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SOBREVIVENCIA, CRECIMIENTO E INTERNALIZACION DE ]
Salmonella Typhimurium Y SU ASOCIACION CON Rhizopus EN MELON
CANTALOUPE BAJO ATMOSFERAS CONTROLADAS

Patricia Landa Salgado, MC.

Colegio de Postgraduados, 2007

Estudios epidemiolégicos reportan a Cantaloupes mexicanos como responsables de
algunos brotes de salmonelosis. Se ha demostrado que el crecimiento de
enteropatdégenos como Salmonella se ve favorecido cuando se asocia con hongos y
bacterias pectinoliticas. Actualmente ningun desinfectante es 100% efectivo para
eliminar Salmonella de la corteza de meldn, por lo que se han buscado varias
alternativas para llevar a cabo su control. Se tiene conocimiento de que las atmdsferas
controladas (AC), utilizadas para incrementar la vida postcosecha de varios productos,
pueden inhibir el desarrollo de algunos fitopatégenos y patégenos de humanos. Este
trabajo tuvo como objetivo analizar la sobrevivencia, el crecimiento y la capacidad de
internalizacién de S. Typhimurium sola y asociada con Rhizopus en melén Cantaloupe,
durante el almacenamiento en frio en AC. Los resultados demostraron que S.
Typhimurium puede sobrevivir en la superficie de melon bajo las atmésferas ACq (3%
O2y 12% COz y 85% Ny); AC2 (5% Oz, 15% CO, y Np) y aire (21% Oy, 0.03% CO, y
75% N3) hasta por 192 h a 3.7 °C, sola o asociada con Rhizopus sp. La bacteria tuvo
un decremento de 3.2, 4.0 y 5.3 logig en AC4, AC, y aire, respectivamente, en la
poblacién. Bajo las mismas condiciones (tipo de atmésfera y temperatura) no se
registré crecimiento ni internalizacién de S. Typhimurium en melén, con o sin Rhizopus
sp., en ninguna de las atmadsferas probadas. Los grados Brix (11.41), la textura (671.15
gi/cm) y el pH (6.38) de los melones se mantuvieron sin cambio significativo durante el
periodo de almacenamiento bajo las AC evaluadas.

Palabras clave: Salmonella Typhimurium, melén cantaloupe, atmdsferas controladas.
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SURVIVAL, GROWTH AND INTERNALIZATION OF
Salmonella Typhimurium AND ITS ASOCIATION WITH Rhizopus ON CANTALOUPE
MELON UNDER CONTROLLED ATMOSPHERES

Patricia Landa Salgado, MC.

Colegio de Postgraduados, 2007

Epidemiological studies report Mexican Cantaloupes as responsible for some
salmonellosis outbreaks. It has been demonstrated that the growth of Salmonella
increases when it is associated with fungi and pectinolitic bacteria. Currently, no
disinfectant is 100% effective in eliminating Salmonella from the skin of the melon;
therefore many investigators have been researching several alternatives for its control.
Controlled atmospheres (CA), used to increase the post-harvest life of several products,
can inhibit the development of some phytopathogens and human pathogens. The
objective of this work was to analyze the survival, growth, and internalization capability
of S. Typhimurium, individually and associated with Rhizopus, on Cantaloupe melon,
during cold storage in CA. The results demonstrated that S. Typhimurium can survive
on the melon skin in atmospheres CA4 (3% Oz, 12% CO;, and 85% N3); CA2 (5% O,
15% CO,, and N2); and air (21% O3, 0.03% CO,, and 75% N) for up to 192 hr at 3.7 °C,
alone or associated with Rhizopus sp. The bacterium had a decrease of population of
3.2, 4.0, and 5.3 logio in CA4, CAz, and air, respectively. Under the same conditions
(type of atmosphere and temperature), no growth or internalization of S. Typhimurium in
melon was registered, with or without Rhizopus sp., in the atmospheres tested. The Brix
degrees (11.41), the texture (671.15 gi/cm), and pH (6.38) of melons remained without

significant change during the storage period in the evaluated CA.

Keywords: Salmonella Typhimurium, Cantaloupe melon, controlled atmospheres.
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. MARCO DE REFERENCIA

1.1 Melén Cantaloupe

1.1.1 Importancia econdmica

Desde principios del siglo XX, segun datos del Servicio de Informaciéon Agroalimentaria
y Pesquera (SIAP), el melon (Cucumis melo L.), ha sido un producto generador de
importantes divisas para el pais, asi como importante fuente de empleos y utilidades
para los productores mexicanos. Actualmente ocupa el tercer lugar como producto
agropecuario en la captacion de divisas por exportacion (Agrored, 2006).

En los anos sesenta el melén Cantaloupe mexicano tuvo una gran demanda tanto del
mercado nacional como del internacional pero ésta decrecio en el 2002 por problemas
de inocuidad y previamente por fuertes problemas fitosanitarios como las
enfermedades virales. A partir de entonces Cantaloupes provenientes de diversos
paises empezaron a ganar los espacios en el mercado internacional, y a convertirse en
una fuerte competencia para el melon mexicano. Como ejemplo, cabe sefialar a los
Cantaloupes provenientes de Costa Rica, quienes sustituyeron al melén mexicano en el
mercado estadounidense, importante pais importador de este producto. También
destacan en el mercado internacional los provenientes de China, Turquia, Estados
Unidos de América (USA por sus siglas en inglés), Espafia e Iran, los cuales
conjuntamente representan el 60% de la produccién mundial (Infoaserca, 2000). En
México los estados de Durango, Sonora, Michoacan, Coahuila y Guerrero, son quienes

en conjunto suman el 60% de la produccion nacional (Infoaserca, 2000).

Taxonomia y descripcion del fruto

18



El melén Cantaloupe (Cucumis melo L. var. reticulatus) pertenece a la familia de
las Cucurbitaceas cuyos frutos son precoces (85-95 dias), esféricos, ligeramente
aplastados, de peso entre 700 g y 1200 g, de costillas poco marcadas, piel fina y pulpa

naranja, dulce (11-15 °Brix) y de aroma caracteristico (Kader, 2002).

1.1.2 indices de cosecha y calidad de fruto

El fruto se cosecha cuando el tallo, en la zona de abscision, se desprende
facilmente y los sdélidos solubles oscilan entre 12 y 14 °Brix. También se considera, el
color de la piel el cual cambia de verde a amarillo, una vez que el fruto ha alcanzado la
plena madurez (Infoaserca, 2000).

Las normas de calidad del mercado internacional indican que los melones
Cantaloupe deben ser dulces, estar enteros, sanos, limpios, exentos de humedad
exterior anormal, sin olores ni sabores extrafios, de forma y color caracteristico de
acuerdo a la variedad, sin manchas por el sol, pedunculos cercenados, heridas,
lesiones o deformaciones, y de aspecto fresco (Kader, 2002).

El grado de madurez, la coloracién del fruto, el espesor de la pulpa, el diametro
polar y ecuatorial son parametros importantes para determinar la calidad comercial del
melén Cantaloupe. Los grados Brix, es decir, la cantidad de sdlidos solubles minimos,
requeridos son de 8°. Los diametros polar y ecuatorial, cuyas dimensiones indicaran el
calibre del embalaje, oscilan entre los 9, 12, 15, 18, 23 y 30 melones por caja. En este
ultimo parametro mientras mas grande sea el melén, menor numero de melones se

empacan en la misma caja (Infoaserca, 2000).

1.1.3 Condiciones 6ptimas de manejo
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Temperatura.- El melén Cantaloupe debe mantenerse en condiciones de frio
Optimas durante toda la cadena de producciéon y comercializacion para conservar la
calidad del producto. Las condiciones 6ptimas de temperatura varian entre 2.2°C y 5°C
pudiéndose conservar el producto de 21 a 25 dias con poca reduccion en la calidad
sensorial (Kader, 2002). Temperaturas debajo de este intervalo pueden ocasionar
dafos por frio en el fruto después de varios dias o cuando el fruto se expone
posteriormente a temperaturas mayores (Garcia-Sahagun et al., 2005). Cuando el
meldén se conserva bajo temperaturas de refrigeracion la respiracion del fruto disminuye
y por consiguiente la vida postcosecha del producto se incrementa (Cuadro 1.1 del

Anexo 2) (Kader, 2002; Suslow et al., 2007).

Humedad relativa.- La humedad relativa (HR) es esencial para maximizar la
calidad postcosecha y evitar la desecacidon del melén. La HR éptima de
almacenamiento se encuentra entre 90% y 95%. Lo anterior es especialmente
importante ya que a través de la cascara y de las lesiones por dafos fisicos ocurre una

considerable pérdida de agua (IICA 2007; Infoaserca 2000).

Atmoésfera de almacenamiento.- Generalmente el melon Cantaloupe se maneja
bajo atmdsfera normal de aire (Cuadro 1.2 del Anexo 2); sin embargo, en las ultimas
décadas se ha manejado también, aunque no a gran escala comercial, bajo atmdsferas
controladas (AC). Una atmodsfera controlada es una atmodsfera en la que se ha
modificado la concentracion normal de oxigeno (O3) y la del diéxido de carbono (CO;) e
implica un control preciso de estos gases (Wills, 1980). Los beneficios del

almacenamiento o transporte del melén bajo AC son moderados. En periodos

20



prolongados de transito, de 14 a 21 dias, los beneficios son: retraso de la maduracion,
disminucién de la respiracion, mantenimiento de la calidad sanitaria del fruto al inhibir
pudriciones de la superficie por microorganismos, e incremento de la vida postcosecha
del fruto. Las condiciones éptimas de manejo del melén Cantaloupe bajo AC son: 3%
O2 y 10% CO, a 3°C; aunque puede tolerar concentraciones de 2% Oz y 15% COa.
Condiciones extremas de almacenamiento bajo estos gases (<1% O, > 20% COy)
pueden alterar la maduracion normal del producto y causar sabores y olores

desagradables (Kader, 2002; Suslow et al., 2007).

1.1.4 Microorganismos postcosecha en melén Cantaloupe

Normalmente los microorganismos postcosecha presentes en melén son los
fitopatdogenos, es decir patdégenos de plantas; sin embargo, también se pueden
encontrar algunos patégenos de humanos. En el primer caso, se han detectado varias
especies de los siguientes géneros de hongos: Fusarium, Alternaria, Penicillum,
Geotrichum, Cladosporium y Rhizopus (Kader, 2002). En tanto que en el segundo,
especies de los géneros de Salmonella, como: S. Poona, S. Javiana y S. Typhimurium
y serotipos de Escherichia coli (Wells y Butterfield, 1997; Wuytack et al., 2002; Richards

et al., 2004a).

1.2 Salmonella
1.2.1 Descripcién y taxonomia
El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae cuyos miembros se

caracterizan por ser bacilos gram-negativos, de 0.7-1.5 x 1.0-5 um, generalmente
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moviles por flagelos peritricos (excepto S. Gallinearum), anaerobios facultativos, no
esporulados (Terragno et al., 2003).

De acuerdo a analisis de ADN con técnicas de hibridacion, el género Salmonella esta
constituido por 2 especies: S. enterica 'y S. bongori. La especie S. enterica consta de
varias subespecies: S. enterica subesp. enterica, S. enterica subesp. salamae, S.
enterica subesp. arizonae, S. enterica subesp. diarizonae, S. enterica subesp.
houtenae y S. enterica subesp. indica. A su vez las subespecies de S. enterica 'y S.
bongori comprenden mas de 2600 serotipos, definidos en funcion de la asociaciéon de
factores antigénicos somaticos O (Salmonella Paratyphi A), flagelares H y de envoltura
(Vi) (Terragno, et al., 2003).

La mayoria de los serotipos aislados del hombre y de los animales de sangre
caliente pertenecen a la subespecie enterica y derivan su nombre, en general, del lugar
geografico donde se aislaron por primera vez; por ejemplo, S. Montevideo se aisl6é por
primera vez en Montevideo (Terragno et. al., 2003).

Como el criterio para denominar a los serotipos es diferente de aquel para
denominar a las especies, sus nombres no siguen las reglas del “International Code of
Nomenclature of Bacteria”. Actualmente el denominar a Salmonella enterica subesp.
enterica serotipo Typhimurium como Salmonella Typhimurium es con fines practicos y
ambos nombres son validos en la literatura. Especificamente, la clasificacion
taxonémica de Salmonella Typhimurium es la siguiente:

Reino: Bacteria
Phylum: Proteobacteria

Clase: Gamma Proteobacteria
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Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Salmonella
Especie: enterica
1.2.2 Habitat y fuentes de contaminacion

Los miembros del género Salmonella estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza, su habitat natural es el tracto intestinal de mamiferos domésticos y salvajes,
reptiles, aves e insectos. Se les puede encontrar como comensales o patdégenos
causando un amplio espectro de enfermedades en el hombre y en los animales
(Terragno, et al., 2003).

Los productos hortofruticolas y el agua de uso agricola se pueden contaminar
con Salmonella debido a la presencia de materia fecal. Es por esto que la higiene de
trabajadores asi como los animales son componentes importantes a considerar en
programas de calidad e inocuidad de estos productos (FAO/OMS, 2003). También
considerados en estos programas se encuentra la calidad del suelo, el polvo del
ambiente, el agua de uso agricola y potable, el manejo de las compostas, la calidad de
las semillas de cultivo, y la limpieza del equipo de trabajo, de los contenedores y de los

vehiculos de transporte (Buck et al., 2003).

1.2.3 Brotes epidemiolégicos
En las ultimas dos décadas numerosos brotes epidemiolégicos por salmonelosis
se han registrado en diversas partes del mundo, especialmente en USA (Barak, et al.,

2003). Un brote puede definirse como: un incidente que afecta a dos o mas personas
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las cuales se han expuesto a una fuente comun de contaminacion y experimentan una
infeccion o enfermedad similar (Wikipedia, 2007). Otro término relacionado es brote
mayor el cual no solo depende del numero de personas afectadas sino también de la
patogenicidad del organismo causal y su potencial de dispersarse en una comunidad

(Wikipedia, 2007).

Importancia sanitaria.- Los brotes por salmonelosis pueden presentarse, en
general, en toda la poblacion; sin embargo, estos se registran principalmente en
lactantes, nifios menores de cinco afos, ancianos y pacientes con inmunodeficiencia
adquirida (FAO/OMS, 2003). Se reportan con mayor frecuencia en hospitales, jardines

maternales y restaurantes (Brock, 1998).

Importancia econdmica.- Los brotes por salmonelosis asociados con melén
Cantaloupe han ocasionado importantes pérdidas a la economia del pais. Lo anterior
debido a la baja en las divisas generadas por las exportaciones de este producto a
USA, principal socio comercial de México (SENASICA, 2004). Las exportaciones de
Cantaloupe cayeron de 72 millones de ddélares en su afo pico en 2002 a 4.7 millones
de dodlares en el 2004. Representando una caida acumulada de exportaciones de cerca
de 250 millones de dolares (SENASICA, 2004). Adicional a estas pérdidas estan las
registradas en noviembre de 2006, cuando las exportaciones del meldn se detuvieron
nuevamente por la deteccion de Salmonella en meldn, registrandose pérdidas de 2.8

millones de pesos diarios (Reforma, 2006) (Cuadro 1.3 del Anexo 2).
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1.2.4 Control quimico, fisico y biolégico de Salmonella

Se han probado diferentes tratamientos quimicos, fisicos y bioldgicos en
alimentos con la finalidad de eliminar, o reducir la poblacién de los microorganismos
patégenos de humanos. En particular, los tratamientos que se han probado en melén
Cantaloupe para eliminar o reducir a Salmonella son los que a continuacion se

describen.

Control quimico.- La efectividad de hipoclorito de sodio (NaClO), a diferentes
concentraciones, y la del peréxido de hidrogeno (H20;) se ha probado con éxito en la
reduccion del nivel contaminacion de S. Ponna en melén Cantaloupe.

El cloro a concentraciones de 200 ppm por tres minutos reduce el nivel de la
bacteria se de 1 a 2.6 log (Ayhan et al., 1998; Ukuku, 2005, Ukuku y Sapers, 2006) en
tanto que a concentraciones de 850 a 1200 ppm la reduccién es de 3 log (Park y
Beuchat 1999; Ukuku, 2005). En concentraciones arriba de 1200 ppm por 10 minutos el
control puede ser de hasta 5 log (Materon, 2003). Sin embargo, el hipoclorito de sodio
como otros desinfectantes disponibles ademas que no elimina completamente a
Salmonella y tiene varias limitantes. Entre éstas estan la de que su efectividad
depende del pH y de la concentracién de materia organica del agua que se va a utilizar
para preparar la solucién; y la de que a altas concentraciones puede causar dafio
celular al producto, afectando asi su calidad comercial (Barak, et al., 2003).

En contraste el peroxido de hidrogeno a 2.5% por dos minutos reduce en
aproximadamente 2.6 log el nivel de contaminacion de Salmonella en la superficie de

meldn sin afectar la calidad del producto (Ukuku, 2005)
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Control fisico.- Debido a la reducida efectividad de los productos quimicos para
reducir o eliminar a Salmonella, por la formacion de biopeliculas en la superficie de
melén (Annous, et al., 2005), se han probado algunos tratamientos fisicos como el aire
caliente, la inmersibn en agua caliente y el almacenamiento bajo atmdsferas
controladas (AC) y modificadas (AM).

El aire y el agua caliente son efectivos para prevenir el moho de la superficie
pero su aplicacion, a nivel comercial, ha sido limitada (Suslow et al., 2007).
Recientemente se ha utilizado la inmersion de melones Cantaloupe en agua a 96°C por
dos minutos la cual reduce la poblacién inicial de Salmonella hasta 4.6 log. Sin
embargo, la inmersion en agua caliente tiene el inconveniente de hacer al producto
mas susceptible a una re-contaminacion por Salmonella en comparaciéon a los melones
tratados con productos quimicos (Ukuku, 2005).

Las atmoésferas artificiales como las AC y AM, que prolongan la vida
postcosecha de algunos productos, se han estudiado por sus efectos en el crecimiento
y sobrevivencia de diferentes microorganismos. Las AC, aunque de aplicacion
comercial limitada, se han probado con efectividad para reducir o retrasar el
crecimiento de hongos en postcosecha. Concentraciones de 0, Y4, /2, 1, 2, y 4 % de Oz
y 0, 10, 20, y 45 % de CO; limitan el crecimiento o esporulacion de Alternaria tenuis,
Fusarium roseum, Botrytis cinerea, Cladosporium herbarum y Rhizopus stolonifer en
melén (Wells y Uota 1970; Suslow et al., 2007).

Hoogerwer et al., (2002) encontraron que el crecimiento de Rhizopus stolonifer,
Botrytis cinerea y Penicillium discolor se reduce bajo una atmésfera de 80% de Oz y

20% de CO,. También observaron que el crecimiento B. cinerea se detiene por 17 dias
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cuando la atmésfera se combina con temperatura de 10°C. Los efectos de la atmdsfera
refrigerada en el cese del crecimiento lo relacionaron con la actividad de la enzima
peroxidasa, la cual disminuye o incrementa de acuerdo a la concentracion de COx.

Diversos autores han estudiado el impacto que tiene la composicion de la
atmosfera en el crecimiento de algunos microorganismos patdégenos de humanos como
Escherichia coli, Salmonella Enteritis y Salmonella Typhimurium. Al respecto, Nychas y
Tassou (1996) reportaron que Salmonella Enteritis sobrevive pero no crece en carne de
pollo bajo AM (100% CO3; 100 N2 y 20 % CO, /80% O;) a 3°C por 11 dias; aunque se
desarrolla rapidamente a 10°C, bajo las mismas condiciones de atmdsfera.

Por su parte Amanatidou et al. (1999) encontraron que a 8°C, la combinacién de
90% 02 y 10% COg, redujo significativamente la velocidad de crecimiento de E. coliy S.
Enteritis pero incremento ligeramente la de S. Typhimurium.

En tanto que Das et. al. (2005) evaluando el crecimiento de Salmonella Enteritis
en tomate cherry bajo AC, AM y aire, encontraron que la sobrevivencia y/o crecimiento
de la bacteria en almacenamiento depende del sitio en donde se encuentre en el fruto,
de la densidad inicial y de la temperatura de almacenamiento. Al respecto, estos
autores registraron que en la cicatriz peduncular la poblacion puede incrementar hasta
en 1.0 UFC/tomate a 22°C y que las células sobreviven sin cambio significativo a 7°C;
que hay reduccion en la poblacion de 4-5 logso UFC/tomate cuando el inéculo inicial es
de 7.0 log1p UFC y del 100% cuando es de 3.0 logio UFC/tomate en aire; y, muerte de
todas las células al sexto dia a 7°C y al octavo a 22°C. Asi mismo, reportaron que en
AM todas las células mueren al cuarto dia y al sexto en AC y aire; que la velocidad de

muerte es superior en AM con respecto a AC y aire.
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Control bioldgico.- Richards y Beuchat (2004b) trabajando con meldn y levaduras
para control biolégico encontraron que Candida oleophila y Rhodotorula glutinis
redujeron la poblacion de Salmonella Poona en la corteza de melén Cantaloupe con
heridas e inoculado previamente con G. candidum. La reduccion registrada en la
poblacion fue de 4.49 log1p a 3.64 log1o en UFC con C. oleophila 'y de 4.88 logio en UFC

con R. glutinis a 4°C durante 14 dias de almacenamiento.

1.3 Asociaciones metabioéticas e internalizaciéon de patégenos

La palabra metabiosis de acuerdo a sus raices etimoldgicas, proviene del griego
meta = “entre, junto a y con”, y bios = vida, y se utiliza para referirse a las relaciones
entre organismos vivos. En las asociaciones metabidticas los organismos involucrados
se pueden beneficiar mutuamente; sin embargo, no dependen uno de otro y su
sobrevivencia es independiente de su interaccion; cada uno, es capaz de sobrevivir
aisladamente, aunque la interaccién aumenta su tasa de crecimiento (Sutton, 2004).

En la literatura se encuentran varios reportes de la asociacion de patégenos de
humanos, con origen en los alimentos, con algunos microorganismos, principalmente
hongos y en menor proporcion bacterias. En estas asociaciones la sobrevivencia, el
crecimiento y la internalizacion de los patdégenos se han visto favorecidas (Wells y
Butterfield, 1997). La palabra internalizacién se refiere a la condicién de poder
embeberse en los tejidos de una planta; por lo tanto, un microorganismo que se
encuentra embebido se dice que esta “internalizado” y esta protegido del “estrés” del
medio ambiente y no puede ser inactivado por el contacto con biocidas u otros

desinfectantes de la superficie (Bartz, 2006).
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El proceso de internalizacion puede ser activo o pasivo. En el proceso activo, los
microorganismos penetran mediante presion mecanica o actividad enzimatica a través
del tejido mientras que en el pasivo penetran directamente por las aberturas naturales,
tales como lenticelas, estomas, hidatodos o heridas causadas por dafio mecanico
(Bartz y Showalter, 1981). Bartz y Showalter (1981) y Bartz (1982) reportaron que los
patégenos de humanos pueden internalizarce cuando existe diferencial de presién
osmoética entre el medio y el fruto y cuando existe un gradiente de temperatura entre el
producto y el medio ambiente. Por ejemplo, E. coli puede internalizarce de 24 ym hasta
70 pym de profundidad en manzanas sumergidas en agua contaminada cuando se
tienen gradientes de presion tanto positivos como negativos (Burnett et al., 2000).
Salmonella enterica se puede internalizar en mangos, cuando la temperatura de la
pulpa es superior a la del agua durante el tratamiento hidrotérmico (Kenney et al.,
2001).

Durante las relaciones metabidticas también puede ocurrir internalizacion
cuando los microorganismos degradan enzimaticamente los tejidos y generan vias de
acceso favorables para la internalizacion pasiva de patégenos como Salmonella
Typhimurium (Penteado et al., 2004).

La mayoria de los autores coincide en que el cambio de pH inducido por la
actividad enzimatica de los hongos y bacterias, asi como también, la temperatura de
almacenamiento (Richards y Beuchat 2004a), el tipo de tejido infectado y el tipo
microorganismo (Conway et al, 2000; Wells y Butterfield 1999) durante las
asociaciones metabidticas, favorecen el crecimiento, la sobrevivencia y la

internalizacién de patdgenos de humanos como Salmonella, E. coli y Listeria
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monocytogenes (Draughon et al., 1988, Conway et al., 2000; Riordan et al., 2000;

Wade y Beuchat, 2003 a, b).
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Il. SOBREVIENCIA E INTERNALIZACION DE Salmonella Typhimurium
EN MELON CANTALOUPE

2.1 INTRODUCCION

Salmonella es un enteropatdégeno que en las ultimas dos décadas se ha
relacionado con al menos 734 brotes (Bell y Kyriakides, 2002) asociados con el
consumo de melén Cantaloupe (Cucumis melo L.) (Gagliarti et al., 1999; Barak, 2003)
lo cual ha originado que los gobiernos de Estados Unidos de América (USA por sus
sigla en inglés), Canada y México unan esfuerzos para disminuir la incidencia de
salmonelosis en los tres paises (FAO/OMS 2003).

Debido a la importancia sanitaria y econdmica de Salmonella se han evaluado
diferentes tratamientos quimicos (Brackett, 1992; Ukuku, 2005), fisicos (Amanatidou et
al.,, 1999; Das et al., 2005; Wuytack et al, 2003; Zhuang et al., 1995) y biol6égicos
(Richards et al., 2004b) para llevar a cabo un control efectivo contra este patégeno.
Entre los tratamientos quimicos mas utilizados destacan el hipoclorito de sodio a
diferentes concentraciones y tiempos de contacto (Ukuku, y Sapers 2006); y entre los
fisicos, esta la aplicacion de calor utilizando agua a alta temperatura sobre la superficie
del melon (Ukuku, 2005). Sin embargo, actualmente se carece de un tratamiento 100%
efectivo para controlar a este patégeno (Ukuku y Sapers, 2006).

Dada la baja efectividad obtenida con los desinfectantes disponibles, la mejor
estrategia es evitar la contaminacion con Salmonella y otros enteropatégenos de
humanos. Lo anterior se logra con la aplicacion de las buenas practicas agricolas
durante toda la cadena de produccion del melén Cantaloupe para que el consumidor

final obtenga un producto inocuo. Las buenas practicas agricolas divididas en Buenas
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Practicas Agricolas (BPA), Buenas Practicas de Manejo o Manufactura (BPM) y
Buenas Practicas de Higiene (BPH) reducen la probabilidad de contaminacion de los
productos hortofruticolas frescos y minimizan las oportunidades de contaminacion con
patégenos de humanos, en cada una de las etapas de la cadena de produccién
(SENASICA, 2007). Al respecto, algunos productores de meléon Cantaloupe,
principalmente aquellos quienes estan interesados en exportar su producto, han
implementado las BPA y BPM para mantenerse en el mercado (SENASICA, 2007).
Aunque, algunas intervenciones se deben seguir probando en caso de contaminacion
accidental del producto por Salmonella 6 algun otro patégeno.

Parte de la cadena productiva involucra el almacenamiento de las frutas y
hortalizas frescas antes de su distribucion. Las atmésferas controladas (AC) y
atmoésferas modificadas (AM), utilizadas para incrementar la vida postcosecha de una
variedad de productos, al reducir el dafo por frio y otros desordenes fisiolégicos
(Kader, 2002), se han evaluado de manera reciente para el control de patégenos de
humanos como Listeria monocytogenes (Conway et al., 2000), Salmonella Enteritis
(Silliker et al., 1980; Nichas y Tassou, 1996) y S. Typhimurium (Amanadidou et al.,
1999). Asi como también para inhibir el crecimiento de hongos fitopatégenos como
Alternaria alternata (Prusky et al., 1996) y hongos postcosecha como Botrytis cinerea,
Rhizopus stolonifer'y Penicillium discolor (Hoogerwert et al., 2002).

En 2006, Morales reportd la presencia de Salmonella Typhimurium en melones
Cantaloupe colectados en almacén por lo que seria importante probar el efecto de las
atmoésferas controladas sobre este patdégeno de humanos que pueden contaminar la

superficie del melén Cantaloupe.
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Considerando lo anterior asi como importancia que tiene para los productores
y comerciantes el contar con informacién sobre el impacto de la utilizacion de las
nuevas tecnologias en la inocuidad de los productos hortofruticolas, este trabajo tuvo el

objetivo general que a continuacién se describe.

2.2 HIPOTESIS
En condiciones de refrigeraciéon, las atmésferas controladas (AC) tienen un

efecto bactericida y/o bacterioéstatico en Salmonella Typhimurium.

2.3 OBJETIVO
Analizar la sobrevivencia, el crecimiento y la capacidad de internalizacion de
Salmonella Typhimurium en melon Cantaloupe (Cucumis melo L.), durante el

almacenamiento refrigerado bajo diferentes atmdsferas controladas.

2.4 MATERIALES Y METODOS
2.4.1 Induccion de resistencia y caracterizacion de cepas
Induccion de resistencia a kanamicina
Se indujo la resistencia a kanamicina para asegurar la trazabilidad de la cepa
inoculada. Para este fin se utilizé la cepa de Salmonella Typhimurium ATCC23564
donada por el laboratorio de microbiologia del CIAD—Culiacan. Después de un afio a
-80°C en agua-glicerol (50:50), la cepa se reactivd en Agar Entérico Hektoen (AEH, BD
Bioxon®) a 37°C por 24 h. De las colonias desarrolladas se seleccionaron tres de forma
y color caracteristico. La presentacién utilizada de kanamicina fue Kanamycin A,
SIGMA-ALDRICH (Km). La prueba se establecio de acuerdo a Clement et al. (1990), la

cual consiste en exponer gradualmente a la bacteria a dosis cada vez mayores del
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antibiético. Las dosis a las que se expuso la bacteria en este caso fueron: 12.5, 25y
50 ug/mL, en los medios de cultivo. Caldo Soya Tripticaseina (CST, BD Bioxén®) y
AEH. La exposicion se inicié creciendo a la bacteria en CST con 12.5 ug/mL de Km a
37°C por 18 h y transfiriendo 100 yL de la suspension bacterial obtenida a un medio
fresco con la concentracion siguiente (Anexo 1). Como referencia, se seleccion6 una
colonia de forma y color caracteristico a las anteriores la cual se crecié en medios sin
Km.
Caracterizacion de cepas resistentes a kanamicina

Con el objetivo de verificar las caracteristicas de las cepas obtenidas después de
la prueba de induccion de resistencia, se determiné la velocidad de crecimiento en CST
con Km (50 ug/mL) a 37°C sin agitacion. Se seleccionaron cinco colonias, de color y
tamario similar, de cultivos en AEH con 50 pg/mL de Km (AEH-Km®°) de 48 h de
crecimiento. Las colonias se denominaron St-1%m0 St-2Km30 gt 3kmS0 - g gKmS0 gt
5Km%0 Como referencia (control), se seleccioné una colonia de la cepa crecida en AEH
sin Km, de color y tamafo similar a las anteriores.

Los cultivos se establecieron en tubos de 15 mL con 5 mL de CST + CST-Km* o
CST sin Km para el control. Después de inocular los medios con masa bacterial, estos
se incubaron a 37°C por ocho h sin agitacion. La masa bacterial se tomé del margen de
una colonia de 48 h de crecimiento con la punta de una micropipeta estéril de 200 uL; y
la masa junto con la micropipeta se deposité en el medio de cultivo. Cada cepa conté
con tres repeticiones. Cada dos horas se registraron las lecturas de densidad 6ptica de

los medios en un espectrofotdmetro (Genesys 10 UV, Termo spectronic) a 560 nm. En
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el momento de la inoculacion (tiempo cero) de los medios se tomd una lectura para

iniciar la curva de crecimiento. El blanco del espectrofotometro fue CST sin inocular.

Relacion entre densidad 6ptica y niumero de unidades formadoras de colonias

Para establecer la relacion entre la densidad 6ptica de la suspension bacterial y
el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) se usé el método de Clement et
al. (1990), y las cepas St-3“"°y control de Salmonella. La cepa St-3“"° se selecciond
para esta prueba por presentar caracteristicas de crecimiento muy similares a las de la
cepa control en CST (Figura 2.1). Los cultivos se establecieron en tubos de 15 mL con
5 mL de CST-Km®® y CST. Después de inocularse con masa bacterial, obtenida del
margen de una colonia de 48 h de crecimiento, los medios se mantuvieron a 37°C por
ocho h sin agitacién. Cada cepa conto con tres repeticiones.

La densidad optica de los medios se determind a 560 nm e inmediatamente
después se sembraron 100 pL de cada uno en AEH-Km* y en AEH. Para la siembra se
realizaron diluciones de 10" a 10® de la suspension bacterial en Agua Peptonada
Buferada (APB, DIFCO™) a 0.1%. De cada suspensién se sembraron 100 uL en medio
sélido y se incubd a 37°C. Después de 48 h se registraron las UFC desarrolladas en los
medios que presentaron numeros entre 30 y 300 colonias, de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

Numero de bacterias por mL = No. de colonias X dilucion de la muestra X 10
2.4.2 Adquisicion y preparacién de melones
Melones Cantaloupe var. reticulatus (Cucumis melo L. ) se adquirieron de la

Central de Abastos de la Ciudad de México. El tamano de los frutos fue uniforme
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ajustandose a una clasificacién de 15 por caja. Se utilizaron 24 melones los cuales se
lavaron con agua corriente y jabdn, y se desinfestaron por aspersion con una solucién
de hipoclorito de sodio (NaClO) a 200 partes por millén (ppm) por tres minutos.
Transcurrido este tiempo los frutos se asperjaron con agua destilada estéril, se secaron
a 24°C y se colaron en recipientes de plastico de 5 L de capacidad, con tapa hermética,
previamente desinfestados con alcohol. Los frutos en los recipientes se llevaron a una
camara frigorifica, con temperatura de 5 * 1.5°C, donde se establecieron los

experimentos con las AC.

2.4.3 Establecimiento de camaras con AC

Los tratamientos con atmdsfera se lograron establecer con base en mezclas
comerciales estandar certificadas (INFRA, S.A. de C.V.) contenidas en tanques
presurizados de 6 m® de capacidad conectados a un sistema de flujo controlado por un
tablero que permite la dosificacién de flujos en camaras de intercambio gaseoso (AC).
Estas camaras fueron los recipientes de plastico previamente descritos, cada recipiente
conteniendo cada uno un meldén, se conectaron al tablero alimentado por el tanque
presurizado que contenia la mezcla gaseosa (Figura 2.1). Las atmédsferas probadas se
denominaron: atmaésfera controlada 1 [tratamiento 1 (AC4)] conteniendo 3% CO,, 12%
O, y 85% N, (para balancear); atmdsfera controlada 2 [tratamiento 2 (AC2)], con 5%
CO2, 15% O2 'y 80% Ny) y aire [tratamiento 3] con 0.03% COg, 21% O,y 78% N, Cada
tratamiento tuvo un flujo constante de 24 mL/min. Para cada experimento que se

establecié en la camara frigorifica se utilizaron veinticuatro melones, doce por
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atmosfera probada. Cada melon se consider6 como una unidad experimental

(repeticion).

2.4.4 Preparacion de inéculo e inoculacion de melones
Inéculo

El inéculo de Salmonella se prepard a partir de una colonia aislada crecida en
AEH-Km®® por 48 h. Del margen de la colonia se tomé un poco de masa bacterial la
cual se depositd en un tubo de 15 mL con 5 mL de CST-Km*®. Después de la
incubacion a 37°C por 18 h sin agitacion, la suspension bacterial obtenida se depositd
en tubos Eppendorf (1.5 mL) nuevos y esterilizados y se centrifugé a 8,000 X g por 10
minutos. El sobrenadante se decanté y la pastilla se resuspendié en 1 mL de APB a
0.1%. El lavado con APB se repitid6 dos veces y la pastilla se resuspendié en APB a
0.1%. La suspension bacterial se mantuvo en hielo para ser utilizada durante las
siguientes dos horas para la inoculacion de melones. Previo a la inoculacién, el numero
de UFC de la suspension se estimé en cajas Petri con AEH-Km®. Para esto se hicieron
diluciones de 10" a 10, en APB a 0.1%. De las diluciones 10™* a 10® se depositaron,
de cada una por separado, 100 pL en el medio, dispersandose con una varilla de vidrio

estéril. Después de 48 h a 37°C se registraron las colonias desarrolladas.

Inoculacion
Para la inoculacion de los melones se utilizé la suspension bacterial en APB a
0.1% o agua destilada estéril, para los controles (Testigos). En un costado de la

superficie del melén, previamente delimitado con un marcador, se depositaron 100 uL
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de suspension bacterial o agua. Después de la inoculacién, se taparon los recipientes
en donde se colocaron los melones y las mezclas de gases se activaron para generar
la atmésfera de AC o aire bajo la cual se almacenaron los frutos a temperatura de

refrigeracién por ocho dias.

2.4.5 Muestreo y analisis microbiolégico
Muestreo

Durante ocho dias cada 48 h se extrajeron seis melones, tres de AC y tres de
aire. De cada melén se tomd una muestra de tejido de la regién inoculada. Para esto,
con un sacabocados de acero inoxidable de 5.8 cm de diametro, previamente
flameado, se extrajo un cilindro de tejido con cascara (Figura 2.2) y se depositd sobre
papel aluminio, previamente esterilizado con luz ultravioleta (UV) por 15 min. Del
cilindro de tejido se extrajo por separado la corteza y el tejido de la parte interna, de 5
mm y de 10 mm de profundidad. Entre cada corte, el cuchillo y las pinzas, con los
cuales se realizaron los cortes y se tomo el tejido, se desinfestaron con alcohol (70%) y
flamearon para evitar la contaminacién entre muestras.

Cada muestra de tejido se colocé por separado en una bolsa Ziploc® (16.5 cm x
14.9 cm), previamente esterilizada con luz UV por 15 minutos, se pesé en una balanza
analitica y se coloc6 dentro de una hielera con hielo (Figura 2.2) donde se mantuvo
hasta su procesamiento y analisis.
Analisis microbiologico

Las muestras de tejido, tres de cada atmdédsfera, se procesaron en una camara

de bioseguridad tipo Il (ENVIRCO Corporation 805-5-65-98 PN 3137) de acuerdo al
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método de diluciones (Amador et al., 2000). Se adicioné APB a 0.1% a las bolsas
Ziploc® conteniendo la muestra, en volumen de acuerdo al peso en g de la muestra
(P/V). Después de frotar con las manos por 30 s, se realizaron diluciones de la
suspension obtenida en APB a 0.1%, previamente esterilizada; de 10" a 10™ para
corteza, y de 10" a 102 de tejido de 5 mm y 10 mm de profundidad. De cada
suspension se tomaron 100 uL para sembrarse por separado en cajas Petri con AEH-
Km>® e incubandose a 37°C por 48 h. Transcurrido el tiempo de incubacion se
registraron las UFC desarrolladas en las cajas que presentaron numeros entre 30 y 300
colonias.
°Brix del tejido

Para determinar los grados Brix (°Brix) durante el almacenamiento, se colectaron
melones Cantaloupe, tres de AC y tres de aire, cada 48 h. De cada fruto se corté una
porcién de pulpa, se le extrajo unas gotas de jugo y se depositaron en un refractometro
manual ATAGO® para registrar la lectura.
Determinacion de temperatura y humedad relativa

La temperatura y la humedad relativa (HR) se registraron durante el
almacenamiento y manejo de muestras en un medidor digital (datalogger, Hobo®). Un
medidor digital se ubicé dentro de una de las camaras, utilizadas para almacenar el
melon. Y otro, dentro de la hielera donde se transportaron las muestras al laboratorio
para ser procesadas.
Prueba preeliminar

Se establecid una prueba preeliminar para registrar el funcionamiento de las

camaras para establecer las AC, la duracion de la mezcla de gases asi como para
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evaluar la metodologia de inoculacién, el muestreo y el procesamiento de las muestras.
La prueba se establecié en AC4y aire con dos repeticiones cada uno y durante cuatro
dias se realizdé un muestreo cada 24 h. Para la toma de muestra de tejido se utilizd un
sacabocado de metal de 1.8 cm de diametro y se registré la sobreviviencia y el

crecimiento de la cepa St-3"° de S. Typhimurium.

2.4.6 Anadlisis estadistico.

Los datos de poblacion bacteriana y °Brix se analizaron con el programa
estadistico Statistical Analysis Software (SAS por sus siglas en inglés), en un arreglo
de parcelas divididas, con prueba de comparacion de medias de Tukey con un nivel de

significancia (a) de 0.05.

2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1 Cepas de Salmonella Typhimurium resistentes a kanamicina

Después de exponer gradualmente a S. Typhimurium ATCC2356 a las dosis de
12.5, 25 y 50 ug/mL de Km en CST se obtuvieron cinco cepas resistentes al antibiotico.
Estas cepas, denominadas: St-1<m° St-2¥M%0 gt.3kM%0 gt 4km30 v gt.5kM0 hresentaron
curvas de crecimiento similares a la registrada por la cepa original, cuando se crecieron

en CST-Km® a 37°C 6 CST, respectivamente, sin agitacion (Figura 2.5).

2.5.2 Relacion entre densidad 6ptica y numero de unidades formadoras de

colonias
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Cuando se graficaron los valores de densidad optica (D.O a 560 nm) y los del
ndmero de unidades formadoras de colonias (UFC), de las cepas St-3“™° y control, se
registr6 una correlacion positiva (Cuadro 2.1). Todas las cepas resistentes a
kanamicina no tuvieron diferencias significativas (a=0.05) tanto en forma de la curva (C)
como el estimador de crecimiento (B) con la cepa nativa (Cuadro 2.4). Un incremento
en la densidad optica correspondié con un incremento en el numero de UFC. Después
de la fase lag la relacién entre densidad 6ptica y absorbancia aument6 hasta alcanzar
un maximo en proporcion de 2.3, después de 4 h de crecimiento en CST a 37°C (Figura
2.6), Brock (1998) indica que, con el tiempo, la turbidez de un medio liquido de cultivo
aumenta debido al incremento en el numero de células. Estas originan que la luz se

disperse cuando un rayo de luz se hace incidir a través del medio.

2.5.3 Sobrevivencia, crecimiento e Internalizacion de Salmonella Typhimurium en
melén Cantaloupe
Prueba preliminar en AC;.
La cepa St-3™° de S. Typhimurium sobrevivié tanto en AC4 (3% CO,, 12% Oy,
85% N3), como en aire (0.03% CO,, 21% O,y 78 Ny), por 96 h en la camara frigorifica
(5 + 1.5°C). Durante el almacenamiento, la cepa St-3“"° con poblacién inicial de 7.5
log1o UFC/meldn sobrevivioé en la superficie de meléon con decremento aproximado de
1.7 log1o UFC y de 0.6 logip UFC en la poblacion bajo AC, y aire, respectivamente
(Figura 2.7, Cuadro 2.5). La cepa St-3“"° se detectd también en el tejido de 5 mmy 10
mm de profundidad. La mayor cantidad de UFC se recuperé de la corteza, seguido del

tejido de 5 mm y 10 mm, de profundidad.
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La deteccion de células de St-3km°

en los tejidos internos del meldn sugirié en
este caso, un problema de contaminacion mas que un fendmeno de internalizacion de
la bacteria. Lo anterior debi6 originarse por el arrastre de las células bacterianas de la
corteza al tejido interno al momento de tomar la muestra con el sacabocado. Madden
(1992) demostré que cuando se corta un meldn, las células bacterianas, presentes
como contaminantes en la corteza, pueden ser arrastradas por el cuchillo a los tejidos
internos del fruto; es decir, puede ocurrir contaminacion cruzada. El sacabocado
utilizado en este experimento tenia un diametro tal que no permitio la toma de muestra
sin acarrear células de la corteza al tejido interno. Por lo anterior para evitar problemas
de contaminacion durante el muestreo, para las prueba posteriores se utilizé un
sacabocado de 5.8 cm diametro.

En resumen los resultados de la prueba en AC; indicaron que: las camaras de
plastico permitieron el establecimiento de las AC sin perdida de gases; la duracion de
un tanque de 6 m® de capacidad con mezcla de gases es de ocho dias, en promedio;
para ubicar con facilidad el punto de inoculaciéon en la corteza es importante marcar
una zona en el fruto con plumoén indeleble; y que un sacabocado mayor de 1.8 cm de

diametro seria mas conveniente para evitar contaminacién cruzada durante el

muestreo.

En almacenamiento en frio bajo AC, y aire
La cepa St-3""° de S. Typhimurium sobrevivié tanto en AC; como en aire, por
192 h a 4.2°C (3.3°C y 4.3°C, minima y maxima, respectivamente). Durante el

3km50

almacenamiento, la cepa St- , con poblacion inicial de 7.7 logio UFC/meldn, en
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promedio, sobrevivié en la superficie de meldn con decremento aproximado de 3.7 logo
UFC y de 5.3 log1o UFC, en promedio, en la poblacién bajo AC4 y aire, respectivamente
(Figura 2.7, Cuadro 2.5). Los resultados del analisis de los tejidos a 5 mm y 10 mm de
profundidad sugirieron que durante el almacenamiento no ocurrié internalizacién de la
bacteria en melon Cantaloupe.

En general los resultados obtenidos indican que el almacenamiento del meldn
Cantaloupe en una atmésfera con 3% O,y 12% CO,, recomendada para alargar la vida
postcosecha de este producto (Kader, 2002) no tiene efecto significativo ni en la
sobrevivencia ni en la internalizaciéon de S. Typhimurium. Los resultados muestran
también que bajo las condiciones de las atmdsferas evaluadas no ocurre crecimiento
de la bacteria y que la principal reduccion en la poblacion, en la corteza de meldn, se
registra desde las primeras 48 h de almacenamiento en frio.

Diferentes investigadores reportan que las bacterias enteropatdgenas se
desarrollan mejor en almacenamiento cuando las temperaturas son superiores a las de
refrigeracion (Conway et al.,, 2000; Das et al., 2005; Wade y Beuchat, 2003b). Por
ejemplo, Eblen et al. (2004), reportaron que en naranjas para jugo los patdgenos
Salmonella y Escherichia coli O157:H7 sobreviven a 4°C pero que se desarrollan bien a
24°C. Por su parte Blackburn y McClure (2002) reportaron que la mayoria de los
serotipos de Salmonella no crecen por debajo de 7°C. Annous et al. (2005) indican que
la capacidad de S. Typhimurium para sobrevivir en meléon en condiciones de
refrigeracion y sin disponibilidad nutrientes se debe a que las células de la bacteria
pueden facilmente embeberse en las grietas de la corteza quedando de esta manera

protegidas del estrés del medio ambiente.
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El riesgo que representa la capacidad de Salmonella de sobrevivir bajo
condiciones de estrés como son bajo atmdsferas ricas en CO; y a temperaturas de
refrigeracion, las cuales serian perjudiciales para otros patdgenos, es el de contaminar
la parte edible de los melones durante el cortado para su consumo. Durante el cortado
del fruto la bacteria puede ser arrastrada de la corteza contaminada hacia el tejido
interno donde encuentra condiciones 6ptimas de crecimiento como son disponibilidad
de nutrientes en ambiente acuoso (Ukuku y Sapers, 2001). Lo que es un riesgo grande
para la salud del consumidor ya que se tienen documentados varios brotes de
salmonelosis asociados a melén Cantaloupe (Ukuku y Sapers, 2006) cuando los frutos
fueron cortados y guardados en refrigeracion para su posterior consumo (Glagliardi et
al., 2003).

Cabe sefnalar que para una interpretacion efectiva del efecto de las atmdsferas
en la sobrevivencia de la bacteria, durante el almacenamiento en frio del melon,
también se debe considerar la pérdida en el numero de células durante el proceso de
analisis de tejido. Lo anterior se considerd para experimentos posteriores, cuantificando
al tiempo cero el numero de UFC por mL recuperadas de la superficie.

En almacenamiento en frio bajo AC, y aire

La cepa St-3“"° de S. Typhimurium sobrevivié en AC; (5% CO,, 15% O,y 80%
N2) y aire (0.03% CO,, 21% Oz y 78 Ny) por 192 h a 3.8°C (con 3.5°C y 4.1°C de
temperatura minima y maxima, respectivamente). El promedio de las UFC recuperadas
durante el almacenamiento fue de 4.31 logiy y de 4.21 logo de AC, y aire,

respectivamente (Cuadro 2.6). A partir del segundo muestreo, los valores de las UFC
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permanecieron relativamente constantes (0=0.05). Estos resultados sugieren que
ambas atmosferas tuvieron el mismo efecto en la sobrevivencia de la bacteria.

La reduccion inicial de la poblacion fue menor en AC;, (3.3 logio UFC) que la
registrada en aire (4.03 log1o UFC); sin embargo, al final del almacenamiento, esta fue
mayor en AC, (5.1 logio UFC), que la observada en aire (4.18 logio UFC). El analisis
estadistico de los resultados no mostré diferencias significativas (a=0.05) entre
atmésferas.

Resultados de un analisis realizado al tiempo cero indicaron que la perdida
promedio de UFC durante el analisis de tejido es de 3.7 log1o. Considerando lo anterior
el efecto real de las atmodsferas en la reducciéon de la poblacion fue de 1.26 logo UFC y
de 0.87 logio UFC en AC, y en aire, respectivamente, durante el almacenamiento en
frio.

Al comparar los resultados obtenidos de los experimentos establecidos con AC;
y AC,, se observa que la atmdésfera AC, redujo en mayor porcentaje (58.06%) la
poblacion de S. Typhimurium que AC (48.45%). Sin embargo, esta conclusién se debe
tomar con reserva al comparar los obtenidos con aire (testigo), de 69.75% y 50.90%,
para ACy y AC,, respectivamente. Es probable que las diferencias en reduccion de
poblacién, registradas entre tratamientos y experimentos, se deban a diferencias en el
manejo de las muestras y a las diferencias en temperatura registradas durante el
almacenamiento (4.2°C y 3.8°C para AC; y AC,, respectivamente). Lo anterior
contrasta con lo reportado por Amanatidou et al. (1999), quienes observaron que S.

Typhimurium se desarrolla mejor en atmodsferas de almacenamiento con mayor
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proporcion de CO,, que de O,, en donde la fase lag se prolonga pero el rendimiento de
la poblacion es mayor.
°Brix en melon Cantaloupe

Los °Brix registrados en los melones Cantaloupe permanecieron relativamente
estables durante el almacenamiento a 4.2°C por 192 h. Los valores promedio
registrados fueron de 8.55 y 8.96 en AC, y aire, respectivamente. No hubo diferencias
significativas (a=0.05) entre AC4 y aire ni entre fechas de muestreo. Infoaserca (2000)
indica que los °Brix aumentan en promedio 1.5 después de que el melén se ha
cosechado. Pero en este caso, no se registr6 cambios en los °Brix, debido a las

condiciones de temperatura y atmésfera en las que se mantuvo el meldn.
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2.6 CONCLUSIONES

. La cepa St-3“™° de Salmonella Typhimurium, sobrevivié en la superficie de
melon Cantaloupe bajo las atmosferas de ACq (3% de Oz + 12% COy), y aire
(0.03% COy, 21% O,) durante el almacenamiento a 4.2°C por 192 h.

. La cepa St-3*™° de S. Typhimurium, sobrevivid en la superficie de meldn
Cantaloupe bajo las atmésferas de AC; (5% de O, + 15% CO.) y aire durante el
almacenamiento a 3.8°C por 192 h.

. La cepa St-3“™° de S. Typhimurium tuvo un decremento promedio de 1.1 y de
1.2 logio UFC durante el almacenamiento refrigerado bajo AC, y aire,
respectivamente.

Bajo las condiciones de AC4, AC, y aire, no se registrd6 crecimiento ni
internalizacion de la cepa St-3*™° de S. Typhimurium en melén Cantaloupe
durante el almacenamiento refrigerado por 192 h.

Las atmdsferas AC4, AC, y aire no afectaron los °Brix (8.5 en promedio) de los

melones Cantaloupe durante el almacenamiento refrigerado.
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ll. EFECTO DE Rhizopus EN LA INTERNALIZACION DE Salmonella Typhimurium

EN MELON CANTALOUPE

3.1 INTRODUCCION

La internalizacién, condicion por la cual un microorganismo se embebe en el
tejido vegetal, puede ser el resultado de diverso factores como: presencia de otros
microorganismos y de aberturas naturales, presion mecanica, dafos fisicos, diferencias
en presion osmotica y temperatura, a la que se someten los productos hortofruticolas
frescos. Bajo esta condicion el microorganismo esta protegido del “estrés” del medio
ambiente y del contacto con biocidas u otros desinfectantes de la superficie que
pudieran afectar su viabilidad (Bartz y Showalter, 1981; Bartz, 1982; Penteado et al.,
2004; Bartz y Sapers 2006).

Especificamente, la micoflora natural, presente en la superficie de los productos
hortofruticolas frescos, ademas de favorecer la internalizacion también favorece el
crecimiento y la sobrevivencia de patégenos de humanos, que pudieran contaminar
estos productos, al inducir cambios en textura y pH del tejido infectado.

Entre los patdgenos de humanos se encuentran varias especies de Salmonella,
Escherichia coli y Listeria monocytogenes, que se han reportado favorecidos por
especies de fitopatogenos como Alternaria, Botrytis, Cladosporium, Fusarium,
Geotrichum, Rhizopus, Sclerotinia, Stemphylium, Thielaviopsis, Colletotrichum, Monilia,
Mycosphaerella y Penicillium (Conway et al., 2000; Draughon et al., 1988; Riordan et
al., 2000; Wade y Beuchat, 2003 a, b y c; Wells y Butterfield, 1997; Wells y Butterfield,

1999).
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Riordan et al. (2000) encontraron que en presencia de Glomerella cingulata,
Escherichia coli O157:H7 sobrevive y crece en manzanas mantenidas a 4°C o a
temperatura ambiente. Estos autores registraron un incremento en la poblacion de 3.59
logio UFCg™ en el tejido infectado. Resultados similares en crecimiento de Listeria
monocytogenes fueron obtenidos por Conway et. al. (2000), trabajando con el sistema
manzana, G. cingulata-P. expansum, bajo AC (0.5% O2 y 15% CO,) y aire. Estos
investigadores registraron incremento del pH (a 6.5 y 7) en rebanadas de manzana
inoculadas con G. cingulata pero reduccion con P. expansum (de 4.7 a 3.7).

Richards y Beuchat (2004a) observaron que S. Poona sobrevive mejor en melén
Cantaloupe en presencia de A. alternata, C. cladosporioides, Epicoccum nigrum, G.
candidum y P. expansum, que en ausencia de estos hongos, a 4°C y 20°C. También
las poblaciones de S. Typhimurium se han visto favorecidas en presencia de Botrytis y
Rhizopus en rebanadas de tomate, papa y cebolla a temperatura ambiente (Wells y
Butterfield, 1999).

Por otra parte, se han reportado pudriciones en la corteza de melén Cantaloupe
por Rhizopus (Kader, 2002) que es un hongo que presenta actividad enzimatica en
tejido vegetal y que tiene la capacidad de sobrevivir en condiciones de refrigeracion y
baja concentracién de oxigeno (Mass, 1998). Por ejemplo, R. stolonifer puede crecer
en condiciones de anaerobiosis usando vias metabdlicas que le permiten fermentar la
glucosa en acido fumarico y acido lactico (Foster, 1948; Waksman y Foster 1938). A
bajas concentraciones de oxigeno (1%) se ha registrado crecimiento del hongo pero no

germinacién de sus esporangioesporas (Follstand, et al, 1966; Wells, 1970) en
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contraste a 80% de O, y 20% de CO, a 10°C se ha registrado reduccién de crecimiento
(Hoogerwer et al., 2002)

Por sus caracteristicas de crecimiento y supervivencia, Rhizopus en condiciones
de refrigeracion y baja concentracion de oxigeno puede permitir o favorecer la
sobrevivencia, crecimiento e internalizacion de patégenos de humanos como
Salmonella Typhimurium en melén Cantaloupe. Por lo anterior y considerando que
Rhizopus sp y S. Typhimurium se han aislado de melones Cantaloupe (Kader, 2002;

Morales, 2006), este trabajo tuvo como objetivo el que a continuacién se describe.

3.2 HIPOTESIS
Rhizopus sp., puede modificar el pH y la textura de la corteza de meldn
Cantaloupe, favoreciendo la sobreviviencia, crecimiento e internalizacion de Salmonella

Typhimurium.

3.3 OBJETIVO

Evaluar el efecto de Rhizopus en la sobrevivencia, el crecimiento y la

internalizacién de Salmonella Typhimurium en melén Cantaloupe (Cucumis melo L.)

en condiciones de refrigeracién bajo atmésfera controlada.
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3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1 Aislamiento y purificacion de Rhizopus

El aislamiento de Rhizopus se obtuvo de melones Cantaloupe naturalmente
infectados. Para esto se adquirieron doce melones, de un centro comercial en Texcoco,
Edo. de México, los cuales se dividieron en dos lotes de seis melones cada uno. El
primer lote se desinfesté con hipoclorito de sodio (NaClO) a 200 ppm por tres minutos;
el segundo, se dejo sin desinfestar. Para favorecer el crecimiento de hongos, los
melones se colocaron en camara humeda a temperatura ambiente (20°C). Después de
seis dias de incubacion, se hicieron observaciones para detectar crecimiento de micelio
en la superficie del meldn. De los melones con crecimiento se realizaron preparaciones
para observarse al microscopio e identificar al hongo de acuerdo a sus caracteristicas
morfolégicas (Mass, 1998). Los aislamientos que resultaron positivos se crecieron en
PDA a 20°C por cinco dias. De estos cultivos se prepararon cultivos a partir de punta
de hifa para realizar la purificacion del hongo (Smith y Onions, 1994). Una vez
purificado, el hongo se mantuvo en tubo inclinado con Papa-Dextrosa Agar (PDA) y

glicerol a 50% a temperatura de refrigeracion.

3.4.2 Preparacion de inéculo e inoculacion de melones
Preparacion de inéculo de Rhizopus

Para la reactivacion del hongo, una de las cepas de Rhizopus, aisladas de
meldn, se crecidé en PDA por cinco dias a temperatura ambiente y se extrajo una rodaja
con crecimiento del hongo con un sacabocado (1.8 cm de diametro). La rodaja con

crecimiento del hongo se depositd sobre la superficie de una caja Petri con PDA y se
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incubo a 20°C por tres dias. Transcurrida la incubacién, se adicionaron 10 mL de agua
destilada estéril a la caja Petri con crecimiento de Rhizopus. Con un triangulo de vidrio
estéril, se resuspendieron las esporangioesporas, deslizando suavemente el triangulo
sobre el medio con crecimiento, la suspension de esporas se pasaron a través de una
gasa estéril, y se deposité en tubos Eppendorf estériles de un mililitro.
La suspension de esporas se centrifugé a 16,000 X g por 5 min, el sobrenadante se
decantd y las esporas se resuspendieron nuevamente en agua destilada estéril. El
lavado y centrifugado se repitié una vez mas para finalmente recuperar las esporas en
1 mL de agua destilada estéril. Previo a su utilizacion, se conté el numero de
esporangioesporas con un hematocitometro y la suspension se mantuvo todo el tiempo
en hielo para ser utilizada durante las siguientes dos horas para la inoculaciéon de los
melones.
Preparacion de inéculo de Salmonella

El in6culo de Salmonella se prepard a partir de una colonia aislada, crecida en
AEH-Km®® por 48 h. Del margen de la colonia se tomé un poco de masa bacterial la
cual se depositd en un tubo de 15 mL con 5 mL de CST-Km*®. Después de la
incubacion a 37°C por 18 h sin agitacion, la suspension bacterial obtenida se depositd
en tubos Eppendorf (1.5 mL) nuevos y esterilizados, y se centrifugdé a 8,000 X g por 10
minutos. El sobrenadante se decanté y la pastilla se resuspendié en 1 mL de APB a
0.1%. El lavado con APB se repitid6 dos veces y la pastilla se resuspendié en APB a
0.1%. La suspension bacterial se mantuvo en hielo para ser utilizada durante las
siguientes dos horas para la inoculacién de los melones. Previo a la inoculacion, se

estimo el nimero de UFC en AEH-Km®. Para esto se hicieron diluciones de 10" a 108,
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en APB a 0.1%. De las diluciones 10* a 10® se depositaron, de cada una por
separado, 100 pL en AEH-Km®, dispersandose con una varilla de vidrio estéril.

Después de 48 h a 37°C se registraron las colonias desarrolladas en el medio.

Inoculacion de melones con Rhizopus

Previo a la inoculacion, en cada meldn, desinfestado con NaCIlO a 200 ppm por
tres minutos, se delimitaron en los costados del melén dos areas de 6 cm de diametro
con un marcador indeleble. En cada una de las area se deposité una gota de 40 pL con
6.15 x10* esporangioesporas. En total se inocularon 12 melones, los cuales se
dividieron en dos lotes de seis melones, cada uno contenido en una camara con tapa
hermética. El primer lote se mantuvo bajo el tratamiento AC;, (5% O,y 15% CO,) y el

segundo en aire (21% O, 0.03% CO,) en la camara frigorifica a 5.5°C por 24 h.

Inoculacién de melones con Salmonella

Después de 24 h de la inoculacién con Rhizopus, los melones se inocularon con
la cepa St-3“"° de S. Typhimurium. En una de las dos areas inoculadas con el hongo
se depositd una gota de 100 yL de suspensién bacterial (8.6 logio de UFC) en APB a
0.1%. Para los controles (Testigos) se depositdé una gota de agua destilada estéril del
mismo volumen. Después de la inoculacion, las camaras se taparon y las mezclas de
gases se activaron para generar las atmosferas de AC, y aire. Bajo estas atmdsferas
los melones inoculados se mantuvieron en la camara a 3.2°C por seis dias.

3.4.3 Muestreo y analisis microbiolégico
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Muestreo

Durante seis dias cada 48 h se extrajeron seis melones, tres de AC, y tres de
aire. De una de las areas inoculadas se extrajo un cilindro de tejido con un sacabocado
de acero inoxidable de 5.8 cm de diametro, (Figura 2.2) y se deposité sobre papel
aluminio. Del cilindro de tejido se cortd, por separado, la corteza y el tejido de la parte
interna, de 5 mm y de 10 mm de profundidad. Los cortes de tejido se colocaron cada
uno en una bolsa Ziploc® (16.5 cm x 14.9 cm), se pesaron en una balanza analitica y
se mantuvieron en una hielera con hielo (Figura 2.2) hasta su procesamiento y analisis.

Todos los materiales utilizados para la toma y conservaciéon de muestra se
esterilizaron previamente; el papel aluminio con luz ultravioleta (UV) por 15 min, y el
sacabocado, cuchillo y pinzas con alcohol (70%) y flama de mechero.
Analisis

Las muestras de tejido, tres por atmdsfera, se procesaron en una camara de
bioseguridad tipo Il (ENVIRCO Corporation 805-5-65-98 PN 3137) de acuerdo al
método de diluciones de Amador et al. (2000). Se adicion6 APB a 0.1% a las bolsas
Ziploc® en volumen de acuerdo al peso en g de la muestra (P/V). Después de frotar
con las manos por 30 s, se realizaron diluciones de la suspension obtenida en APB a
0.1%, esterilizada; de 10" a 10™ para corteza, y de 10" a 10 para tejido de 5 mmy 10
mm de profundidad. De cada suspensién se tomaron 100 uL para sembrarse, por
separado, en cajas Petri con AEH-Km®®. Transcurrido el tiempo de incubacion a 37°C
por 48 h se registraron las UFC desarrolladas en los medios, con numeros entre 30 y

300 colonias.
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Previo al muestreo de los melones, se hicieron observaciones en las areas
inoculadas para registrar germinacién y crecimiento micelial de Rhizopus.
Posteriormente, de la suspension obtenida en APB estéril a 0.1%, se tomaron 100 pL
para sembrarse, por separado, en cajas Petri con PDA acidificado con acido citrico a
10% (14 mL/L) e incubandose por 48 h a 20°C. Transcurrido el tiempo de incubacion se
hicieron observaciones visuales para registrar caracteristicas del micelio desarrollado
(color y forma de crecimiento), y al microscopio compuesto, la presencia de

esporangioforos con rizoide y esporangioesporas para su identificacion (Mass, 1998).

3.4.4 Determinacion de textura, pH y °Brix
Durante el almacenamiento de los melones en AC; y aire se determind la textura, pH y
°Brix. Estos parametros se determinaron en el tejido del area marcada e inoculada solo
con Rhizopus.
Las lecturas de textura se registraron en un texturometro (Stable Micro System, TA-
XT2i, Textura Analyser, England) con una sonda tipo aguja (Needle probe, Bate No.
3426) y los datos se procesaron con un programa automatizado (Windows software,
textura expert, stable microsystems Ltd, version 1.20, version en espanol) (Figura 3.1).
El texturbmetro se programd con los siguientes parametros:

Velocidad de pre-ensayo 1.5 mm/s

Velocidad de ensayo 5 mm/s

Distancia de penetracion 20 mm

Pps 200
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Las lecturas de pH se estimaron en un potenciémetro con electrodo tipo aguja (pH/°C
meter with GCP portable; Hanna instruments HI 98230, Rumania). Para esto el
electrodo se introdujo a través del tejido de la cascara para registrar la lectura (Figura
3.1).

Las lecturas de °Brix se registraron en un refractémetro manual ATAGO® De
cada fruto se cortdé una porcion de pulpa, se exprimioé para extraer unas gotas de jugo
las que se depositaron en el refractometro para registrar la lectura.

El experimento se repiti6 bajo las mismas condiciones de atmoésfera vy
temperatura. También el muestreo, analisis microbioldégico de tejido y registro de

parametros también se llevaron a cabo de la misma forma.

3.4.5 Andlisis estadistico

Los datos de poblacion bacteriana, pH, textura y °Brix se analizaron con el
programa estadistico Statistical Analysis Software (SAS por sus siglas en inglés), en un
arreglo de parcelas divididas, con prueba de comparacién de medias de Tukey con un

nivel de significancia (a) de 0.05.

3.5 RESULTADOS Y DISCUSION

3.5.1 Sobrevivencia, crecimiento e internalizacion de Salmonella
La cepa St-3“"° de Salmonella Typhimurium sobrevivid en las dos atmoésferas
probadas: AC; (5% Oz y 15% COy) y aire (21% O, 0.03% CO;) a 3.2°C por 144 h. El

promedio de UFC recuperadas fue 4.19 log1o UFC y de 3.93 log1o UFC de AC; y aire,
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respectivamente (Figura 3.2). Los valores de UFC recuperadas de la superficie se
mantuvieron relativamente constantes durante los muestreos (0=0.05). Estos
resultados indican que la reduccidén de la poblacién fue de 4.41 logio y de 4.47 logqo
UFC en AC, y aire, respectivamente.

Resultados de analisis al tiempo cero indicaron que la reduccion promedio en la
poblacién por efecto de muestreo fue de 3.7 log1g UFC y de 0.49 y 0.23 log1o UFC por

efecto de AC, y aire, respectivamente.

3.5.2 Sobrevivencia y crecimiento de Rhizopus

En las areas inoculadas con el hongo, se observo ligero crecimiento micelial
oscuro en la superficie del melon. Observaciones al microscopio compuesto de la
suspension de tejido en APB a 0.1 % indicaron que la mayoria de las
esporangioesporas permanecieron sin germinar durante el almacenamiento a 3.2°C por
144 h bajo AC, y aire. Sin embargo, las esporangioesporas germinaron y produjeron
abundante micelio cuando se sembraron en PDA acidificado (acido citrico a 10%) y se
incubaron a 20°C. Lo anterior sugiero que la baja concentracion de oxigeno no influyé
en la inhibicién de la germinacion de la mayoria de las esporangioesporas y debié ser
otro factor como adaptacion (Mass, 1998) lo que evitd que el hongo pudiera germinar y
crecer en la superficie del melon.
3.5.3 Textura, pH y °Brix

Textura

Bajo el tratamiento AC,, los melones inoculados y sin inocular con Rhizopus

registraron una textura promedio similar, de 638.61 gramos fuerza (gs) y de 686.11 g,
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respectivamente. No se observaron diferencias significativas (a=0.05) en textura en
melones inoculados (707.87 g¢) y sin inocular (679.98 gr) mantenidos en aire por 192 h.

Los resultados anteriores indican que el tipo de atmdsfera no afecté la textura de los
melones, ya que no hubo diferencia significativa a=0.05) entre ambos tratamientos (AC,
y aire). Garcia-Sahagun et al. (2005) reportaron que la madurez a la que los melones
son cosechados y la temperatura a la que se almacenan afectan la textura. Melones
cosechados maduros presentan textura de 2510 gr., pero cuando se almacenan entre
2°C y 5°C esta disminuye a 810 y 1300 gr respectivamente. En este trabajo los melones
registraron valores iniciales de 650 gy, previo al almacenamiento indicando con esto que
la temperatura (3.2°C) a la cual se mantuvieron los melones no afectd
significativamente (a=0.05) la textura. Sin embargo bajo AC, se observé un ligero
incremento en textura durante el almacenamiento, en presencia y ausencia de

Rhizopus (Cuadro 3.2)

pH
Bajo AC,, el pH promedio de los melones inoculados y sin inocular con Rhizopus fue
en promedio de 6.42 y 6.39, respectivamente; en tanto que en los almacenados en aire,
de 6.43 y 6.28 respectivamente. En aire el pH de los melones fue ligeramente mas
acido respecto al registrado en AC;; sin embargo, el analisis estadistico no mostrd
diferencias significativas entre tratamientos (0=0.05). Lo anterior indica que la
composicion de la atmésfera no afecté el pH de los tejidos ni la presencia del hongo de

melones almacenados a 3.2°C por 192 h.

58



Conway et. al., (2000), reportd que el cambio en pH del tejido de manzana bajo AC
(0.5% O,y 15% COy) y aire esta relacionado con el tipo de hongo que infecta el tejido.
Por ejemplo, registré incremento de pH de 4.7 a 6.75 cuando el tejido se inoculd con G.
cingulata pero reduccion de 4.70 a 3.70 con P. expansum
En la mayoria de los estudios de las asociaciones de patdégenos de humanos con
hongos se han reportado cambios en pH del tejido inoculado (Conway et al., 2000;
Draughon et al., 1988; Richards y Beuchat, 2004 a, b; Riordan et al., 2000, Wade y
Beuchat., 2003 a, b, c). Esto contrasta con lo registrado en este trabajo donde no se
registraron cambios significativos en pH en el tejido inoculado con Rhizopus bajo AC; y
aire. Lo anterior puede estar relacionado con la baja germinacion de las
esporangioesporas en la superficie y por consiguiente con una pobre o nula infeccién
de los tejidos internos. Cabe senalar que el hongo no se recuperd de suspensiones de
tejido a 5 mm y 10 mm de profundidad.

°Brix

Bajo AC,, los °Brix promedio de los melones inoculados con Rhizopus fue de
10.75 en tanto que en los almacenados en aire, de 10.09; sin embargo, el analisis
estadistico no mostré diferencias significativas entre tratamientos (a=0.05). Lo anterior
indica que la composicion de la atmoésfera no afectdé los °Brix de los melones
almacenados a 3.2°C por 192 h. De acuerdo a Infoaserca (2000) un melén se
considera de muy buena calidad con 11 °Brix mientras que uno con 9 °Brix. Los
melones utilizados en este estudio presentaron 10.4 °Brix, en promedio, lo que los

ubica entre melones con muy buena y buena calidad comercial.
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3.6 CONCLUSIONES

. La inoculacion con Rhizopus sp. no favorecio la sobrevivencia, el crecimiento
ni la internalizacion de la cepa St-3“"° de Salmonella Typhimurium en meldn
Cantaloupe almacenado bajo las atmodsferas de AC, (5% de Oz + 15% COy),
y aire (0.03% CO,, 21% O3) a 3.2°C por 144 h.

. La cepa St-3“"° de S. Typhimurium, sobrevivié en la superficie de melén
Cantaloupe bajo las atmésferas de AC; y aire a 3.2°C por 144 h.

. La poblacién de la cepa St-3“"° de S. Typhimurium decrecié en promedio
049 y 0.23 logiy UFC en melones mantenidos bajo AC, y aire,
respectivamente por 144 h a 3.2°C.

. Rhizopus sp. no afectd la textura, el pH ni los °Brix de melones Cantaloupe
mantenidos bajo AC, y aire a 3.2°C. Los valores promedio registrados en
estas atmosferas fueron de 678.1 gr, 6.38 y 10.42, en textura, pH y °Brix,
respectivamente.

. La mayoria de las esporangioesporas de Rhizopus sp no germinaron en la
superficie de melén Cantaloupe mantenido bajo AC, y aire a 3.2°C, pero
mantuvieron su viabilidad por 144 h y germinaron cuando se sembraron en

medio solido e incubaron a 20°C.
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Cuadro 2.1 Datos de densidad o6ptica (560 nm) de cepas de Salmonella

Typhimurium ATCC23564, en CST, incubadas a 37°C sin agitacion.

Cepa Tiempo (h)
0 2 4 6 8
a
Salmonella 0.09 0.72 0.92 0.92 0.92
StP
km50
St-1 0.05 0.53 0.71 0.79 0.83
Gt-pkms0
0.07 0.61 0.91 0.97 0.97
St-3kms0
0.05 0.56 0.85 0.91 0.90
St-4kms0
0.04 0.55 0.85 0.89 0.89
St5kmS0
0.05 0.55 0.89 0.88 0.85

Cepa original, sin resistencia a kanamicina.

bCepas de S. Typhimurium ATCC23564 resistentes a kanamicina (50 pg/mL).

Cuadro 2.2 Numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de la cepa St-

3" de S. Typhimurium crecida en CST por 18 h a 37°C sin agitacion.

Dilucién® UFC/mL" Promedio log1o
UFC/mL UFC/mL
Repeticion 1 Repeticion 2

10 DNPC® DNPC®

10°° 539 251 395 8.5
10® 38 22 30 8.4
10”7 5 3 4 8.6
108 0 0 0

®En agua peptonada buferada a 0.1 % .
®Densidad Optica (560 nm) de suspension en CST sin diluir: Repeticion 1= 0.827 y
Repeticion 2=0.871.

“Demasiado Numerosas Para Contarse.
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Cuadro 2.3 Relacién del numero de unidades formadoras de colonias (UFC) con la

densidad dptica® de la suspension bacterial. Los datos corresponden a la cepa St-3<m°

de S. Typhimurium crecida en CST por 18 h a 37°C sin agitacion.

Repeticion
Dilucién?® 2 3 Promedio
|Og1o
UFC D.O® UFC DO UFC D.O UFC/ml D.O
107 293 026 387 0.28 339 0.24 10.06 0.26
10 156 014 112 019 214 0.13 9.68 0.15
1077 115 0.08 70 0.09 181 0.09 10.08 0.085

®Agua peptonada a 0.1 %

PA= 560 nm

Cuadro 2.4 Valores de los parametros de la forma de curva de crecimiento (C) y del

estimador de velocidad de crecimiento (B) entre la cepa nativa de Salmonella

Typhimurium ATCC23564 y cinco cepas resistentes a kanamicina. Los datos se

analizaron con el método de Weibull.

Cepa Coeficiente C B
de Rango Valor Rango Rango Valor Rango
clgrrelacién inferior de C superior inferior de B superior
(r)
0? 0.998 -0.21 0.63 1.45 -0.49 1.25 3.00
1° 0.998 0.34 0.63 0.92 2.19 3.02 3.85
2° 0.998 0.38 1.28 2.18 1.50 2.08 2.67
3° 0.990 0.30 0.92 1.53 1.41 2.34 3.26
4° 0.988 0.27 0.88 1.48 1.38 2.39 3.40
5° 0.965 -0.13 0.80 1.73 0.54 2.28 4.02

Cepa original, sin resistencia a kanamicina.

bCepas de S. Typhimurium ATCC23564 resistentes a kanamicina (50 ug/mL).
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Cuadro 2.5 Crecimiento, sobrevivencia e internalizacién de la cepa St-3*™° de S.
Typhimurium en melén Cantaloupe?, durante el almacenamiento en AC, y aire a 4.2°C

(Prueba preeliminar).

Atmoésfera de Tejido Tiempo de almacenamiento (h)
almacenamiento muestreado®
24 48 72 96
AC®
Salmonella  Superficie 5.7° 5.7 6.8 5.8
5 mm - 5.2 5.8 3.5
10 mm - 4.7 4.5 0
Agua  Superficie 0 0 0 0
5 mm - 0 0 0
10 mm - 0 0 0
Aire°
Salmonella Superficie 6.0 6.7 6.5 6.9
5 mm - 5.2 3.8 3.7
10 mm - 4.6 4.9 0
Agua  Superficie 0 0 0 0
5 mm - 0 0 0
10 mm - 0 0 0

Q

°En cada meldén se deposité una gota de 100 yL de una suspension bacterial (7.5 log,, UFC) o agua
destilada estéril.

°AC = 3% Oy, 12% CO,, y 85% N

°Aire = 21% O3, 0.03% CO, y 75% N,

d Tejido de 2 cm de diametro muestreado en el lugar donde se depositd la gota. El tejido de la superficie y
el de 5 mm y 10 mm de profundidad se procesaron por separado.

®Cada valor representa el promedio de tres repeticiones.

-Dato no estimado.
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Cuadro 2.6 Sobrevivencia de la cepa St-3"*°de S. Typhimurium en la

corteza de meldn Cantaloupe?, durante el almacenamiento en AC+® y

aire® a 4.2°C.
Tiempo AC, Aire

(h)

UFC' UFC? UFC' UFC?
48 4.30 5.30 - 4.42
96 4.32 4.94 2.6 4.27
144 4.20 4.21 1.86 222
192 4.11 3.83 1.56  3.09

®En cada melén se depositd una gota de 100 YL de una suspension bacterial con 7.7 logqo

UFC, o agua destilada estéril.

°AC; = 3% O, 12% CO,, y 85% N,

°Aire = 21% 03, 0.03% CO, y 75% N,

2= UFC Recuperadas de la superficie de meldén en la primera y segunda repeticion
respectivamente.

-Dato no estimado.
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Cuadro 2.7 Sobrevivencia de la cepa St-3*™° de S. Typhimurium en

corteza de meldn Cantaloupe?, durante el almacenamiento en AC,” y aire® a

3.8°C.
Tiempo AC, Aire

(h)

UFC' UFC?® UFC' UFC?
48 452 648 341 6.13
96 301 577 297 521
144 1.5 5.77 2 5.32
192 2 5.37 36  5.04

®En cada meldn se depositd una gota de 100 L de una suspension bacterial con 8.8 logio
UFC, o agua destilada estéril.

°AC, = 5% O, 15% CO5, y 80% N,

°Aire = 21% 03, 0.03% CO, y 75% N,

2= UFC Recuperadas de la superficie de melén en la primera y segunda repeticion

respectivamente.
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Cuadro 2.8 Sdlidos soluble totales (°Brix) en melones Cantaloupe, almacenados en AC

y aire a 4°C, registrados en un refractometro ATAGO® manual.

Tiempo (h) °Brix
AC Aire?
AC1 AC, 1P 2
48 8.48 7.98 8.75 7.3
96 8.47 8.83 8.98 8.5
144 8.45 9.13 8.86 9.10
192 8.38 8.27 9.25 7.53

AC;=3% O, 12% CO,, ¥y 85% N,
AC, =5% O, 156% CO,, ¥y 80% N,

®Aire = 21% O,, 0.03% CO, y 75% N,

®1= Atmosfera de aire que se establecio con AC4; 2= Atmdsfera de aire que se establecié con AC.,.
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Cuadro 3.1 Sobrevivencia de la cepa St-3*™° de S. Typhimurium en

la

corteza de meldn Cantaloupe, inoculado con Rhizopus® sp., durante el

almacenamiento en AC," y aire® a 3.8°C.

Tiempo AC, Aire

(h)

UFC' UFCc? UFC' UFC?

48 3.81 4.64 423 4.18
96 4.52 4.45 3.63 5
144 3.55 4.18 2.7 3.86

®Inéculo= gota de 40 uL con 6.5 X 10* esporangioesporas.

®In6culo= gota de 100 pL de una suspension bacterial con 8.6 logo UFC, o agua destilada

estéril.
°AC, = 5% 05, 15% CO,, ¥y 80% N,
°Aire = 21% O,, 0.03% CO, y 75% N,

2= UFC Recuperadas de la superficie de meldn en la primera y segunda repeticion

respectivamente.
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Cuadro 3.2 Sodlidos solubles totales (°Brix), pH y textura en melones Cantaloupe,

previamente inoculados con Rhizopus sp., y mantenidos bajo AC,? y aire®.

Atmoésfera Tiempo  °Brix pH Textura (gs)
(h) SI° | SI° |
AC; 48 11.2 - 6.4 495.7 630.1
96 10.1 6.3 6.4 639.0 674.4
144 11.0 6.5 6.6 704.1 721.7
Aire 48 10.2 - 6.2 826.1 619.5
96 10.4 6.4 6.3 667.2 690.5
144 9.6 6.4 6.3 694.5 685.0

®AC, =5% O3, 15% CO,, y 80% N,
®Aire = 21% Oy, 0.03% CO, 'y 75% N,
°Sin Inocular: Tejido control que no se inoculo con S. Typhimurium o Rhizopus sp.

km50

YInoculado: Tejido inoculado con la cepa St-3 de S. Typhimurium después de 24 h de haber sido

inoculado con Rhizopus sp. (3% de O+ 12% CO,).

-Dato no estimado
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Figura 2.1 Establecimiento de camara con atmdsfera controlada (AC) y aire para almacenar
melones en frigorifico (UACh). A, Tanques con mezcla estdndar de AC (3-5% Oz, 12-15%
COg2, y 85-80% N2) y con aire comprimido (aire) (21% O, 0.03% CO, y 75% Ny ); B,
Humidificador con mezcla de glicerol-agua (8:2); C, Tablero de alimentacion de flujo de AC y
aire; y D, Cubeta con tapa y mangueras rigidas de entrada y salida de gases (camara) en AC

o aire; E, Multiconector para concentrar la mezcla y el aire de salida de las camaras.

80



Figura 2.2 Muestreo de tejido de meldén almacenado en atmésfera controlada (AC) o

aire. A, Melon en camara previo al muestreo de tejido; B, Muestreo de tejido de melén
con sacabocado de 5.8 cm de diametro; C, Corte de tejido de corteza y tejido a
diferentes profundidades; D, Bolsa Ziploc® estéril con muestra de tejido; y E, Hielera

para transportar en hielo bolsas con tejido.
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Figura 2.3 Procesamiento de muestras de meldn para la deteccion y aislamiento de la
cepa St-3“™° de S. Typhimurium. A, Bolsa con corteza de melén y APB a 0.1% para
recuperacion de células mediante lavado tejido; B, Dilucion de suspension de lavado de
tejido en APB a 0.1 %; C, Dispersién de suspensién de lavado AEH-Km®’; D, Cajas
Petri inoculadas en incubadora a 37°C; E, Cajas con crecimiento de la cepa St-3KM°0 de

48 h.
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Figura 2.4 Aislamiento en Agar Entérico Hektoen + kanamicina (50 mg/mL) de la cepa
St-3™0 de S. Typhimurium de melén Cantaloupe, inoculado con 8.8 logio UFC, y
almacenado en AC;, (5% Oy, 15% CO2, y 85% N) a 4°C por 96 h. Cajas con y sin
crecimiento de colonias en las que se depositaron 100 pL de (A) Suspension de lavado

de corteza y (B) Tejido interno (5 mm de profundidad).
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Figura 2.5 Crecimiento de cepas de Salmonella Typhimurium en caldo
soya tripticaseina a 37°C sin agitacion. Donde: Salmonella corresponde a
S. Typhimurium ATCC2356; y, St-1KM St-2KM30  gt.3Km30 gt 4KmS0 v gt

5Km%0 corresponden a cepas resistentes a kanamicina (50ug/mL).

84



0.9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
05 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 . . . . .
0 2E+08 4E+08 B6E+08 B8E+08 1E+03

UFC

Densidad optica (D.O)

Figura 2.6 Proporcion entre densidad optica y poblacién. Los
datos corresponden al promedio de cinco repeticiones. Las cepas
de S. Typhimurium se incubaron en CST con Km sin agitacién a

37°C por ocho horas.
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Figura 2.7 Sobrevivencia de la cepa St-3“™° de S. Typhimurium en melén
Cantaloupe inoculado con 7.5 logio UFC, almacenado en AC (3% O2y 12%
CO,, 85% N, linea-rombos) o aire (linea-cuadros) a 4.2°C. A, Valores de UFC
registrados en corteza; B, en tejido de 5 mm; y, C en tejido de 10 mm de
profundidad, respectivamente. Cada valor representa el promedio de tres

repeticiones, cada repeticion consté de un melon.
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Figura 2.8 Sobrevivencia de la cepa St-3™° de S. Typhimurium en la superficie de
melones Cantaloupe almacenados a 3.7°C y 98.8% de HR Los valores se registraron en
melones almacenados en: A, ACq (3% O2 y 12% COy, 85% N, (linea-cuadros) o aire
(linea-circulos); y B, ACz (5% Oz y 15% CO,, 80% N, linea-cuadros) o aire (linea
continua-circulos). Cada valor representa el promedio de los valores obtenidos de dos
experimentos; cada uno constd a su vez de tres repeticiones. En A los melones se
inocularon con 7.7 logio UFC y en B con 8.8 logiy UFC, en promedio. Las barras

representan el error estandar entre los valores.
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Figura 3.1 A, Texturémetro utilizado para medir textura de melones Cantaloupe

inoculados con Rhizopus sp., y cepa St-3*™°de S. Typhimurium, almacenados bajo AC;
(5% Oz y 15% CO,, 80% Ny) y aire. B, Potencidmetro digital con electrodo tipo aguja
utiizado para medir pH del punto de inoculacion sobre la superficie de melén

Cantaloupe. Las mediciones de pH se hicieron después de medir la textura.
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Figura 3.2 Aislamiento de Rhizopus sp., de 48 h de crecimiento en PDA acidificado.
El hongo se recuperd de la superficie de meldon Cantaloupe, después de 192 h de

incubacion a 3.2°C bajo AC..
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Figura 3.3 Sobrevivencia de la cepa St-3™° de S. Typhimurium en la superficie de
melones Cantaloupe, previamente inoculados con 6.15 X 10* esporangioesporas, Yy
almacenados a 3.2°C y HR 99.6% bajo AC; (5% O,y 15% CO,, 80% N, linea-cuadros)
o aire (linea-circulos). Cada valor representa el promedio de los valores obtenidos de
dos experimentos; cada experimento constd a su vez de tres repeticiones. Los melones
se inocularon con 8.6 logip UFC en promedio. Las barras representan el error estandar

entre valores.
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MEDIOS DE CULTIVO

Agar Soya Tripticaseina con kanamicina (AST-Km50)

Suspender 40 g de AST (BD, Bioxén®) medio preparado en 1 L de agua destilada.
Calentar agitando frecuentemente y hervir por 1 minuto. Esterilizar en autoclave a
121°C por 15 minutos.

Enfriar a 45°C y agregar 1000 uL de la solucion stock de kanamicina (50 ug/mL), agitar

y vaciar en cajas Petri.

Agar entérico Hektoen con kanamicina (AEH-Km50)

Suspender 76 g de medio AEH (BD, Bioxon®) preparado en 1 litro de agua destilada.
Calentar agitando frecuentemente y hervir por 1 minuto. Esterilizar en autoclave a
121°C por 15 minutos.

Enfriar a 45°C y agregar 1000 uL de la solucion stock de kanamicina (50 ug/mL), agitar

y vaciar en cajas Petri.

Agua Peptonada Buferada a 0.1%
Suspender 0.2 g de Agua Peptonada Buferada (APB, Difco®) en 1 L de agua destilada.

Mezclar bien y esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Medio PDA acidificado

Pesar 200 g de papa cortada en trozos y vaciarlos en un matraz de 1 L con 500 ml de

agua destilada. Colocar en autoclave a 121°C por 15 minutos. Pasar el sobrenadante a
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través de una gasa y recuperar en un matraz. Adicionar al sobrenadante 20 g de agar-
agar y 20 g de dextrosa, mezclar bien y separar en partes iguales en dos matraces de 1
L y aforar a 500 mL. Colocar la suspension en autoclave a 121°C por 15 minutos. Dejar

enfriar a 45°C y agregar 7 mL de acido tartarico a 10% a cada matraz.

Preparacion de solucién stock de kanamicina

Para preparar una solucion stock de Kanamicina a 50 mg/mL, adicionar 250 mg de
Kanamicina a 5 mL de agua destilada en un vaso de precipitados de 10 mL,
previamente esterilizado, y mezclar. Filtrar la solucién de kanamicina a través de un

filtro Millipore® estéril. Utilizar portafiltro y aguja previamente esterilizados.

Preservacion de cepas de Salmonella en glicerol

Crecer una colonia en tubos con 5 mL de Caldo Soya Tripticaseina (TSB) con agitacién
a 37°C por 18 h. Después de la incubacién adicionar 600 pL de la suspension
bacteriana a tubos Eppendorff con 400 uL de glicerol a 50%, previamente esterilizado.

Almacenar los tubos con la bacteria a -10°C.

Pruebas de humidificacion de camara

Para humidificar mezclas de gases con 80-95% de humedad relativa (HR), se
establecen pruebas preliminares con aire comprimido y mezclas con agua, glicerol y
sulfato de cobre (Cu,SO4) en matraces Erlenmeyer de 2 L. La cantidad de agua y
glicerol se va variando manteniendo constante la cantidad de Cu,SO4 (5 g). Para hacer

la humidificacién de las mezclas, los matraces con la mezcla se tapan con tapones de
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caucho, cada uno con dos perforaciones, y se sellan al matraz con cinta de teflon. A
través de cada perforacién se conecta una varilla de vidrio (una mas larga que la otra).
La varilla mas larga se conecta a una piedra difusora (1.5 cm x 2.5 cm) para obtener
burbujas de tamano pequefio y crear mayor eficiencia en la humidificacion de las
mezclas de gases. Debido a la viscosidad de la mezcla agua-glicerol, los matraces se
colocan sobre parrillas para tener la mezcla en agitacion constante y evitar la formacién
de fases, acuosa y glicerol. La varilla corta se coloca para permitir la salida del aire

hacia el exterior y evitar presion dentro del matraz.

Caldo Soya Tripticaseina (CST) con kanamicina (Km) a diferentes
concentraciones

Para esto se utilizan tubos de ensaye de 20 mL con 5 mL de CST y la siguiente
ecuacion:

C1V1=CoV;

a) Primera serie de tubos con CST + 12.5 pg/mL de Km

v (12.5ug /mL)5000uL)
' 50000ug/mL

1.25uL

b) Segunda serie de tubos con CST + 25 ug/mL de Km

v (25ug /mL)5000uL) _

2.5
: 50000 ug / mL uk

c) Tercera serie de tubos con CST + 50 ug/mL de Km

v (50ug /mLY5000uL) _ 5

‘ 50000 ug / mL uk
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CUADROS
Cuadro 1.1 indice respiratorio de Melén Cantaloupe a diferente

temperatura de almacenamiento.

Temperatura Respiracion
(°C)
(ml CO2/Kg-h)
0 2-3
5 4-5
10 7-8
15 17-20
20 23-33
25 65-71

Tomada de Kader (2002)



Cuadro 1.2 Composicién quimica del aire.

Componente Simbolo Concentracion aproximada

% en volumen

Nitrégeno N 78.03
Oxigeno 0] 20.99
Diéxido de Carbono CO, 0.03
Argén Ar 0.94
Neon Ne 0.00123
Helio He 0.0004
Criptén Kr 0.00005
Xenodn Xe 0.000006
Hidrégeno H 0.01
Metano CHg4 0.0002
Oxido nitroso N.O 0.00005
Vapor de Agua H.O Variable
Ozono O3 Variable
Particulas Variable

Tomada de Wikipedia, 2007.



Cuadro 1.3 Ejemplos de brotes de enfermedades causadas por diferentes serotipos de

Salmonella asociados al consumo de productos hortofruticolas frescos.

Serotipo de Ano Pais Producto # Casos

Salmonella involucrado

Chester 1990 USA Cantaloupe 295

Javiana 1990 USA Tomates 176
frescos

Poona 1991 USA Cantaloupe >400

Montevideo 1993 USA Tomates 100

Bovismorbificans 1994 Finlandia Germinados 210

Stanley 1995 USAvy Alfalfa 242

Finlandia

Newport 1995 USAy Canada Alfalfa 133

Saphra 1997 USA Cantaloupe >20

Poona 2000 USA Cantaloupe >19

Enteritis 2000 USA Germinado de 45
frijol Mung

Kottbus 2001 USA Alfalfa 32

Tomados de Bell y Kyriakides, 2002.
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Cuadro 2.1 Solidos soluble totales (°Brix) en melones Cantaloupe, almacenados en

AC+?y aire® a 4.2°C, registrados en un refractdmetro ATAGO® manual.

Tiempo (h) AC Aire
°Brix" °Brix? °Brix" °Brix?
48 8.8 7 7 10.6
8 8.9 11.4 6.2
6.6 8.6 7.4 9.9
96 8.2 8.4 9.5 8.4
13 5 12 7.8
7 11.4 7.2 9
144 10.8 5.4 11.4 9
11 7.8 8 9.6
8.6 11.2 6.6 8.6
192 10 6 11 7.6
9 10.8 8.8 8.9
8 5.8 8.8 10.4

®AC1=3% O3, 12% CO,, y 85% N,
®Aire = 21% Oy, 0.03% CO,y 75% N,
" 2 S¢lidos solubles (°Brix) obtenidos de muestras obtenidas de la primera y segunda repeticion

respectivamente.
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Cuadro 2.2 Solidos soluble totales (°Brix) en melones Cantaloupe, almacenados en

AC, y aire a 3.2°C, registrados en un refractometro ATAGO® manual.

Tiempo (h) Aire®
°Brix" °Brix>  °Brix' °Brix>
48 7.8 7 8.8 7.4
9.7 8.4 6.9 8
6.6 8.2 7.3 5.4
96 5.8 9.6 10.4 8
12 7.2 7 8.6
9 7.2 10.4 6.6
144 9.8 8 10.2 7
6.6 9.4 7 8
9.4 7.5 13.4 9
192 9 7.8 9.4 6.8
9.2 6.2 6 7
11.6 6.5 9 7

®AC; = 5% Oy, 15% CO,, y 80% N

°Aire = 21% O, 0.03% CO, y 75% N,

! 20Brix obtenidas de la primera y segunda repeticion respectivamente.
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Cuadro 3.1 Sdlidos solubles (°Brix), pH y textura de melones Cantaloupe inoculados

con S. Typhimurium + Rhizopus sp y sin inocular, almacenados en AC,? y aire® a 3.8

°C. Se indican las UFC de Salmonella obtenidas y la recuperacién del hongo

después del almacenamiento, al tiempo indicado. Cada 48 h se analizaron tres

melones.
Tiempo °Brix pH Textura log,cUFC Recuperacion
(h) Sin Inoculado Sin Inoculado Hongo®
inocular i inocular ©
AC,
48 10.8 o * o o 3.0 Si
48 10.8 o * o o 4.3 Si
48 13.6 o * o o 4.2 Si
96 11.0 o 6.3 773.0 877.7 3.6
96 12.8 o 6.2 414.0 475.6 3.5 Si
96 11.0 o 6.3 592.0 582.5 3.5 Si
144 13.2 o 6.7 748.6 617.7 4.0
144 13.4 o 6.9 502.9 722.6 4.0 Si
144 8.6 o 6.8 869.5 889.4 2.6 Si
Aire
48 12.6 o * o o 3.5 Si
48 12.0 o * o o 5.1 Si
48 10.2 o * o o 3.0
96 11.4 o 6.2 718.6 7715 3.9 Si
96 10.0 o 6.3 478.2 544 .1 4.0 Si
96 11.8 o 6.4 786.5 804.5 3.0
144 10.4 o 6.4 596.0 411.2 2.3 Si
144 12.2 o 6.3 557.2 641.5 2.9 Si
144 8.4 o 6.2 1049.5 1083.7 2.9

®AC, = 5% Oy, 15% CO,, y 80% N

°Aire = 21% O, 0.03% CO, y 75% N,

°=Gota de 40 pL con 2.15x10° esporas/mL, y gota de 100 L con 8.6 log4UFC

4= En PDA acidificado
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Cuadro 3.2 Sodlidos solubles (°Brix), pH y textura de
inoculados con S. Typhimurium + Rhizopus sp y sin inocular, almacenados en AC5®
y aire® a 3.8 °C. Se indican las UFC de Salmonella obtenidas y la recuperacion del
hongo después del almacenamiento, al tiempo indicado. Cada 48 h se analizaron

tres melones y HR.

melones Cantaloupe

Tiempo °Brix pH Textura log,cUFC Recuperacion
Sin Sin Hongod
inocular Inoculado® inocular Inoculado
AC,
48 10.0 ** 6.6 311.0 680.6 4.4 Si
48 11.8 ** 6.4 1036.3 647.6 5.1 Si
48 10.2 ** 6.4 139.1 562.1 4.4 Si
96 8.4 6.4 6.5 640.2 830.4 4.9 Si
96 9.6 6.2 6.4 746.3 689.0 3.5 Si
96 7.6 6.4 6.4 668.7 591.0 4.1 Si
144 9.8 6.6 6.4 647 .1 685.7 3.7 Si
144 11.8 6.5 6.3 891.2 662.6 5.0 Si
144 9.0 6.4 6.3 565.0 752.3 3.8 Si
Aire
48 7.2 ** 6.2 860.1 470.7 4.0 Si
48 10.6 ** 6.2 791.9 809.7 4.0 Si
48 8.8 ** 6.1 826.4 578.0 4.6 Si
96 7.6 6.6 6.1 451.3 454 .4 5.0 Si
96 9.6 6.1 6.2 712.0 672.0 5.2 Si
96 12.2 6.5 6.2 856.3 896.5 4.8 Si
144 8.4 6.4 6.5 636.9 397.9 3.4 Si
144 8.8 6.3 6.2 7241 965.5 4.6 Si
144 9.4 6.4 6.4 603.5 610.2 3.6 Si

®AC, = 5% Oy, 15% CO,, y 80% N,

®Aire = 21% O, 0.03%CO,y 75% N,

°=Gota de 40 pL con 4.64 x10° esporas/mL, y gota de 100 L con 8.6 log,UFC

4=En PDA acidificado
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Figura 2.1 Sobrevivencia de la cepa St-3“"° de S. Typhimurium en la superficie de
melones Cantaloupe almacenados a 4.2°C y 99.28% de HR. Los valores se registraron
en melones almacenados bajo AC1 (3% Oz y 12% CO,, 85% N, linea-rombos) o aire
(linea-cuadros). A y B representan los valores obtenidos en el primer y segundo
experimento, cada experimento constd de tres repeticiones. En A los melones se
inocularon con 7.7 logio UFC y en B con 8.8 logiy UFC, en promedio. Las barras

representan el error estandar entre valores.
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Figura 2.2 Sobrevivencia de la cepa St-3"° de S. Typhimurium en la superficie de
melones Cantaloupe almacenados a 3.2°C y 98.3% de HR. Los valores se registraron
en melones almacenados bajo AC;, (5% Oz y 15% CO,, 80% Ny, linea-rombos) o aire
(linea-cuadros). A y B representan los valores obtenidos en el primer y segundo
experimento, cada experimento constd de tres repeticiones. En A los melones se
inocularon con 7.7 logio UFC y en B con 8.8 logiy UFC, en promedio. Las barras

representan el error estandar entre valores.
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Figura 2.3 Temperatura (cuadros) y humedad relativa (rombos) promedio dentro de
las camaras donde se colocaron los melones Cantaloupe. Los parametros se
registraron en un medidor digital de temperatura y HR (datalogger HOBO®)
programado para tomar lecturas cada seis h por ocho dias. En A se muestran los
valores promedio registrados en camaras con AC+ (3% Oz y 12% COz y 85% de Ny);
y en B, los valores promedio registrados en camaras con AC; (5% Oz y 15% CO, y
80% de N;). Cada valor representa el promedio de los valores obtenidos de dos

experimentos.
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Figura 2.4 Temperatura y humedad relativa (HR) promedio dentro de la hielera para
transportar en hielo bolsas con tejido de melon Cantaloupe, almacenado bajo AC;
(3% Oz y 12% CO,, 85% N;) a 3.8 °C y 99.3% de HR. Los parametros se registraron
en un medidor digital de temperatura y HR (datalogger HOBO®) programado para
tomar lecturas cada 15 min. Cada valor representa el promedio de los valores
obtenidos de dos experimentos. T4, T2, T3, ¥ T4, y HR1, HR2, HR3 y HR4, representan
los valores promedio obtenidos de los muestreos realizados a las 48, 72, 144 y 192

h, en cada experimento.
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Figura 2.5 Temperatura y humedad relativa (HR) promedio dentro de la hielera para
transportar en hielo bolsas con tejido de melén Cantaloupe, almacenados bajo AC»
(5% O2y 15% CO2, 80% N2) a 4°C y 98.3% de HR. Los parametros se registraron en
un medidor digital de temperatura y HR (datalogger HOBO®) programado para tomar
lecturas cada 15 min. Cada valor representa el promedio de los valores obtenidos de
dos experimentos; y, T4, T2, T3, ¥ T4, Yy HR4, HR2, HR3 y HRy4, los valores promedio
registrados de los muestreos realizados a las 48, 72, 144 y 192 h, en cada

experimento.
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Figura 3.1 Sobrevivencia de la cepa St-3"° de S. Typhimurium en la superficie de
melones Cantaloupe, previamente inoculados con 6.14 X 10* esporas, y almacenados a
3.8°C bajo AC; (5% O,y 15% COy, 80% N, linea-rombos) o aire (linea-cuadros). Ay B
representan los valores obtenidos en el primer y segundo experimento respectivamente,
cada experimento constd a su vez de tres repeticiones. Los melones se inocularon con

8.6 log1p UFC en promedio. Las barras representan el error estandar entre los valores.
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Figura 3.2 Temperatura y humedad relativa (HR) promedio dentro de las camaras
donde se colocaron los melones Cantaloupe inoculados con S. Typhimurium y
Rhizopus sp., y mantenidos bajo ACz (5% Oz y 15% CO; y 80% de N;). Los
parametros se registraron en un medidor digital de temperatura y HR (datalogger
HOBO®) programado para tomar lecturas cada seis h por ocho dias. Cada valor
representa el promedio de los valores obtenidos de dos experimentos y, T4, T2, y Ts;
y HR4, HR2 y HR3, los valores promedio registrados de los muestreos realizados a las

48, 72 y 144 h, en cada experimento.

110



>

25 -
_ 204
e
E 15 4 ——T1
-
< )
g 10+ WM —a T3
£
2
5
0 T T T 1
0 100 200 300 400

B

60 -
E 50
>
£ 401 e HR1
[)
& 30 —=—HR2
© A
5
Z 10 -

O T T T 1

0 100 200 300 400

Tiempo (min)

Figura 3.3 Temperatura y humedad relativa (HR) promedio dentro de la hielera para
transportar en hielo bolsas con tejido de meléon Cantaloupe inoculados con S.
Typhimurium y Rhizopus sp mantenidos bajo AC, (5% Oz y 15% CO,, 80% N,) a
3.8°C y 99.6% de HR. Los parametros se registraron en un medidor digital de
temperatura y HR (datalogger HOBO®) programado para tomar lecturas cada 15
min. Cada valor representa el promedio de los valores obtenidos de dos
experimentos y, T+, T2, ¥y T3; y HR1, HR2 y HR3, los valores promedio registrados de

los muestreos realizados a las 48, 72 y 144 h, en cada experimento.
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