, PN). The methylene
blue test was used to assess the amount of bacteria in biofilm and crystal violet to
calculate the VA. In the survival study the influence of two levels of organic material
(OM) (with or without OM) and the influence of two temperatures (21 °C and 30 °C)
were evaluated for 16 days storage. A completely randomized design (DCA) with a
factorial arrangement of 4 x 2 x 2 and repeated measurements over time were used every
four days. Recovering cells by swabbing technique (quantification) and enrichment
method for detection (presence) was performed. S. enterica adhered strongly to MP and
MG (VA> 3), moderately in PA (VA= 2.99-2.00) and weakly in PN (VA =1.99-1.00). S.
enterica survived up to 16 days in the areas evaluated. Survival was influenced by the
type of surface and the presence of MO (P <0.05). The use of plastic baskets and
implementing procedures washing baskets in less than four days period is recommended
to prevent the formation of biofilms that impede the removal of bacteria.

Keywords: Biofilm, crystal violet, methylene blue.
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INTRODUCCION

En los ultimos 20 afios se ha observado un aumento en el consumo de alimentos
minimamente procesados. Los consumidores buscan productos frescos, convenientes y
cada vez mas con menor uso de preservantes (Sant’Ana et al. 2011). Con esta tendencia
surge también el aumento en las enfermedades transmitidas por alimentos (Olaimat y
Holley 2012). Brotes de Salmonella spp. han sido relacionados con el consumo de
tomates frescos (Trinetta et al. 2010), causando asi un gran impacto econémico y social
en este mercado. Es por esta razon que la industria se ve en la necesidad de implementar
métodos que disminuyan el riesgo de contaminacién microbiana y a la misma vez
promuevan una mayor vida anaquel y conserve mejor las caracteristicas del fruto fresco
(Kroupitski et al. 2011).

La salmonelosis es una de las enfermedades transmitidas por alimentos de mayor
relevancia a nivel mundial (Stepanovic et al. 2002). Se estima que en Estados Unidos
42,000 casos de salmonelosis son reportados anualmente, de los cuales 23,000 resultan es
hospitalizaciones y entre 400-600 son casos de muerte. En Brasil, Salmonellae son de los
mayores causantes de enfermedades transmitidas por alimentos, responsables
aproximadamente de un 47% de estas (Sant”Ana et al. 2011).

Se ha determinado que varios factores pueden afectar en la contaminacion bacteriana de
los productos hortofruticolas, incluyendo a los multiples materiales comunmente
utilizados en el transporte de alimentos como por ejemplo aluminio, plastico, madera y
acero inoxidable. Se ha demostrado con Escherichia coli K12 y Salmonella Typhimirium
P6 que la presencia de residuos organicos en las cajas utilizadas para transportar
alimentos se convierte en focos donde interactuan las bacterias, haciendo mucho mas
dificil la eliminacion de bacterias (Abban et al. 2012).

La capacidad de formar biopeliculas de Salmonella spp. es de gran preocupacion para la
industria ya que se ha comprobado su capacidad de formarla en muchos materiales como
ser vidrio, acero inoxidable (Giaouris y Nychas 2006), hule (Sinde y Carballo 2000) y
diferentes tipos de plasticos (Soares et al. 2012). Las biopeliculas son dep6sitos de células
con afinidad a las superficies, contenidas en una matriz polimérica con canales para el
flujo de agua y otros fluidos (Donlan y Costerton 2002). La adherencia se caracteriza por
un proceso que inicia con la fijacion de las bacterias a la superficie, la formacion de
microcolonias, produccion de sustancias poliméricas extracelulares (ECP por sus siglas en
ingles), y finalmente la maduracion (Davey y O Toole 2000). Para que se lleve a cabo la
formacion de la misma debe de proporcionarse el ambiente adecuado como ser alta
densidad celular, temperatura, presencia de 0,, CO,, pH y compuestos nitrogenados
(Guiney 1997).



La eleccion de material de los recipientes donde se almacenan o se transportan los
alimentos es de suma importancia ya que sus caracteristicas fisicas y quimicas los hacen
mMas 0 menos propensos a acumular agentes microbianos. Asi como la interaccion de
diferentes factores ambientales, bidticos y abiodticos (Abban et al. 2012) y su influencia en
la sobrevivencia de Salmonella spp. De especial importancia es la presencia de materia
orgénica en la superficie, donde se ha visto que la presencia de materia orgénica hace que
las bacterias se adhieran rapidamente (Abban et al. 2012),

El proceso de formacion de biopeliculas en la industria de alimentos es de suma
importancia. Ya que se estima que un 65 - 80% de la infecciones en humanos son
causadas por la interaccion con biopeliculas y no con células aisladas (Coenye y Nelis
2010). La capacidad de formar biopeliculas en Salmonellae estd regulado por las
condiciones del ambiente (Stepanovic et al. 2002), ya que son estos factores los que se
encargan de activar las fimbrias delgados de agregacion (agfD por sus siglas en inglés)
(Rémling et al. 2000). Las fimbrias son extensiones filamentosas parecidas a los flagelos
responsables de las interacciones célula- célula y célula-superficie (Bridier et al. 2014).

Nuevos métodos se han descrito como alternativa para la cuantificacion de biopeliculas en
platos de microtitulacion y se los puede dividir como ensayos de estimacién de la matriz,
biomasa total y viabilidad. Una amplia gama de métodos actuales utilizan el principio de
tincion para la cuantificacion de la biomasa del biopelicula. La diferencia entre tinciones
radica en el principio de difusion o actividad enzimatica en la que intervienen. Entre los
métodos mas utilizados se encuentra Cristal Violeta (CV) (Christensen et al. 1985), Syto
9 (Bouloset et al.1999), 2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)
carbonilo]- 2H-tetrazolium hidréxido (XTT) (Gabrielson et al.2002), resarzurina (O’Brien
et al.2000), fluoresceina diacetate (FDA.) (Adam y Duncan 2001), 1,9- dimethyl
methylene blue (DMMB) (Enobakhare et al. 1996).

Con este estudio se espera determinar cuales son los factores que afectan la sobrevivencia
de Salmonella enterica en cajas de madera y cestas de plastico que son utilizadas para
almacenar y transportar tomates. Con el fin de poder hacer una mejor toma de decisiones
al momento de elegir el material de las cajas y el manejo de las mimas, ya que hay
estudios que demuestran que la temperatura del ambiente y el tiempo que las bacterias
permanecen en la superficie son factores determinantes en la formacion de biopeliculas
(Stepanovic et al. 2002). A la misma vez observar el comportamiento de esta bacteria a lo
largo de un periodo definido (16 dias).

Los objetivos del estudio son:

e Evaluar la formacién de biopelicula de Salmonella enterica y su adherencia en
plastico y madera utilizando espectrofotometria como método indirecto.

e Evaluar la sobrevivencia de Salmonella enterica en dos diferentes superficies de
maderas y dos superficies de plastico utilizados para almacenamiento / transporte de
tomates.

e Determinar cuales son los factores que afectan la sobrevivencia de Salmonella
enterica en cajas de madera y cestas de plastico utilizadas para almacenar/ transportar
tomates.



MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos (LMAZ),
dirigido por la Dra. Mayra Marquez Gonzélez. EI mismo se encuentra ubicado en el
Departamento de Agroindustria Alimentaria de la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano, localizada en el km 30 carretera hacia Danli, en el departamento de Francisco
Morazan, Honduras.

Cultivos bacterianos:

e Salmonella enterica subespecie enterica (ex Kauffmann and Edwards) Le Minor and
Popoff serovar Typhimirium ( ATCC® 14028). Designacion de la cepa: CDC 6516-
60. (American Type Culture Collection)

e Salmonella enterica subsp. enterica (ex Kauffmann and Edwards) Le Minor and
Popoff serovar Poona (ATCC®BAA-1673D-5"). Designacién de la cepa:
MZ1481. (American Type Culture Collection)

Se conservaron en tubos de ensayo inclinados (150x16 ml) con agar soya Tripticasa a 4
°C = 2 °C. La reactivacion de las cepas se realiz6 tomando una colonia del cultivo de
Salmonella enterica serovar Typhimurium y Salmonella enterica serovar Poona
preservadas en refrigeracion a 4 °C + 2 °C y se transfirieron, de manera aséptica y
separadas, a tubos de ensayo con 10 ml de caldo Soya Tripticasa con extracto de levadura
(CSTEL), estos fueron incubados a 35 °C durante 24 horas. Luego se tomé 1 gota
biconvexa del caldo y se sembraron por medio de estriado en agar Xilosa Lisina
Desoxicolato (XLD) en un plato Petri, estos cultivos se llevaron nuevamente a
incubacion durante 24 horas a 35 °C. Posteriormente se tomo, con la ayuda de un asa, una
colonia y se llevaron a dilucién en 10 ml de CSTEL. Este fue nuevamente incubado a 35
°C durante 24 horas. Se estuvo evaluando el crecimiento de las cepas para asegurarse de
llegar a la concentracion deseada que fue 108 UFC/ml. La suspension de células fue
lavada para descartar metabolitos y células muertas presentes en el medio de cultivo. En
el cual se transfirieron los 10 ml de caldo inoculado en el tubo de ensayo (150x16 ml) a
un tubo Falcon® especial para utilizar en centrifugas. Se llevo al caldo con Salmonella
enterica a centrifugacién a 5000 rpm durante 5 minutos a 21 °C, para posteriormente
descartar el sobrenadante y conservar las células de Salmonella enterica. Luego se
afiadieron 5 ml de buffer a cada tubo Falcon® y fue centrifugado nuevamente. Este
procedimiento se repitidé dos veces mas. Y este fue el medio utilizado para inocular. Los
recuentos del indculo fueron verificados mediante la siembra de diluciones decimales
sobre agar XLD por la técnica de siembra por superficie e incubados a 35 °C por 24 horas.



Descripcion de los materiales. Las superficies utilizadas fueron dos tipos de madera y dos
tipos de plastico:

e Gmelina (Gmelina arborea): las piezas utilizadas median 2 x 4 x 0.4 cm. Este era una
madera de color clara. Estas fueron cortadas con una sierra eléctrica redonda en la
unidad de manejo Forestal y aserradero de Zamorano.

e Pino (Pinus oocarpa): las piezas median 3 x 3 x 0.4 cm para la evaluacion de la
sobrevivencia de S. enterica. Para la evaluacion de biopelicula las dimensiones fueron
1.5 x 3 x 0.4 cm Esta madera tenia una superficie mas rugosa que la gmelina. Estas
fueron cortadas con un sierra eléctrica redonda en la unidad de manejo Forestal y
aserradero de Zamorano.

e Pléastico azul: polietileno de alta densidad. Las dimensiones eran 3 x 3 x 0.3 cm.
Canasta agricola semi calada Megaplast®. Comprada a la planta hortofruticola
Zamorano. La condiciéon utilizada para el experimento fue nueva. Estas fueron
cortadas con un sierra eléctrica redonda en la unidad de manejo Forestal y aserradero
de Zamorano.

e Plastico negro: polietileno de alta densidad. Dimensiones 4 x 4 x 0.05 cm. La
condicion de este material era usado. Estas piezas fueron cortadas con la ayuda de una
tijera.

[ =][C

Figura 1: Tipo de material en orden de aparicién de izquierda a derecha: madera gmelina,
madera pino, plastico azul, plastico negro.

Las superficies previas a ser utilizadas fueron lavadas utilizando cinco gramos de
detergente XEDEX por cada medio litro de agua. Luego estas fueron lavadas con cepillos
de cerdas suaves para remover cualquier tipo de impureza. Luego se enjuagaron 6 veces
cada superficie hasta retirar el detergente. Luego se dejaron secar al ambiente (21 + 2 °C)
durante 24 + 4 horas. Después fueron esterilizadas a 121 °C durante 20 minutos.
Evaluacion de la formacion de biopelicula. Para inducir la formacion de biopeliculas se
proporciond a la bacteria un medio rico en nutrientes el cual estara compuesto en una
relacion 1:1 de caldo soya tripticasa con extracto de levadura (CSTEL) inoculado con
Salmonella Poona y Salmonella Typhimurium en una concentracion de 10’UFC/ml y
buffer de fosfatos respectivamente. Se inocularon 10 pl, del medio descrito anteriormente,
en un area de 2 x 0.3 cm de cada una de los tipos de materiales.

Meétodo de reduccién. Se midio la poblacién de bacterias presentes en el plastico y la
madera a las 24 horas de haber sido inoculadas. Tomando como referencia el método
utilizado por Xiaogang Li et al. (2003) con pequefias modificaciones. Una vez madurada
la biopelicula se lavd con 150 ul de soluciéon de buffer de fosfatos para eliminar las
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células que no formaron biopeliculas y el exceso de caldo. Se dejaron secar las piezas
durante 20 minutos para luego agregar 130 ul de una solucion cloruro de metiltionina
comercialmente conocido como azul de metileno. Se dejaron incubar las piezas durante
3.5 horas a 35 °C en un ambiente oscuro. Luego fueron lavadas con 4 ml de alcohol al
95%. La solucion resultante del lavado fue llevado al espectrofotometro Portlab® 511
UV/Vis Spectophotometer y en él se midio el nivel de absorbancia de la misma a 490 nm.
De esta manera se podra relacionar el nivel de absorbancia con la presencia de bacterias
en la superficie. La cadena respiratoria de las bacterias estd localizada en la membrana
plasmatica. En esta se ubica la enzima encargada de la respiracion la cual es el aceptor
natural de hidrégenos, o electrones de manera general. En el ciclo normal de la
respiracion de las bacterias el oxigeno actta como el aceptor de hidrégenos final y esto
permite que el oxigeno molecular sea reducido a agua o perdxido de hidrogeno. Pero
existen otros aceptores de electrones artificiales como ser el azul de metileno que tiene la
capacidad de ubicarse en la cadena respiratoria y desviar el curso de estos hidrdégenos
uniéndolos a su estructura, en lugar del oxigeno, logrando asi la reduccion del azul de
metileno (MacFaddin 2003). Considerando que entre mas claro el color mayor cantidad
de bacterias ya que han reducido el oxigeno disponible Como linea basal se utilizaron
placas del mismos material (plastico o madera) lavados con etanol al 95% y como control
se realizé el mismo procedimiento un una superficie estéril, agregando el caldo estéril sin
haberlo inoculado para corregir el error de absorcion de colorante y del medio de cultivo
de cada material.

Adherencia de biopeliculas a superficies. Se evalu6 la adherencia de las biopeliculas a
las 24 horas de haber sido inoculadas. Tomando como referencia el método utilizado por
Naves et al 2008 con pequefias modificaciones, utilizando espectrofotometria como
método indirecto para evaluar la adherencia a las superficies. Brevemente, se inocularon
10 pl de la suspensién de bacterias en un area de 2 x 0.3 cm de cada una de las piezas de
materias primas y fueron incubadas a 35 °C durante 24 horas, para lograr la maduracion
de la biopelicula. Pasado este tiempo se lavd la superficie con 150 ul de solucion de
buffer de fosfatos para eliminar las células que no formaron biopeliculas y el exceso de
caldo. Se dejaron secar las piezas durante 20 minutos. Luego se agregaron 130 pl de
solucién de Cristal violeta (1%). Después de cinco minutos de reposo del colorante, cada
superficie fue lavada cuatro veces con 180 pl de agua destilada. Se dejaron secando
durante 45 minutos y luego se lavaron las piezas con 4 ml de etanol al 95% para remover
el colorante absorbido por las células que formaron la biopelicula.

La solucién resultante del lavado con alcohol fue transferida a las celdas de poliestireno
de base cuadrada. Estas presentan dos caras opuestas transparentes de manera que so6lo
permiten el paso del rayo de luz a traves de ese par de caras. Las otras dos caras opacas
presentan rugosidad para facilitar el manejo. Para evaluar la absorbancia por medio de
espectrofotometria a una longitud de onda de 540 nm. Tomando en cuenta que entre
mayor presencia de cristal violeta mayor fue la cantidad de bacterias adheridas a la
superficie. Como linea basal se utilizaron celdas con etanol al 95% y como control se
realizd el mismo procedimiento un una superficie estéril, agregando el caldo estéril sin
haberlo inoculado para corregir el error de absorcién de colorante de cada material.



Para cuantificar los datos obtenidos por el espectrofotometro en el estudio de adherencia
de biopeliculas se calcularon los datos tomando en cuenta el valor de Absorbancia para
determinarlo como el factor de formacion de biopeliculas o valor de adherencia
especificamente (VA) de acuerdo con la ecuacion 1 (Naves et al. 2008):

VA= VS—-VC [1]

Donde

e VA: factor de formacion de biopeliculas

e VS: valor de absorbancia de cada superficie

e VC: valor de la absorbancia obtenido del control

Una vez calculado el factor VA, se clasificaron los valores como Adherencia Fuerte
(VA>0.30), Moderada (VA de 0.20 - 0.29), débil (VA de 0.10 — 0.19), y negativa (VA <
0.10) (Naves 2008).

Disefio experimental y anélisis estadistico. El disefio del experimento fue un disefio
completamente al azar (DCA). Cada tratamiento corresponde a una superficie (Cuadro 1)
(Pino, Gmelina, pléastico azul o plastico negro). Para incrementar los grados de libertad y
aumentar el poder del analisis estadistico se realizaron 3 repeticiones de cada ensayo. La
combinacion de los 4 tratamientos por 3 repeticiones resulta en un total de 12 unidades
experimentales. Se utiliz6 un Analisis de Varianza (ANDEVA) para determinar si hay
diferencia significativa entre tratamientos. De detectarse diferencia significativa entre
tratamientos, se utilizO una separacion de medias de Tukey para determinar los
tratamientos significativos. El grado de significancia del experimento fue de 95%
(P<0.05). El analisis estadistico de los resultados se realizo utilizando el software
“Statistical Analysis System " (SAS 9.4).

Cuadro 2: Descripcidn de los tratamientos a evaluar para formacion de biopelicula

Superficie Madera Madera Pino Plastico Azul  Plastico Nergro
Gmelina (MG) (MP) (PA) (PN)

Evaluacion de la sobrevivencia de Salmonella enterica. Se hizo referencia al método
utilizado por Abban et al. (2012) y Wang y Rayser (2013) con pequefias modificaciones.
Se utilizaron cuadrados de dos variedades de madera Gmelina (Gmelina arborea) y Pino
(Pinus oocarpa), con las dimensiones descritas en la metodologia. También se evaluaron
dos diferentes tipos de polipropileno de alta densidad. Estas fueron lavadas con agua
destilada, jabon suave y papel cepillo de cerdas suaves, para evitar dafiar la superficie, y
secado al ambiente durante 24 horas, seguido por esterilizacion en autoclave Sterimatic®
durante 20 minutos a 120 °C. Luego de este tiempo los cuadros de materias primas se
almacenaron hasta ser inoculados para el desarrollo del experimento.

Las superficies que fueron expuestas a presencia de materia organica (pulpa y exudados
de tomate) fueron inoculadas con una solucion que constd de 22.5 ml de buffer de fosfato,
22.5 gramos de tomate pera (Solanum lycopersicum) 2.5 ml de Salmonella Poona y 2.5 ml

6



de Salmonella Typhimurium. Los tomates utilizados fueron lavados y desinfectados con
una solucién desinfectante de cloro Magia Blanca (200 ppm) durante 10 minutos. Se
cortaron en cubos con la ayuda de un bisturi estéril y fueron transferidos asépticamente a
bolsas de pléastico esterilizadas donde fueron triturados, mezclados con el buffer de
fosfatos y homogenizados con la ayuda del Stomacher. Se midio6 el pH y de ser necesario
se ajustd a 6.80 + 0.20.

Para los tratamientos con ausencia de materia organica se utilizaron 45 ml de buffer de
fosfatos, 2.5 ml de la suspension de células de Salmonella Poona y 2.5 ml de Salmonella
Typhimurium. Se colocaron cuatro piezas de madera o plastico por inoculo y se
homogenizaron en el agitador orbital a velocidad 2 durante 5 minutos.

Posterior a la inoculacion de las superficies fueron colocadas en platos Petri de vidrio
Pyrex® previamente esterilizados y se mantuvieron expuestos al ambiente hasta que los
mismos se secaran, para evitar posterior enmohecimiento durante el almacenamiento y
fueron expuestos a los respectivos tratamientos de humedad y temperatura (Cuadro 2).

Muestreo y analisis microbiolégico de las superficies. Se utilizd en las cuatro
superficies el metodo de hisopado para cuantificar la sobrevivencia de Salmonella
enterica. Se tomd un hisopo estéril el cual se frotd sobre la superficie previamente
inoculada, hasta asegurarse que se habia cubierto el area de la materia a evaluar
completamente durante 1 minuto y se colocé en un tubo de ensayo con 10 ml de buffer de
fosfato. De este se tom6 1 ml de cada tratamiento y se distribuyd en 1 placa Petri con
Agar Soya Tripticasa (15 ml por placa Petri). Luego se esparcio sobre la superficie de la
placa Petri hasta que esta quedara aparentemente seca. Se vacio sobre ella 5 ml de agar
XLD como medio selectivo. Se incubaron por 24 + 2 horas a 35 °C.

Para determinar el limite cuantificable por medio del método de hisopado los datos fueron
utilizadas las dimensiones de cada material, descritas en el enunciado de materiales) la
ecuacion 2.

10ml
superficie

LOG [(UFC x DILUCION) x | = LoguFc/superficie 2]

Tomando en cuenta que lo minimo que se puede cuantificar es -0.69 UFC/ superficie, este
se establecio como el limite cuantificable. En caso de reportar ausencia de UFC/
superficie, es decir que no se logré cuantificar, se utiliz6 el método de inmersion en
caldo de enriquecimiento con el cual se determinard ausencia/presencia de Salmonella
enterica. Para la inmersion se midieron 25 ml de caldo Soya Tripticasa y se vaciaron en
una bolsa plastica estéril. Para la recuperacion de las bacterias que sobrevivieron en la
superficie pero que se encontraron bajo el limite cuantificable en la superficie.
Asépticamente se tomo la materia prima y se introdujo en la bolsa con los 25 ml de caldo
Soya tripticasa. Luego todas las muestras fueron homogenizadas en Agitador orbital
durante 5 minutos a velocidad 2. Esto fue incubado a 35 °C durante 24 horas. Pasado este
periodo de cada bolsa con el tipo de superficie adentro se tomo una gota biconvexa y fue
sembrada por estriado en agar Xilosa lisina decoxicolato (XLD).e inbcubada por 24 + 2



horas a 35 °C. El limite de deteccidn de la presencia/ausencia de Salmonella enterica se
calculd utilizando la ecuacion 3.

10 ml

[(UFCxDILUCION)x

LOG ——swerlle — |09 UFC /superficie [3]




Cuadro 3: Descripcion de los tratamientos para evaluar la sobrevivencia de Salmonella enterica en diferentes superficies durante un
periodo de 16 dias.

Materia Tipo de superficie
organica Ambiente
Madera Gmelina Madera Pino Plastico Azul Plastico negro
MG) (MP) (PA) (PN)
Ausencia (N) 22 °C/HR 16% (S) MGNS MPNS PANS PNNS
Presencia (C) 22 °C/HR 16% (S) MGCS MPCS PACS PNCS
Ausencia (N) 30 °C/HR 16% (H) MGNH MPNH PANH PNNH

Presencia (C) 30 °C/HR 16% (H) MGCH MPCH PACH PNCH




Disefio experimental y analisis estadistico. Para evaluar la sobrevivencia de S. enterica
el disefio del experimento fue un disefio completamente al azar (DCA) con arreglo
factorial de tres factores, resultando en 4 x 2 x 2. El factor A correspondi6 a superficie
(Pino, Melina, plastico negro plastico azul), el factor B correspondié al ambiente (21
°C/28% humedad relativa 0 30 °C/16% humedad relativa) y el factor C correspondio a
materia organica (con materia organica o sin materia organica) dando un total de 16
tratamientos. Al finalizar el experimento se evalu6 el efecto de los factores
independientemente y su interaccion (A, B, C, A*B, A*C, B*C, A*B*C). Fue de especial
interés la dindmica del crecimiento de Salmonella a través del periodo de incubacion por
lo que el disefio experimental incluyo medidas repetidas en el tiempo. De cada unidad
experimental se tomd una muestra de la poblacién de Salmonella cada cuatro dias durante
un periodo de 16 dias dando un total de cinco muestreos. Para incrementar los grados de
libertad y aumentar el poder del analisis estadistico se realizaron tres repeticiones de cada
ensayo. La combinacion resulté en 48 unidades experimentales evaluadas cinco veces
cada cuatro dias.

Se utilizé un Analisis de Varianza (ANDEVA) para determinar si hubo diferencia
significativa entre tratamientos. De detectarse diferencia significativa entre tratamientos,
se utiliz6 una separacion de medias de Tukey para determinar los tratamientos
significativos. Se utilizd LS MEANS para identificar si hay efecto de la interaccion de los
factores. El grado de significancia del experimento fue de 95% (P< 0.05). El analisis
estadistico de los resultados se realiz6 utilizando el software “Statistical Analysis System
" (SAS 9.4).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la formacion de biopelicula. Comparando los dos tipos de materiales
evaluados, segun el analisis estadistico, se obtuvo que, en cuanto a absorbancia, la madera
tiene mayor capacidad de retener bacterias en comparacion al plastico (P< 0.05) (Figura
2). Estos resultados concuerdan con los reportados por Moore en el 2007, quien explica
que la alta porosidad de ciertos materiales, como ser la madera, permite que las bacterias
se adhieran de una manera mas fuerte en comparacion a aquellos que son de menor
porosidad por ejemplo el vidrio.
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Figura 2: Valores de absorbancia de cristal violeta a 540 nm en cuatro superficies de cajas
para almacenar/ transportar tomates, inoculada con una mezcla de Salmonella
Typhimurium y Salmonella Poona.

Aunque no se observaron diferencias significativas en la absorbancia del colorante cristal
violeta retenido entre todos los diferentes tipos de superficies por métodos estadisticos, al
utilizar como variable de respuesta el factor de adherencia propuesto por Naves et al.
(2008), se obtuvieron valores semi-cuantitativos que permiten clasificar la adherencia
como fuerte, moderada, débil o negativa (Cuadro 3). Se obtuvieron los siguientes
resultados: Salmonella enterica se adhirié fuertemente (valores > 0.30) a la madera de
pino y a la madera de Gmelina con valores de 0.68 y 0.48, respectivamente. En el
plastico azul se considera que tiene una adherencia moderada ya que su valor 0.26 se
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encuentra dentro del rango de 0.22 — 0.29. Con respecto al plastico negro es débil ya que
su valor es menor a 0.19. Esta informacion es crucial para ser considerada al momento de
limpiar y desinfectar las cajas para transportar/ almacenar tomates. Ya que son estas
clasificaciones las que nos permiten visualizar cuales son aquellas materias en las que se
necesitan métodos mas abrasivos para disminuir la carga microbiana.

Cuadro 4: Clasificacion semi-cuantitativa de la adherencia de Salmonella enterica en
cuatro superficies.

Superficie Factor de formacion de biopelicula79 Clasiﬁcaci(’)nﬂl
Madera Pino 0.54 Fuerte
Madera Gmelina 0.48 Fuerte
Pléstico Azul 0.28 Moderada
Plastico negro 0.13 Débil

*Factor de formacién de biopeliculas = valor de absorbancia de cada superficie - valor de la
absorbancia obtenido del control

* Clasificacion realizada por Naves et al. (2008): Fuerte >0.30, Moderada 0.20 - 0.29, débil 0.10 —
0.19, negativa < 0.10

La adherencia de las bacterias a las superficies corresponde a la interaccion de muchos
factores ya que existen factores inherentes a la naturaleza de las superficies como ser la
higroscopicidad, porosidad, direccion de las fibras en el caso de las maderas (Milling et
al. 2005) o la rugosidad de los plasticos u otras superficies (USDA-FSIS 2013). De los
factores que mayor efecto tienen en la formacion de la misma son los de caracter
ambiental, por ejemplo la interaccion de la fase aire-liquido es crucial ya es en esta
interface donde se ha cuantificado la mayor cantidad de biopelicula (R6mling y Gerstel
2001). Es decir esto se podria encontrar en aquellas superficies que permanecen humedas,
es por esto de especial interés las condiciones en las que se almacenan o se mantienen
estos materiales, para evitar proporcionar las condiciones ideales.

Aunque las caracteristicas fisicas de la madera per se podrian prestarse para asumir que
tendrdn mayor cantidad de adherencia de bacterias todo el tiempo, esto no es del todo
cierto. Un estudio realizado en tablas para cortar mostré que una pieza de madera nueva
se comporta de una manera similar a una pieza de madera que ya esta usada y con mas
dafos en la superficie. Esto referente a la cantidad de bacterias que retiene y a su facilidad
para limpiar. Mientras que por el contrario el plastico nuevo difiere mucho en su
comportamiento a uno que Yya tiene la superficie lacerada, en el caso del estudio, rayas
hechas por el uso de cuchillos. Este se volvia cada vez méas dificil de limpiar con los
métodos convencionales. Utilizando un microscopio electronico se observé que después
de usado existia mayor cantidad de residuos de alimentos en estos plasticos que en madera
(Cliver 2006).
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Cuantificacion del numero de bacterias en la biopelicula por el método de reduccion de
azul de metileno. Hubo mayor concentracién de bacterias (P<0.05) en madera en
comparacion al plastico evaluado en este estudio (Cuadro 4). Este resultado se obtiene de
los valores absorbancia del azul de metileno reducido, el cual tiene una relacion
indirectamente proporcional a la saturacion del color del azul del metileno, con relacion al
tiempo y a la cantidad de bacterias presentes. A mayor cantidad de bacterias presente en el
tipo de material inoculado mayor sera la reaccion de reduccion del azul de metileno
haciendo que este tenga una saturacion cada vez menor en funcion del tiempo.

El plastico azul, el plastico negro y la gmelina fueron superficies en las que se retuvo
igual cantidad de bacterias (Figura 3). La rugosidad y absorcion de liquidos de la
superficie es una de los factores que pudieron haber influenciado para que gmelina se
comporte de manera similar al plastico. Fue algo interesante que al momento de hacer esta
prueba, al contrario de pino, la gmelina no absorbia el liquido sino que lo retenia sobre la
superficie de la misma manera que lo hacian los plasticos. Existen estudios que muestran
como la rugosidad de la superficie si afecta a la retencion de Salmonella spp. Por ejemplo
en la superficie de melones cantaloupe (Cucumis melo var. cantalupensis) se ha
observado una mayor cantidad de bacterias que en hoyendew (Cucumis melo var.
inodorus) debido a la diferencia en rugosidad de los mismos siendo de mayor rugosidad el
melén cantaluope (Ukuku y Sapers 2007).
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Figura 3: Valores de absorbancia de azul de metileno a 490 nm en cuatro superficies de
cajas para almacenar/ transportar tomate inoculadas con una mezcla de Salmonella
Typhimurium y Salmonella Poona.

* Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05).

Generalmente se podria afirmar que el comportamiento de los microorganismos tenderia a
disminuir con el paso del tiempo, mientras no exista un suministro constante o renovacion
de nutrientes sobre la superficie. El crecimiento logaritmico de la densidad de bacterias
corresponde mayormente a la disponibilidad de nutrientes (Sutherland 2001). Ya que si la
cantidad de sustrato disponible para el crecimiento de microorganismos se va agotando,
eventualmente estos llegaran a morir por falta del mismo o por el exceso de metabolitos
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toxicos presentes en el medio. Si por el contrario existe un suministro constante de
nutrientes se ha observado como esta poblacién aumenta en comparaciéon aquella en la
que los nutrientes nunca fueron renovados (Giaouris y Nychas 2006).

Los dos estudios de evaluacion de biopelicula tienen bastante relacion entre ellos ya que,
aquellas que mostraron mayor adherencia a la superficie (retencién de cristal violeta)
(Figura 2) también fueron las superficies que mostraron alta cuantificacion de biopelicula
(mayor reduccion de azul de metileno) (Figura 3). En este estudio el de mayor adherencia
y mayor reduccion fue la madera de pino y el de menor reduccion y menor cantidad de
bacterias adheridas a la superficie fue el plastico negro (Cuadro 4).

Cuadro 5: Valores promedio de absorbancia (Asonm) para azul de metileno reducido y
absorbancia (Assnm) de cristal violeta retenido en dos tipos de materiales para
almacenar/transportar tomate *.

Prueba de reduccion de  Prueba de Adherencia

Tipo de material azul de metileno

Media + DE Media £ DE
Madera 0.97 +£0.16" 0.51+0.23°
Plastico 1.41+0.18° 0.21 +0.09"
Coeficiente de Variacion (%) 12.72 45.20

*Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05).
DE: Desviacion estandar.

Evaluando individualmente cada superficie se puede observar que no existen diferencias
significativas entre la adherencia de Salmonella enterica a Gmelina (MG), Pino (MP), y
Plastico Azul (PA), pero que esta misma adherencia si es diferente para el Plastico Negro
(PN) como muestra el Cuadro 5.

Cuadro 6: Valores promedio de absorbancia (Aseonm) para azul de metileno reducido y
absorbancia (Assonm) de cristal violeta retenido en 4 superficies de dos tipos de materiales
para almacenar/transportar tomate *.

Prueba de reduccion de Prueba de

Superficie azul de metileno Adherencia

Media + DE Media £ DE
Gmelina 1.31 +0.46° 0.48 +0.14°
Pino 0.63 +0.25° 0.54 + 0.04°
Plastico Azul 1.63 +£0.19° 0.28 +0.33%
Plastico Negro 1.19 + 0.26° 0.13+0.12°
Coeficiente de Variacién (%) 27.49 62.17

*Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05
DE: Desviacion estandar.
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Sobrevivencia de Salmonella enterica. Todos los cultivos crecieron durante el periodo
de reactivacion de la cepas de Salmonella enterica serovar Typhimurium y serovar Poona
durante 3 siembras consecutivas de 24 horas a 35 + 2 °C. Alcanzando una concentracion
final para los in6culos con materia orgéanica y sin materia organica de 7.80 £ 0.58 y 7.94 +
0.56 log de UFC/ ml, respectivamente. Al momento de transferir estos inoculos a las
superficies sus concentraciones disminuyeron (Cuadro 6); en él se puede apreciar como la
maderas y el plasticos comenzaron con conteos iguales entre 3.30 y 4.60 Log
UFC/superficie.

Cuadro 7: Concentraciones iniciales promedio de Salmonella spp. (Log UFC/superficie)
sobre diferentes tipos de material para evaluar su sobrevivencia *.

Superficie Con materia organica Sin materia organica

Media + DE Media £ DE
Madera gmelina 3.52 +0.98° 3.51 +£0.12°
Madera pino 4.61 +0.24° 3.78 +0.82°
Plastico azul 4.25 +0.70° 3.69 +0.62°
Plastico negro 3.75 +0.06° 3.37 +0.61°
Coeficiente de 13.69

variacion (%o)

*Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05)
DE: Desviacion estandar.

El tipo de superficie influyé en la sobrevivencia (P = 0.0003) de S. enterica. EI menor
tiempo de sobrevivencia se observé en madera pino, estadisticamente menor a las otras
tres superficies ya que no se recuperd a partir del muestreo a los 12 dias (Figura 4). En el
plastico negro, plastico azul y la madera gmelina se observd el mismo tiempo de
sobrevivencia, sobreviviendo hasta el final del estudio (16 dias). Aun cuando el patdégeno
sobrevivio los 16 dias, se pudieron observar diferencias significativas entre los materiales
plasticos y la gmelina. Desde el dia cuatro y hasta el final de estudio (dia 16) los recuentos
de S. enterica en materiales plasticos estuvieron por debajo del limite de cuantificacion
(<1.0 Log UFC/superficie) recuperandose solo aplicando enriquecimiento a la superficie
total (limite de deteccién -0.69 Log UFC/superficie). En la madera gmelina si pudo ser
cuantificada hasta el dia 16.

La materia organica influyd en la sobrevivencia de S. enterica (P = 0.0079) haciendo que
el patégeno fuese mas dificil de recuperar de la superficie en presencia de materia
organica (Cuadro 7). La temperatura no influyé en la sobrevivencia del patégeno (P =
0.5166). Finalmente la interaccion de todos los factores superficie*materia*ambiente*dia
si influyo en la sobrevivencia de Salmonella enterica (P = 0.0001).

A lo largo del periodo de 16 dias en las tres repeticiones se observo que Salmonella spp.

tuvo un comportamiento, estadisticamente, similar en madera que en plastico (Cuadro 8).
Aunque este resultado fue sesgado en madera por el comportamiento que la bacteria tuvo

15



en pino, el cual reportd ausencia en varias repeticiones desde el dia 4 (Figura 5),
afectando asi el promedio obtenido por el otro tipo de madera (gmelina).

La recuperacion de Salmonella enterica en madera y plastico fue estadisticamente la
misma a lo largo de los 16 dias, a excepcién del dia 12. En el cual se recuperé mayor
cantidad en madera, especificamente en gmelina que en plastico (Cuadro 8). Basicamente
porque fue en este dia donde hubo disminucion de la cantidad de células recuperadas en
plastico. La contaminacion cruzada es una de las mayores preocupaciones en la industria
de alimentos en relacion al uso de ciertos materiales que podrian promover o evitar la
misma (Jensen et al. 2013). Segun recomendaciones hechas por el Departamento de
Agricultura de Estados Unidos de América (USDA por sus siglas en inglés ) , se deberian
de usar superficies no porosas como ser el plastico, el vidrio, el acero inoxidable y
maderas de grano limitrofe que maderas de grano abierto, ejemplos de estas podrian ser el
maple y el bambu. Evitar el uso de maderas en general (USDA 2013).
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Cuadro 8: Influencia de la presencia/ ausencia de materia orgénica en la sobrevivencia de Salmonella enterica en una periodo de 16

dias. Expresado como Log UFC / superficie™

Materia organica Dia0 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16

9 Media =+ DE Media + DE Media =+ DE Media + DE Media = DE
Ausencia 3.59 +0.43° 1.16 +0.83° 1.01 £0.732 0.97 +0.87° 0.78 +0.60°
Presencia 4.03 +0.64° 0.78 +0.37° 0.81 +0.63° 0.68 +0.28° 0.62 +0.09°
Coeficiente de 13.90 59.39 74.49 61.02 45.24

variacion (%)

*Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05)
DE: Desviacion estandar.

Cuadro 9: Influencia del tipo de material en la sobrevivencia de Salmonella enterica en una periodo de 16 dias expresados como

logaritmos de UFC / superficie®

Tipo Dia0 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
Media = DE Media =+ DE Media =+ DE Media + DE Media =+ DE
Madera 3.05+ 052° 099+ 057° 0.96 + 0.52° 0.99 + 0.38° 072 +0.31°
Plastico 3.77 + 0.46° 0.93+0.77° 0.84 + 0.66° 0.64 + 0.34° 0.68 + 0.36
Coeficiente de 13.49 59.55 59.17 47.48 4751

variacion (%)

*Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05).
DE: Desviacion estandar.
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Figura 4: comportamiento promedio de Salmonella enterica en madera y plastico durante
un periodo de 16 dias™
*Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05).
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Figura 5: comportamientos de Salmonella enterica en cuatro superficies en un periodo de
16 dias™.
* Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05).
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La reduccion logaritmica en madera fue de 2.95 log UFC/superficie y de 2.83 log UFC /
superficie plastica del dia cero al dia cuatro. Esta reduccion se podria deber a multiples
factores por ejemplo la cantidad de bacterias adheridas en el periodo de tiempo antes de
ser recuperadas; el cual se calcula que fue de 2.5 = 0.5 horas hasta que las superficies
estuvieran visiblemente secas, dando asi espacio a que existieran mayor cantidad de
bacterias en estado libre que asociado (en forma de biopelicula) en el dia 0. Otro factor
que pudo influir fue la cantidad de humedad presente en las superficies la cual al dia cero
era mayor que en los siguientes dias. Ya que la humedad se pudo haber ido evaporando,
estando asi mas himeda al dia cero que al dia 16, dando lugar a mayor movilidad de las
bacterias al tener mayor cantidad de agua en estas superficies. Estudios realizados
demuestran que la interface de aire- liquido es donde mayor cantidad de bacterias son
registradas (Giaouris y Nychas 2006), siendo esta interaccion mas fuerte, en este
experimento, en el dia cero que con el paso de los dias. Esto es cierto cuando existe esta
seccion de interaccion aire-liquido ya que en aquellos espacios donde hay mayor
presencia de la fase acuosa se registra menor cantidad de bacterias que aquellas en las que
es menor (Rémling y Gerstel 2001). Otro factor que probablemente es el de mayor
impacto seria la disponibilidad de materia organica, es decir nutrientes. Ya que con el
paso de los dias la cantidad disponible se fue agotando por el consumo de los mismos
aumentando la competencia, la cual es intensa, y de la misma manera haciendo el medio
mas dificil para vivir por la produccién de metabolitos tdxicos (Giaouris y Nychas 2006).

S. enterica se comport6 de manera diferente en gmelina, en comparacion al pino a lo largo
de los 16 dias comprendidos en el estudio. Ya que en gmelina S. enterica se mantuvo
sobre el limite de deteccion hasta el dia 16. Este mismo comportamiento no se observo
con la madera de pino ya que en este material Salmonella spp. tuvo un comportamiento
mas inestable. En el dia 4 en las tres repeticiones se reportd ausencia, pero volvié a ser
detectada en el dia 8, para ausentarse totalmente hasta el dia 16 (Figura 6). Estas
diferencias se pueden dar gracias a las caracteristicas propias de la madera de pino que es
alta en compuestos resinosos. Ya que existen estudios que demuestran la capacidad
antimicrobiana que tienen las resinas y otros aceites esenciales presentes en las maderas
que podrian llegar a causar este comportamiento de Salmonella spp. en la madera de pino.
Un estudio realizado con 7 diferentes tipos de maderas muestra resultados comparables en
los que E. coli y E. faecium en la madera de pino después de 24 horas presentaban
ausencia. Comportamiento que fue diferente del arbol de haya en el cual se registrd
presencias de ambas bacterias hasta las 169 horas (Milling et al. 2005).
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Figura 6: Comportamiento de Salmonella enterica en tratamientos utilizando dos
superficies de tipo madera. Lineas continuas (gmelina) (MG) y lineas punteada (pino)
(MP) en presencia de materia organica (simbolos rellenos) (C) y sin materia orgénica
(simbolos abiertos) (N) a 30 °C (cuadros) (H) y a 21 °C (circulos) (S)*.

*Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05).

En cuanto a plasticos al dia 12 en dos tratamientos se reportd ausencia: en el plastico azul
con materia organica en un ambiente seco y en el plastico negro con materia organica en
un ambiente himedo. Al final de los 16 dias solo dos tratamientos reportaron presencia:
plastico azul sin materia organica en un ambiente himedo y el plastico negro sin materia
organica en un ambiente humedo (Figura 7). Esto muestra que el comportamiento en
ambos plasticos es similar a lo largo del periodo que comprendié el estudio (Cuadro 7).
Estudios comparando E. coli y E. faecium en maderas vs plasticos presenta que el mayor
tiempo de sobrevivencia se da en pléstico ya que en un periodo de 260 horas alin se
registrd su presencia con cuatro log de UFC/ g (Milling et al. 2005).
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Figura 7: Comportamiento de Salmonella enterica en tratamientos utilizando dos
superficies de tipo plasticos. Lineas continuas (plastico negro) (PN) y lineas punteada
(plastico azul) (PA) en presencia de materia orgénica (simbolos rellenos) (C) y sin materia
organica (simbolos abiertos) (N) en un ambiente a 30 °C (triangulos) (H) y a 21 °C
(rombo) (S) *.

*Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05)

A lo largo de los 16 dias del estudio, en promedio se puede concluir que Salmonella
enterica tiene mayor cantidad de recuperacién en medios donde hay poca materia
organica o medios pobres en nutrientes que en aquellos que tiene mayor disponibilidad de
los mismos (Cuadro 7). Estos resultados concuerdan con los resultados reportados por
Naves et al. en el 2008, quien evalu6 el comportamiento de cuatro diferentes cepas de E.
coli en las cuales 3 de ellas tuvieron una formacién de biopelicula fuerte en aquellos
medios pobres en nutrientes, en comparacion a aquellos que eran concentrados o la
concentracion del medio comercial. Otros estudios realizados presentan resultados que
podrian ser respuesta a la mayor recuperacién de bacterias de medios con pocos nutrientes
disponible que proponen que no necesariamente es que hubo menor cantidad de bacterias
en aquellas superficies con presencia de materia organica, sino que los carbohidratos
presentes en la matriz del alimento que entré en contacto con la superficie evaluada,
hacen que las bacterias se adhieran con mas fuerza a la misma, logrando un menor
porcentaje de recuperacion (Moore et al. 2007). También se han realizado experimentos
en los que la renovacion periodica de nutrientes durante 18 dias logra aumentar en dos
logaritmos la poblacién bacteriana en la superficie, en comparacion a aquellas en las que
la cantidad de nutrientes disponibles no fue renovada. Demostrando asi que la
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disponibilidad de nutrientes es importante para el crecimiento de bacterias (Giaouris y
Nychas 2006).

Los resultados muestran que a lo largo de los 16 dias no hubo diferencias significativas en
cuanto a la exposicion de Salmonella enterica a dos diferentes ambientes. Uno a 21 °C *
2 °C a una humedad relativa de 28% y ambiente con una temperatura de 30 °C y una
humedad relativa de 16%. Con excepcion al dia cuatro en el que hubo una mayor cantidad
de UFC/superficies en el ambiente himedo que en el seco. Luego de este tiempo no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (Cuadro 9). Los resultados no son
significativamente diferentes ya que en este rango de temperatura Salmonella spp. suele
tener un comportamiento similar bajo condiciones de aerobiosis; es decir el
comportamiento que tiene Salmonella Typhimurium entre 22-30 °C no es muy variable. A
temperatura ambiente se ha comprobado, que en un periodo de 24 horas, Salmonella ha
creado una mayor cantidad de biopelicula fuertemente adherida en comparacion a 30 °C y
37 °C la cual se da en menor cantidad. A 30 °C la mayor cantidad de biopelicula en
periodos de 24 y 48 horas se da mayormente una adherencia moderada. Lo cual es
importante para la industria, enfatizando asi en la necesidad de una limpieza periodica
(Stepanovic et al. 2002).

La concentracién de oxigeno si es un factor que tiene gran influencia en su
comportamiento. Su efecto no fue evaluado en este experimento, razén por la cual su
comportamiento en cuanto a la exposicion a diferentes ambientes no tuvo mayor
influencia. Se ha demostrado que la menor cantidad de biopelicula es formada en
condiciones de anaerobiosis y la mayor cantidad en concentraciones altas en CO; y
microaerofilicas; en comparacion a un ambiente aerdbico (Rémling y Gerstel 2001). Estos
factores son los que se encargan de promover la expresion del gen agfD, que es el gen
responsable de inducir la formacion de biopelicula. Para Salmonella Typhimurium se ha
encontrado que a 28 °C su comportamiento es dependiente de la temperatura. Pero no es
lo mismo a 37 °C. Esto se da ya que el gen agfD se activa cuando las bacterias se
encuentran en un medio donde existe limitacion de nitrogeno y fosfatos. Estudios
muestran gue el efecto de la presencia de oxigeno tiene una influencia.

Para todos los tipos de superficies el factor mas significativo fue el dia. Basicamente esto
se da en todas las superficies en la misma magnitud ya que desde el dia cero hasta el dia
cuatro se dio una reduccion logaritmica entre 2-3.5 UFC/superficie. Para gmelina el factor
maés significativo fue la materia organica. Como se pudo observar en la Figura 6, los
tratamientos sin materia organica eran los que mostraron los mayores valores de
recuperacion en comparacion a aquellos tratamientos donde no habia materia organica
(Figura 6). En cuanto a pino el factor de mayor significancia fue la interaccion materia x
dia, ya que este tuvo un comportamiento muy inestable a lo largo del periodo de 16 dias.
Para los dos tipos de plasticos no hubo significancia en ningln otro factor aparte del dia
(Cuadro 10).
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Cuadro 10: Influencia del ambiente en la sobrevivencia de Salmonella enterica en una periodo de 16 dias®.

Ambiente Dia 0 Dia4 Dia8 Dia12 Dia 16
Media + DE Media + DE Media £+ DE Media £ DE Media + DE

21 °C-28% Humedad 3.81+0.52° 0.97 + 0.66° 0.95 + 0.56° 0.82 + 0.65° 0.73+0.07°

30 °C- 16% Humedad 3.81+0.59° 0.95+0.73" 0.85+0.70° 0.82 +0.70° 0.67 + 0.54°

Coeficiente de

variacion (%o) 14.65 73.49 68.80 83.82 40.36

*promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05)
DE: desviacion estandar.

Cuadro 11: Nivel de significancia en la interaccion de factores para cada tipo de superficie®.

Factor Gmelina Pino Plastico Azul Plastico Negro
Valor P Valor P Valor P Valor P

Materia organica 0.0001 0.0007 0.8324 0.3918

ambiente 0.8742 0.8954 0.5343 0.4994

dia 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

materia x dia 0.0207 0.0001 0.1187 0.9868

Materia x ambiente 0.1463 0.8954 0.9751 0.0709

*(P< 0.05) representan factores con influencia significativa en superficie.
DE: Desviacion estandar.



CONCLUSIONES

Salmonella enterica forma biopeliculas tanto en los materiales de plastico como en
madera utilizados en el trasporte de tomate. Hubo una adherencia fuerte en madera de
pino y madera gmelina, una adherencia moderada en plastico azul y una débil en
plastico negro. La cantidad de bacterias fue mayor en pino seguida por el resto de
superficies entre las cuales no hubo diferencias estadisticas.

La madera de Gmelina es la superficie con mayor capacidad de retener mayor
cantidad de bacterias en 16 dias. La madera de pino tuvo un efecto antimicrobiano
para Salmonella enterica. En las dos superficies de plastico se determiné la presencia
de Salmonella en niveles no cuantificables, pero si detectables.

Los factores evaluados en el experimento que tuvieron mayor influencia en el
comportamiento de Salmonella enterica fueron los tipos de superficies y la presencia
0 ausencia de materia organica. La especie Gmelina present6 la de mayor cantidad de
log de UFC/ superficie y el pino la de menor cantidad. En cuanto a la materia
organica se recuperd mayor cantidad de bacterias de aquellas superficies en las que no
habia presencia de la misma.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda, basados en la adherencia de S. enterica, utilizar el disefio de la “Cesta
One- way” como material para transportar y almacenar tomates.

La limpieza debe de ser llevada a cabo lo antes posible para evitar la formacion de
biopelicula después de haber sido usada. Métodos mas abrasivos deben ser usados
para la madera.

Implementar buenas practicas agricolas (BPA) y procedimientos operativos
estandarizados de saneamiento (POES), desde la cosecha en campo hasta el
almacenamiento y transporte de los tomates.

Se debe de tener especial cuidado con la madera de pino ya que si bien no se reporto
alta presencia del patégeno en la superficie, este comportamiento no fue estable
durante todo el experimento.

Se recomienda evaluar diferentes soluciones limpiadoras y desinfectantes que
eliminen a Salmonella enterica de este tipo maderas y plasticos.

Evaluar el efecto antimicrobiano de resinas sobre estas superficies y su tiempo de
efecto.
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ANEXOS

Anexo 1: Reduccion y adherencia de Salmonella enterica en cuatro superficies *.

Superficie Reduccion Adherencia
MEDIA = DE MEDIA = DE
Pino 0.63 +0.25 0.54 + 0.04°
Gmelina 1.31 +0.46° 0.48 +0.14°
Plastico Azul 1.63 +0.19° 0.28 +0.33%
Plastico Negro 1.19 + 0.26° 0.13+£0.12°
CV: 457 CV:4.39

*Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05)
DE: Desviacion estandar.
CV: Coeficiente de variacion.

Anexo 2: Sobrevivencia de Salmonella enterica (Log UFC/superficie) en dos tipos de
materiales utilizados para el transporte y almacenamiento *

Tipo Dia 0 Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16

MEDIA + MEDIA + MEDIA + MEDIA + MEDIA +
DE DE DE DE DE

Madera 3.95+0.48* 099+059% 096+050% 0.99+0.67% 0.72+0.35°

Plastico 3.77+0.33 093+044% 0.84+040% 0.64+0.23° 0.68+0.23°

Coeficiente

de variacién

(%) 10.72 49.68 43.98 52.31 39.55

*promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05)
DE: Desviacion estandar.
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Anexo 3: Influencia de cuatro diferentes superficies en la sobrevivencia de Salmonella enterica en una periodo de 16 dias. Expresados
como log de UFC /superficie®.

Superficie Dia 4 Dia 8 Dia 12 Dia 16
MEDIA + DE MEDIA + DE MEDIA + DE MEDIA + DE
Gmelina 1.32 + 0.64° 1.40 + 0.72° 1.48 + 0.78° 0.90 + 0.54°
Pino 0.06 +0.09" 0.69 +0.05" 0.69 +0.05" 0.69 +0.07°
Plastico Azul 1.15 + 0.90% 1.14 + 0.99% 0.85 +0.60° 0.94 + 0.64°
Plastico Negro 1.16 + 0.64% 0.83 +0.33% 0.69 +0.07° 0.69 + 0.09°
Coeficiente de variacion (%) 76.65 46.35 35.53 37.49

*promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05)
DE: Desviacion estandar.



Anexo 4: Comportamiento promedio de Salmonella enterica (Log UFC/superficie) en el
dia 0 en tratamientos utilizando cuatro superficies: madera gmelina (MG), madera pino
(MP), plastico azul (PA) y plastico negro (PN), dos niveles de materia organica: presencia
(C) y ausencia (N) dos ambientes: 21 °C/ 28% HR (S) y 30 °C/ 16% HR (H)*.

Dia 0
# TRATAMIENTO MEDIA + DE CV (%)
1 MPCH 4.61+0.18% 3.80
2 MPCS 4.61+0.18° 3.80
3 PACH 4.25+0.50°% 11.65
4 PACS 4.25+0.50° 11.65
5 MPNH 3.78+0.58% 15.34
6 MPNS 3.78+0.58° 15.34
7 PNCH 3.76 £0.05% 1.24
8 PNCS 3.76 £0.05° 1.24
9 PANH 3.69+044° 11.92
10 PANS 3.69+044° 11.92
11 MGCH 3.52+0.98% 27.97
12 MGCS 3.52+0.98° 27.97
13 MGNH 351+0.12% 3.43
14 MGNS 351+0.12° 3.43
15 PNNH 3.37+0.62% 18.34
16 PNNS 3.37+0.62° 18.34

*Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05)
HR: Humedad relativa

DE: Desviacion estandar.
CV: Coeficiente de variacion.

31



Anexo 5: Comportamiento promedio de Salmonella enterica (Log UFC/superficie) en el
dia 4 en tratamientos utilizando cuatro superficies: madera gmelina (MG), madera pino
(MP), plastico azul (PA) y plastico negro (PN), dos niveles de materia organica: presencia
(C) y ausencia (N) y dos ambientes: 21 °C/ 28% HR (S) y 30 °C/ 16% HR (H) *.

Dia 4
# TRATAMIENTO MEDIA CV (%)
1 MGNS 2.05+0.39 2 19.05
2 PNNH 1.94 +0.56 ® 28.73
3 MGNH 1.68 +0.37 2 22.05
4 PANH 1.56 +1.51°% 96.97
5 PANS 1.32+1.10° 83.54
6 PNCS 1.23+0.68 2 55.66
7 PACS 1.02 +0.58 ® 56.60
8 MGCH 0.89+0.35% 39.57
9 PNNS 0.79+0.18% 22.66
10 MPCH 0.69+0.11° 15.90
11 PACH 0.69+0.00° 0.00
12 MGCS 0.69+0.00° 0.00
13 PNCH 0.69+0.00° 0.00
14 MPCS 0.69+0.00° 0.00
15 MPNH 0.69+0.11% 15.90
16 MPNS 0.69+0.11° 15.90

*Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05)
HR: Humedad relativa

DE: Desviacion estandar.

CV: Coeficiente de variacion.
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Anexo 6: Comportamiento promedio de Salmonella enterica (Log UFC/superficie) en el
dia 8 en tratamientos utilizando cuatro superficies: madera gmelina (MG), madera pino
(MP), plastico azul (PA) y plastico negro (PN), dos niveles de materia organica: presencia
(C) y ausencia (N) y dos ambientes: 21 °C/ 28% HR (S) y 30 °C/ 16% HR (H)™*

Dia 8
# TRATAMIENTO MEDIA CV (%)
1 MGNH 176 +1.11°2 62.86
2 MGNS 1.74+0.08 2 4.65
3 PANH 1.73+131° 75.67
4 PACS 157 +154° 97.82
5 MGCS 1.40 +0.682 48.41
6 PACH 0.99+0.53° 53.07
7 PNNS 0.99+0.53% 53.07
8 PNNH 0.95+045°% 47.40
9 MPCH 0.69+0.00°% 0.00
10 MPCS 0.69+0.11° 15.90
11 MGCH 0.69+0.00°% 0.00
12 PANS 0.69+0.00° 0.00
13 PNCH 0.69+0.00°% 0.00
14 PNCS 0.69+0.00° 0.00
15 MPNH 0.69+0.00°% 0.00
16 MPNS 0.69 +£0.00° 0.00

*Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05)
HR: Humedad relativa

DE: Desviacion estandar.

CV: Coeficiente de variacion.
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Anexo 7: Comportamiento promedio de Salmonella enterica (Log UFC/superficie) en el
dia 12 en tratamientos utilizando cuatro superficies: madera gmelina (MG), madera pino
(MP), plastico azul (PA) y plastico negro (PN), dos niveles de materia organica: presencia
(C) y ausencia (N) y dos ambientes: 21 °C/ 28% HR (S) y 30 °C/ 16% HR (H).*

Dia 12
# TRATAMIENTO MEDIA CV (%)
1 MGNH 2.17 +0.782 35.98
2 MGNS 1.88 +0.58 ® 30.86
3 PANH 1.35+1.21% 89.87
4 MGCS 1.09+0.70% 64.09
5 MGCH 0.77+0.15° 19.79
6 MPCS 0.69+0.11° 15.90
7 MPCH 0.69 +0.00" 0.00
8 MPNS 0.69 + 0.00° 0.00
9 PACH 0.69+0.11° 15.90
10 PACS 0.69+0.11° 15.90
11 MPNH 0.69 +0.00° 0.00
12 PANS 0.69+0.11° 15.90
13 PNCH 0.69+0.11° 15.90
14 PNCS 0.69+0.11° 15.90
15 PNNH 0.69 +0.00° 0.00
16 PNNS 0.69 +0.00° 0.00

*Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05)
HR: Humedad relativa

DE: Desviacion estandar.

CV: Coeficiente de variacion.
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Anexo 8: Comportamiento promedio de Salmonella enterica (Log UFC/superficie) en el
dia 16 en tratamientos utilizando cuatro superficies: madera gmelina (MG), madera pino
(MP), plastico azul (PA) y plastico negro (PN), dos niveles de materia organica: presencia
(C) y ausencia (N) y dos ambientes: 21 °C/ 28% HR (S) y 30 °C/ 16% HR (H).™

Dia 16
# TRATAMIENTO MEDIA CV (%)
1 MGNH 1.56 + 0.86° 55.16
2 PANH 1.27+1.06° 83.76
3 PANS 1.12+0.82° 72.92
4 MGCS 0.69 +0.00* 0.00
5 MGCH 0.69 +£0.00° 0.00
6 MPCS 0.69+0.11° 15.90
7 MPCH 0.69+0.11° 15.90
8 MPNS 0.69 +0.00° 0.00
9 PACH 0.69+0.11° 15.90
10 PACS 0.69+0.11° 15.90
11 MPNH 0.69 +0.00° 0.00
12 MGNS 0.69 +0.00° 0.00
13 PNCH 0.69+0.11° 15.90
14 PNCS 0.69+0.11° 15.90
15 PNNH 0.69 +£0.00° 0.00
16 PNNS 0.69+0.11° 15.90

*Promedios con letras distintas en cada columna son significativamente diferentes (P< 0.05)
HR: Humedad relativa

DE: Desviacion estandar.
CV: Coeficiente de variacion.
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