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RESUMEN

El consumo de tomates se ha asociado con brotes de salmonelosis. Los microorganismos presentes en la
superficie del fruto pueden estar fuertemente adheridos (CFA) lo que dificulta su remocion. El objetivo de este
trabajo fue comparar la recuperacién de CFA de Salmonella en muestras de tomate Roma expuestas a
ultrasonido o vortex, con tres tiempos de exposicidn. Cada tomate inoculado con Salmonella resistente a la
rifampicina fue enjuagado manualmente con 100 ml de agua peptonada amortiguada (BPW, por sus siglas en
inglés) para remover las células débilmente adheridas. El tomate fue sumergido en 100 ml de BPW y se expuso
a bafio de ultrasonido (40 kHz) o vortex (6 000 rpm), por 1, 5y 10 min. Las cuentas de CFA de Salmonella del
epicarpio de tomates fueron (p <0.05) diferentes en funcion del método y tiempo de agitacion. El uso del vortex
logré una mayor recuperacion de CFA del patégeno en comparacion el ultrasonido. Con 1 min de exposicion
se obtuvieron recuentos menores de CFA que con 5y 10 min. Ambos métodos lograron recuperar CFA de
Salmonella del epicarpio del tomate, es importante considerar el efecto del tiempo de agitacién sobre la
integridad del tomate cuando se elija un método.
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ABSTRACT

Consumption of tomatoes has been associated with outbreaks of salmonellosis. The microorganisms present on
the surface of the fruit can be strongly attached (SA), which makes their removal difficult. The objective of this
work was to compare the recovery of SA from Salmonella in Roma tomato samples exposed to ultrasound or
vortex, with three exposure times. Each tomato inoculated with rifampicin-resistant Salmonella was manually
rinsed with 100 mL of buffered peptone water (BPW) to remove loosely attached cells. The tomato was
submerged in 100 ml of BPW and exposed at ultrasonic bath (40 kHz) or vortexing (6 000 rpm), for 1, 5, and
10 min. Salmonella SA counts from tomatoes epicarp were (p < 0.05) different depending on the shaking
method and time. The use of the vortex achieved a greater recovery of the pathogen compared to ultrasound.
Lower SA counts were obtained with exposure for 1 min than with 5 and 10 min. Both methods were successful
in recovering Salmonella CFA from tomato epicarp, it is important to consider agitation time effect on tomato
integrity when choosing a method.

Keywords: fruits, foodborne pathogens, sampling, detachment.
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INTRODUCCION

El tomate (Solanum lycopersicum) es una de las frutas mas consumidas a nivel mundial, con una
derrama econémica global anual cercana a 200 mil millones de délares (An6nimo, 2020). El consumo
de tomates crudos se ha relacionado con diversos brotes de salmonelosis en Estados Unidos (EU),
Canada y Europa (CDC, 2005; Kozak et al., 2013; Whitworth, 2019). En 2004, el Centro de Control
y Prevencion de Enfermedades de EU, reportd tres brotes de infecciones por serotipos de Salmonella,
asociados al consumo de tomates Roma en EU y Canada, con 561 casos reportados y 155
hospitalizaciones (CDC, 2005). En 2019, los tomates fueron sefialados por primera vez en Suecia,
como la fuente de un brote de Salmonella typhimurium, con un total de 82 casos (Whitworth, 2019).

La contaminacién de los tomates con Salmonella puede ocurrir en diversos puntos de la cadena de
produccion antes y después de la cosecha, el procesamiento, la distribucién y manipulacién (Beuchat
& Ryu, 1997; Rushing et al., 1996). Se ha reportado el aislamiento de Salmonella de muestras de
heces de animales silvestres, sedimentos, reservorios de agua superficial y tomates enteros
recolectados en invernaderos (Bell et al., 2015). Asimismo, Salmonella ha sido aislada de tomates
recolectados en pequefios mercados locales y supermercados (Cardenas et al., 2013; Leal-Cervantes
et al., 2018).

Cuando las células de Salmonella entran en contacto con la superficie del tomate, el patdgeno puede
iniciar el proceso de adhesion al epicarpio (Iturriaga et al., 2007). Los patégenos bacterianos pueden
estar presentes en la superficie de los tomates como células débilmente adheridas (CDA) unidas a la
superficie por su atraccién por fuerzas electrostaticas, o como células fuertemente adheridas (CFA)
aquellas que han establecido una adhesién fisica e irreversible (Dickson & Koohmaraie, 1989). Las
CDA pueden ser removidas facilmente de la superficie de los alimentos mediante un proceso de
agitacion o enjuague suaves, mientras que las CFA permanecen unidas a la superficie después del
lavado y requieren la aplicacién de métodos que brinden una accién mecanica, como la agitacion
vigorosa, trituracion o sonicacion para desprenderlas (Asséré et al., 2008; Dickson & Koohmaraie,
1989; Patel & Sharma, 2010). Las CFA de los microorganismos patégenos pueden colonizar la
superficie de los frutos y formar biopeliculas, lo cual brinda proteccién a las células bacterianas,
dificulta su remocion y limita la eficacia de los tratamientos de descontaminacion.

El objetivo de este trabajo fue comparar la recuperacion de CFA de Salmonella en muestras de tomate
Roma expuestas al ultrasonido o agitacion en vortex, con tres tiempos de exposicion. Si bien, diversas
investigaciones han reportado el uso del ultrasonido y vortex para el desprendimiento de células
adheridas a la superficie de alimentos, pocos estudios se han dirigido a comparar la capacidad de estos
métodos para estimar las cuentas de CFA.

MATERIALES Y METODOS

Muestras. Se utilizaron tomates Roma (Solanum lycopersicum) de textura firme, color rosado, sin
dafio aparente y con un peso aproximado de 100 g. Los frutos fueron comprados en un mercado local
de Guadalajara y transportados dentro de bolsas de polietileno a temperatura ambiente (~25°C), al
laboratorio de Microbiologia e Inocuidad de Alimentos de la Universidad de Guadalajara, en un lapso
de 1 h. Se mantuvieron a temperatura ambiente por 24 h previo a los experimentos.
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Material biolégico. Se emplearon seis cepas de Salmonella resistentes a la rifampicina (Rif+), S.
typhimurium (aislada del epicarpio de tomate obtenido en puntos de venta), S. typhimurium (aislada
de heces humanas), S. poona (aislada de epicarpio de aguacate obtenido en huerta), S. bardo
(recuperada de composta utilizada en un huerto de aguacate) y dos cepas de S. bareilly (aisladas del
epicarpio de aguacates adquiridos en mercados locales). Todas las cepas se preservaron en caldo soya
tripticaseina (CST) con 20% de glicerol a -80°C. Previo a cada experimento, se prepararon cultivos
de trabajo con la reactivacién de cada aislamiento, se transfirieron a agar soya tripticaseina inclinado
(AST) y se incubaron a 35°C por 24 h; estos cultivos se utilizaron para la preparacion del in6culo.

Preparacion del indculo. Cada cepa de Salmonella de los cultivos inclinados de AST se cultivo
individualmente en 10 ml de CST suplementado con extracto de levadura al 0.6 % (CSTEL) a 35 °C
por 18 h. Después de la incubacién, 0.1 ml de cada cultivo fueron transferidos individualmente a 10
ml de CSTEL y se incubaron a 35 °C durante 4 h. Posteriormente, 0.1 ml de este cultivo se inocul6
en 35 ml de CSTEL e incubd a 35 °C por 18 h. Se realizaron dos lavados con 35 ml de solucion salina
estéril (SS, 0.85% NaCl) por centrifugacion a 4,507 x g y 5°C por 10 min. Después del segundo
lavado, el sedimento se resuspendié en 17.5 ml de SS. Las suspensiones de células lavadas (~17.5
ml/cepa) se combinaron en una bolsa Whirl-Pak® estéril, para conformar un inéculo de 6 cepas de
Salmonella (105 ml) y se mezclé manualmente durante 30 s. La concentracion de Salmonella en el
inoculo se determind mediante la preparacion de diluciones decimales en diluyente de peptona al
0.1% y se extendieron sobre placas de agar soya tripticaseina suplementado con extracto de levadura
al 0.6 % y 100 mg/l de rifampicina (ASTEL-RIf). Las placas se incubaron a 35°C y las colonias se
enumeraron a las 24 h.

Comparacion de la recuperacion de células adheridas de Salmonella. Para la inoculacién, cada
tomate se sumergid en la bolsa que contenia la mezcla de células lavadas de las cepas y se agitd
manualmente durante 1 min. Los tomates inoculados fueron colocados sobre un cilindro de acero
inoxidable previamente desinfectado con etanol al 70%, para el secado a temperatura ambiente
(~25°C) durante 1 h y permitir la adhesion bacteriana a la superficie. Los tomates fueron divididos
en dos grupos para realizar la comparacion de las cuentas de Salmonella, con el uso de ultrasonido a
40 kHz y vortex a 6 000 rpm, en funcién del tiempo de exposicion. Las muestras de tomate fueron
homogenizadas durante 1, 5y 10 min para la determinacion de células CFA. Se realizaron tres
réplicas, cada una con cuatro repeticiones (n=12).

Andlisis microbiolégico. Cada tomate inoculado se depositd en una bolsa Whirl-Pak® con 100 ml de
agua peptonada amortiguada (BPW, por sus siglas en inglés) y se agit6 manualmente rotando la bolsa
a 90° durante 30 s. El liquido de enjuague fue desechado y el tomate se transfirid a otra bolsa Whirl-
Pak® que contenia 100 ml de BPW para sumergir en un bafio de ultrasonido a 300 W'y 40 kHz, por
1, 5y 10 min. En cada tiempo, se tomé una alicuota de 2 ml sin interrumpir la exposicién al
ultrasonido hasta el tiempo final de 10 min. Se contaron las células CFA a partir del liquido de
enjuague por extension en superficie sobre placas de ASTEL-Rif a 35°C por 24 h. Se seleccionaron
colonias tipicas de Salmonella para confirmar mediante reacciones en agar triple aztcar hierro y lisina
hierro. Todas las cuentas fueron reportadas como UFC/tomate. También se realiz6 el recuento de
CFA con el uso de vortex a 6 000 rpm por 1, 5y 10 min, bajo las condiciones descritas previamente
para el uso del ultrasonido.

Analisis de datos. Las cuentas de CFA se obtuvieron inicialmente en UFC/ml y se multiplicaron por
100 ml, correspondientes al volumen total en que se enjuag6 cada tomate. Finalmente, los recuentos
expresados en UFC/tomate se transformaron a log UFC/tomate, para su analisis estadistico. Se realizo
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un analisis de varianza multifactorial para determinar el efecto del método (ultrasonido o vortex) y el
tiempo de exposicion (1, 5 y 10 min) para la recuperacion de CFA de Salmonella. Cuando fue
necesario, la separacion de medias se llevé a cabo mediante la prueba de rangos multiples de HSD de
Tukey para determinar las diferencias estadisticas (p < 0.05) entre los factores. El andlisis de datos se
realizé con el software Statgraphics Centurion XV ver.17.01.06.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las CFA de los microorganismos patogenos establecen una adhesion fisica irreversible en las
superficies de productos frescos y promueven la formacidn de biopeliculas. Por ello, para recuperar
las CFA de Salmonella de la superficie de los tomates, se requiere la accion de una fuerza mecéanica
que logre irrumpir la unidn fisica entre las células bacterianas y el epicarpio del fruto y permita su
recuperacién para estimar su concentracion.

La recuperacion de CFA de Salmonella a partir del epicarpio de tomate fue significativamente
diferente (p < 0.05) en funcién del método de homogenizacion y del tiempo de agitacién. El uso del
vortex condujo a mayores recuentos promedio del patdgeno en comparacion al uso del ultrasonido
(Figura 1a). Asimismo, los resultados evidenciaron que emplear 1 min de exposicion permitio obtener
recuentos considerablemente menores (p < 0.05) que 5y 10 min (Figura 1b). Las diferencias en la
recuperacién de las cuentas de Salmonella fueron mas acentuadas entre 1 y 10 min, con ambos
métodos de homogenizacion.

Los recuentos promedio con el uso del ultrasonido durante 1, 5y 10 min fueron 4.4, 4.9 y 5.0 log
UFC/tomate, respectivamente (Tabla I). No se observé diferencia significativa (p > 0.05) en los
recuentos de CFA de Salmonella cuando los tomates se expusieron al ultrasonido por 1 0 5 min. Sin
embargo, el uso del ultrasonido por 10 min permitié una recuperacion significativamente mayor (p <
0.05) de Salmonella en comparacion con 1 min. Un efecto similar fue reportado por Sanglay et al.
(2004), en el que la exposicidn al ultrasonido a 40 kHz por 1y 2 min no mostré diferencia significativa
en la recuperacion de Salmonella de la superficie de fresa, manzana y melén cantaloupe.

Por otra parte, con la homogenizacidn en vortex se obtuvieron recuentos promedio de 4.8, 5.1y 5.3
log UFC/tomate, para 1, 5y 10 min de exposicion, respectivamente (Tabla I). A su vez, a pesar de
que se observa un ligero incremento en la recuperacion de Salmonella a mayor tiempo de exposicion
al vortex, no hubo diferencia significativa (p > 0.05) en las cuentas de Salmonella para los tres tiempos
de exposicion. Por lo que, utilizar un mayor tiempo de exposicion al vortex no aumenta
considerablemente la recuperacion de Salmonella de la superficie del tomate.
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Figura 1. Poblaciones promedio de CFA de Salmonella recuperadas a partir del epicarpio de tomates
Roma enteros, en funcién del método de muestreo (a) y minutos de exposicion (b).

Los datos de la Tabla | también muestran que homogenizar los tomates con vortex durante 1 min
permitio obtener recuentos significativamente mayores (p < 0.05) que la exposicion al ultrasonido
durante el mismo tiempo. No se observd diferencia significativa (p > 0.05) entre ambos métodos de
homogenizacion para la recuperacion de Salmonella del tomate cuando se utilizaron 5y 10 min de
exposicion.

Tabla 1. Recuperacion de células de Salmonella fuertemente adheridas a la superficie de tomate
Roma (Solanum lycopersicum) mediante la exposicién al ultrasonido o vortex, durante 1, 5y 10 min.

Media log UFC/tomate £ DS (n=12)

Método de recuperacion Tiempo de exposicion (min)

1 5 10
Ultrasonido 40 kHz 4.4 +0.6 Ax? 4.9 £ 0.6 ABx 5.0 £ 0.5 Bx
Vortex 6 000 rpm 48+04 Ay 5.1+0.6 Ax 5.3+0.7 AX

@ Para cada método de recuperacion, los valores dentro de las filas con letras diferentes (A, B) son significativamente
diferentes (p <0.05). Dentro de las columnas, los valores para cada tiempo de exposicion con letras diferentes (x, y) son
significativamente diferentes (p <0.05).

El estudio del comportamiento de células adheridas Salmonella sobre la superficie de alimentos
requiere contar con métodos capaces de recuperarlas. Son escasos las investigaciones enfocadas en
la validacion de métodos de homogenizacion para cuantificar la poblacién de CFA en frutas y
hortalizas frescas (Sanglay et al., 2004). En nuestro estudio, la exposicion de las muestras de tomate
al vortex permitié obtener recuentos mayores de CFA del patdgeno en un menor tiempo de
homogenizacion, comparado con el uso del ultrasonido. Lo anterior puede ser resultado del
desprendimiento de las células con sonicacion se da por efecto de cavitacion, lo cual es el colapso de
millones de microburbujas que liberan una gran cantidad de energia sobre la superficie aplicada y su
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efecto para desprender las células esta en funcion de los eventos de colapso por unidad de tiempo
(Leong et al., 2011). Mientras que con la agitacion en vortex, las células adheridas son removidas por
arrastre, como efecto de la agitacién vigorosa, mecanismo que suele ser mas enérgico.

También, es de interés considerar que, debido a las caracteristicas morfol6gicas del tomate, la
exposicion del fruto a tiempos prolongados de homogenizacion para recuperar CFA puede
comprometer la integridad de su epicarpio, lo que ocasiona la liberacién de sustancias y la aparicién
de lesiones en la superficie del fruto por las cuales se podrian internalizar algunas células bacterianas
Yy, por ende, subestimar la concentracion del patégeno en la muestra. Por lo anterior, resulta mas
recomendable emplear un método que logre una mayor recuperacion de células adheridas a la
superficie del tomate con un menor tiempo de exposicién al tratamiento.

CONCLUSION

Ambos métodos fueron capaces de desprender células adheridas de Salmonella en el epicarpio del
tomate fresco. Aun cuando el uso del vortex mostré un efecto estadisticamente significativo en la
recuperacion de la bacteria, en comparacion con la sonicacion bajo los mismos tiempos de exposicion,
las diferencias en las cuentas promedio oscilaron entre 0.2 y 0.4 log UFC/fruto. Ademas, en la
eleccion del mejor método para desprender células adheridas es importante considerar el efecto que
el tiempo de exposicion tendra sobre la integridad del fruto.
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