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RESUMEN

Con el fin de evaluar la calidad sanitaria y determinar la supervivencia de Salmonella
typhimurium en calices de jamaica en postcosecha se llevaron a cabo dos experimentos. En €l
primero, un total de 90 muestras de célices de jamaica deshidratados fueron analizadas con el
objetivo de evaluar la calidad sanitaria de los calices de las variedades “Criolla de Guerrero’ y
‘Sudén’ provenientes de centros de acopio y almacenes particulares, en Ayutla, Guerrero durante
el periodo de enero de 2012 a febrero de 2013. Los célices de jamaica se procesaron de acuerdo a
los protocolos establecidos en las normas NOM-113-SSA1-1994 y NOM-114-SSA1-1994. Los
resultados mostraron ausencia de Salmonella y coliformes fecales en todas las muestras de
calices de jamaica deshidratados de las variedades ‘Criolla de Guerrero’ y ‘Sudan’. En el
segundo experimento, se evaluo la supervivencia de Salmonella typhimurium, en calices frescos
de jamaica de las variedades ‘Alma Blanca’, ‘Criolla de Guerrero’ y ‘Sudan’, con este propdsito
se inocularon los célices con 7.01 log UFC g™ de una cepa marcada (rifampicina) de Salmonella
typhimurium. Por otro lado, para la variedad ‘Rosaliz’ (calices de plantas in vivo) la densidad de
inocul6 fue de 6.3 log UFC g™. En los calices frescos y deshidratados de las variedades ‘Alma
Blanca’, ‘Criolla de Guerrero’ y “Sudan’ se evaluo la sobrevivencia de la bacteria al momento de
la inoculacién y después cada 24 h, por 5 dias. Para la variedad ‘Rosaliz’, la inoculacion de los
calices se hizo cuando las plantas estaban creciendo y una vez cosechados y deshidratados, el
conteo de células se realizd a los 13 y 30 dias después de la inoculacion. Los resultados
mostraron que Salmonella typhimurium no sobrevivié en los céalices deshidratados de las
variedades “Alma Blanca’, ‘Criolla de Guerrero’ y ‘Sudan’ en cambio la bacteria sobrevivid por
5 dias en calices frescos. Por otro lado, Salmonella sobrevivié durante 3 dias en calices frescos

de la variedad ‘Rosaliz’ y hasta 27 dias en célices deshidratados.

Palabras clave: coliformes fecales, calices frescos, calices deshidratados.



HEALTH QUALITY AND SURVIVAL OF Salmonella typhimurium IN CALYCES OF
JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.) IN POSTHARVEST
Viviana Aldana Diaz. Dra.
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ABSTRACT

In order to evaluate sanitary quality and determine the survival of Salmonella typhimurium in
hibiscus calyces postharvest conducted two experiments. In the first, a total of 90 samples
dehydrated hibiscus calyces were analyzed with the objective of evaluate the sanitary quality of
dehydrated hibiscus calyces of ‘Criolla de Guerrero’ and ‘Sudan’ varieties obtained in a
collection center and warehouse in Ayutla, Guerrero during the period january 2012 to february
2013. Roselle calyces were processed according to protocols established in the NOM-113-SSA1-
1994 and NOM-114-SSA1-1994 standards. The results showed absence of Salmonella and fecal
coliforms in all samples of dehydrated hibiscus calyces of 'Criolla de Guerrero' and 'Sudan'
varieties. In the second experiment, the survival of Salmonella typhimurium was evaluated in
fresh hibiscus calyces of 'Alma Blanca’, 'Criolla de Guerrero' and 'Sudan' varieties, for this
purpose the calyces were inoculated with 7.01 log CFU g™ of a marked strain (rifampicin) of
Salmonella typhimurium. Furthermore, for the 'Rosaliz' variety (calyces plant in vivo) inoculum
density was 6.3 log CFU g™. In fresh and dehydrated calyces of ‘Alma Blanca’, ‘Criolla de
Guerrero’ and 'Sudan' varieties the survival of bacteria at the time of the inoculation and after
every 24 hours was evaluated for 5 days. For 'Rosaliz' variety, calyces inoculation was made
when the plants were growing and once harvested and dehydrated, cell counting was performed
at 13 and 30 days after inoculation. The results showed that Salmonella typhimurium not survive
in calyces dehydrated of 'Alma Blanca', ‘Criolla de Guerrero' and 'Sudan' varieties instead the
bacteria survived for five days in fresh calyces. Salmonella survived for 3 days in fresh calyces
'Rosaliz’ variety and up to 27 days in dehydrated calyces.

Key words: fecal coliforms, fresh calyces, dehydrated calyces.
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INTRODUCCION

En décadas recientes, las frutas, las verduras frescas, los vegetales de hojas verdes y otros
alimentos con bajo contenido de humedad tales como: nueces (Kokal y Thorpe; 1969),
almendras (Hall et al., 1967; Banwart, 1982), chocolate y chiles deshidratados (Francis et
al., 2012)., se han reportado como reservorios de bacterias enteropatdgenas (Warriner et al.,
2009; Berger et al., 2010; Flynn, 2010; Podolak et al., 2010; Francis et al., 2012; Gruzdev
et al., 2012). Salmonella enterica serovar typhimurium, conocida como Salmonella
typhimurium y coliformes fecales, son los patégenos reportados con mayor frecuencia (Kim
etal., 2011).

La contaminacion por estas bacterias se asocia con practicas sanitarias deficientes en la
unidad de produccion y con instalaciones de almacenamiento de mala calidad (Tyler y
Triplett, 2008; Podolak et al., 2010), condiciones similares a las que se presentan en
México en los lugares donde se producen célices de jamaica. Como muchos productos
hortofruticulas, este cultivo estd expuesto a contaminarse por diversos microorganismos
debido a las condiciones generadas durante su produccién, cosecha, deshidratado y
almacenamiento (Hulchison et al., 2008). En el Estado de Guerrero la cosecha de célices
consisten en separar la flor de la planta en forma manual o0 mecénica. La cosecha manual se
puede llevar a cabo por diferentes métodos: desprendiendo el céliz uno por uno con una
especie de dedal y utilizando una especie de horqueta (estaca) hecha de madera. Las
actividades postcosecha incluyen las labores de secado la cual se lleva a cabo en banquetas,
pisos, azoteas o en el suelo; limpieza, seleccion, empaque y almacenaje donde los calices
son llevados directamente a centros de acopio y almacenes, en los cuales no se toman
mediadas higiénicas ni Buenas Practicas de Manufactura (BPM) las cuales reducen al

maximo las probabilidades de contaminacion bioldgica (Brandl, 2006). Estos sistemas son
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importantes en el caso de los productos cortados, los cuales debido a los proceso de corte
requieren una alta manipulacion, que los hace wvulnerables a la contaminacion
microbioldgica y aumentan en el consumidor los riesgos de padecer enfermedades
transmitidas por los alimentos (Castro et al., 2004).

Los célices de jamaica se consumen en su mayoria como bebidas, en jugos, aguas frescas e
infusiones las cuales han pasado por un proceso de coccion previo. Sin embargo, en algunas
regiones los calices son consumidos frescos como adorno en platillos y ensaladas (Galicia
et al., 2008). Hulchison et al. (2008), Santiago et al. (2009) y Fatica y Schneider (2011)
seflalan que el consumo de productos frescos o deshidratados que requieren un
procesamiento minimo puede constituir un riesgo potencial para la salud, incluso si se
contamina con niveles bajos de Salmonella.

En afios recientes la globalizacion del comercio de alimentos obliga tanto a los paises
importadores como exportadores a reforzar sus sistemas de control de alimentos basados en
los perfiles de riesgo, que consideren principios de caracter cientifico y que abarquen todos
los actores de la cadena (Agatangelo, 2007).

Hasta ahora es dificil determinar hasta qué punto estos microorganismos estan presentes en
los célices de jamaica ya que no se han llevado a cabo estudios para evaluar la calidad
sanitaria de los mismos. Asi mismo, no hay reportes de investigaciones donde se haya
evaluado la supervivencia de estas bacterias, en especial de Salmonella sp en los mismos.
Para abordar los problemas planteados, en esta investigacion se llevaron a cabo dos

experimentos con los objetivos siguientes:



OBJETIVOS

a) Definir la calidad sanitaria de célices de jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) deshidratados
de las variedades ‘Criolla de Guerrero’ y ‘Sudan’ provenientes de centros de acopio y
almacenes particulares, en Ayutla, Guerrero.

b) Determinar la supervivencia de Salmonella typhimurium en célices deshidratados de tres
variedades de jamaica ‘Alma Blanca’, “Criolla de Guerrero’ y ‘Sudan’ provenientes de
centros de acopio y almacenes particulares, en Ayutla, Guerrero.

c) Evaluar la supervivencia de Salmonella typhimurium en célices frescos de tres
variedades de jamaica ‘Alma Blanca’, ‘Criolla de Guerrero’ y ‘Sudan’ y calices frescos en

planta y deshidratados de la variedad ‘Rosaliz’.

HIPOTESIS
e Considerando el manejo poco higiénico de los calices de jamaica en postcosecha y
durante el almacenamiento que practican los productores en la region de Ayutla,
Guerrero, es factible la presencia de Salmonella y otras bacterias indicadoras de
contaminacion como los coliformes en los célices de jamaica deshidratados.
e Salmonella typhimurium puede sobrevivir en calices frescos y deshidratados de las
variedades de jamaica producidas en México ‘Alma Blanca’, ‘Criolla de Guerrero’,

‘Sudan’. y ‘Rosaliz’, desde la cosecha y durante el almacenam



REVISION DE LITERATURA

Origen, Distribucion y Ecologia de la jamaica

Hibiscus sabdariffa Linn. es originaria de Africa, ha sido cultivada en Sudan desde hace
6000 afios y utilizada en su mayoria como té. Esta planta fue domesticada en Asia para
usarse como fibra e introducida a India y Américael Sur en el siglo 17. Existen reportes de
este cultivo en, India, Sri Lanka, Thailandia, Malasia e Indonesia en los comienzos de siglo
20 (Morton, 1987). Actualmente se cultiva en regiones tropicales y subtropicales como el
Caribe, América Central, India, Africa, Brasil, Australia, Hawaii, Florida y Filipinas
(Mahadevan et al., 2013). Se cree que en México fue introducida por los espafioles en la
época colonial (Galicia-Flores et al., 2007).

El clima tropical célido y humedo es adecuado para el desarrollo de las plantas de jamaica,
ya que son excepcionalmente susceptibles a las heladas y la niebla. El rango de
temperaturas en el que prospera oscila entre 18 y 35°C, con un Optimo de 25°C. El
crecimiento de la planta cesa a 14°C. En las regiones tropicales y subtropicales, una altitud
de 3000 pies (900 m) sobre el nivel del mar es adecuada para el cultivo de esta planta. La
precipitacion anual entre 400 y 500 mm es necesaria para su crecimiento. Es una planta de
fotoperiodo corto que es muy sensible a la luz. En los primeros 4 a 5 meses de su
crecimiento, requiere de una fase de luz diaria de 13 horas. Los suelos bien drenados y ricos
en humus y suelos fértiles con un pH de 4,5 a 8,0 son dptimos para su crecimiento. Tolera

las inundaciones y fuertes vientos (Qi et al., 2005).



Clasificacion taxonomica de la jamaica
El nombre cientifico de la jamaica es Hibiscus sabdariffa L., en 1973 Linneo, ubico el
género Hibiscus en la familia malvacea. Esta se clasifica taxondmicamente de la siguiente

manera (Mahadevan et al., 2009).

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta

Super-division Spermatophyta

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Malvales
Suborden Malvinas
Familia Malvaceae
Género Hibiscus
Especie Hibiscus sabdariffa L.

Es conocida con varios nombres comunes entre los cuales se tienen; en espafiol: jamaica,
flor de jamaica, rosa de jamaica, rosa de Guinea, saril, chiriguata; en portugués: azed de
Guine, cucurl azédo. En regiones de habla inglesa es llamada roselle, red sorrell, Jamaica
sorrell, Indian sorrell; en francés se conoce como: roselle, oseille rouge, oseille de Guineé.
En Africa del Norte y el Cercano Oriente recibe el nombre de karkadé o carcadé y en

Senegal se llama bisap (Ansari et al., 2013).



Caracteristicas morfoldgicas

Hay més de 300 especies tropicales y sub-tropicales de jamaica (Mahadevan et al., 2009).
Es una planta anual de 1.5 a 2 metros de altura promedio, lo que puede cambiar segun la
variedad, fertilidad del suelo y condiciones de manejo. Presenta una raiz pivotante que se
deforma facilmente en suelos pesados (Ansari et al., 2013).

Las flores se presentan solitarias en las axilas de las hojas y tallos, miden aproximadamente
de 6 a 12 centimetros de ancho, las hojas son simples, alternas, deciduas; ovadas o
lanceoladas-oblongas, no divididas en tres a cinco I6bulos, apice truncado con margenes
dentados o serrados de color verde con nervaduras rojas; envés con una glandula
caracteristica en su base, peciolos largos, delgados con terminacién gruesa en la base de la
hoja, siendo las hojas inferiores enteras y lanceoladas y las superiores palmeadas
(Mahadevan et al., 2009). Céliz con cinco l6bulos profundos de forma irregular de 1.2 cm a
4.0 cm de largo, adquiriendo caracteristicas carnosas después de la antesis y su nervadura
central marcada, con una glandula en la base del l16bulo, pubescencia fina en el interior de
los 16bulos; el apicéliz puede ser de un rojo brillante, verde o casi blanco dependiendo de la
variedad (Renddn-Aguilar, 1992). Los frutos son capsulas en forma ovoide, obtusos,
ligeramente pilosos, conteniendo numerosas semillas reniformes, pubescentes con hilo
rojizo las cuales tardan en desarrollarse de 3 a 4 semanas, abriéndose en cinco partes

cuando maduran (Carvajal et al., 2006).

Cosecha de los célices
A nivel de campo existen varios indicadores en la planta que avisan cuando cosechar los
calices, entre ellos se destaca; tamafio alcanzado, separacion de las bracteas que dejan ver la

capsula, color rojo intenso (Figura 1), estado fisiologico de la planta (edad del cultivo,



maduran antes que la planta marchite o pierda méas del 50 % de todas sus hojas). En areas
pequefas, la cosecha se realiza en varias fases o corte, segin desarrollo de los célices. En

areas mayores puede extraerse totalmente la planta (Contreras et al., 2009).

Figura 1. Caliz de jamaica maduro para cosecharse.
Fuente: Javier Hernandez Morales

Los calices frescos con tonalidad roja se cosechan después de que la flor ha caido pero
antes de que las capsulas se sequen y abran. Prolongar la cosecha puede ocasionar que los
calices disminuyan su calidad por exposicion al sol y dafios por enfermedades.

Para el caso de material precoz, la cosecha se debe realizar a fines de noviembre a
diciembre y para materiales tardios de fines de diciembre a enero. EI método de cosecha
practicado en su mayoria por los campesinos, consiste en cortar con machete o coa toda la
planta desde el tallo principal, se junta en montones y en ocasiones se transporta a las casas
para cosechar el caliz (Contreras et al., 2009). Esta cosecha o “despicado” consisten en
separar la flor de la planta en forma manual o mecanica. En el Estado de Guerrero, la

cosecha manual se puede llevar a cabo por dos diferentes métodos:



1. Despique con dedal, este método nos proporciona una jamaica limpia de basura y

semillas como se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Despique con dedal de calices de jamaica en la misma parcela de cultivo.
Fuente: Javier Hernandez Morales

2. Utilizando una especie de horqueta (estaca) hecha de madera por las cuales se hacen
pasar las ramas con el fin de desprender la parte que se va a aprovechar; este método es
rapido y ahorra mano de obra, pero deja en los calices extraidos desechos de la capsula o
fruto (Figura 3). Sin embargo, cabe la probabilidad de que este sea un punto critico de
contaminacion de los calices por microorganismos patdégenos debido a la poca higiene con

la que los trabajadores manipulan el producto.



Figura 3. Cosechadora rustica de calices de jamaica, llamada por los productores
‘Estaca’.
Fuente: Javier Hernandez Morales

Manejo postcosecha

Las actividades postcosecha incluyen las labores de secado, limpieza, seleccidn, empaque,
almacenaje y comercializacion de los calices. En toda region productora de jamaica los
productores llevan a cabo el secado de los célices en banquetas, pisos, azoteas o en el suelo
lo que hace que el producto sea menos apreciado por los consumidores, ya que en este
proceso se contamina con la tierra o cualquier otra impureza. Tres dias con intenso sol son
suficientes para el secado, los calices deben voltearse todos los dias hasta perder el 90% de
su peso y quedar con un 12% de humedad para su conservacién. De esta manera se

encuentra lista para su almacenamiento y/o comercializacion.



Composicion Quimica

Marquez, (2008) sostiene que la planta de jamaica puede ser considerada una buena fuente
de nutrientes, debido al contenido de proteinas, carbohidratos, grasas, vitaminas y
minerales distribuidos en diferentes proporciones segun la porcion de la planta y el grado
de maduracion de los frutos. En el Cuadro 1, se recopilan datos obtenidos por varios
autores con respecto a la composicion en macronutrientes (agua, grasa, proteinas,
carbohidratos y fibra presentes en célices frescos, observandose poca variacion entre estos
valores de referencia. Mientras que en el Cuadro 2, se ilustra la composicién en
micronutrientes, segin lo reportado por varios autores (Duke, 1983; Naturland, 2000;
Babalola et al., 2001; USDA, 2004).

Cuadro 1. Composicién quimica en macronutrientes para 100 g de calices frescos, referida
a varios autores.

Componente Duke, Naturland, Babaloa et al., USDA,
(%) 1983 2000 2001 2004
Agua 84.50 -- 86.50 86.58
Proteina cruda 1.90 2.0 17.40 (*) 0.96
Grasa cruda 0.10 0.1 2.10 (*) 0.64
Fibra cruda 2.30 -- 8.50 (*) -
Cenizas 1.20 -- 6.5 (*) 0.51
Carbohidratos -- 10.2 -- 11.31
disponibles

Carbohidratos totales 12.30 - - -

(*) Valores reportados en base seca.
Fuente: Marquez, 2008.
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cuadro 2. Composicion quimica en micronutrientes para 100 g de la porcién comestible de la
jamaica, referida a varios autores.

Componente Duke, 1983 Naturland, 2000 Babaloaetal., 2001 USDA, 2004

(%)
Calcio (mg) 160 150.0 1583 (*) 215.0
Magnesio (mg) -- -- 316 (*) 51.0
Potasio (mg) -- -- 2060 (*) 208.0
Sodio (mg) -- -- 55(*) 6.0
Hierro (mg) 2.90 3.0 37.8 (%) 1.48
Zinc (mg) - -- 6.5 (*) --
Fosforo (mg) 57.0 -- -- 37.0
VITAMINAS
Vitamina A 300 pg -- -- 287.0
[-caroteno
Vitamina B1 (mg) -- 0.05 -- 0.011
Vitamina B2 (mg) -- 0.07 -- 0.28
Vitamina B2 (mg ) -- 0.06 -- 0.31
Vitamina C (mg ) 14.00 17.00 63.50 12.00

(*) Valores reportados en base seca.
Fuente: Marquez, 2008.

Usos y Propiedades

La jamaica se cultiva para obtener calices frescos que son deshidratados y que se utilizan
principalmente para la preparacion de bebidas frescas e infusiones, las cuales se ha
reportado que tienen diversos efectos benéficos para la salud: bactericidas, antimicéticos,
hipocolesterolémicos, diuréticos, antiinflamatorios, antihipertensivos, entre otros (Maganha
et al., 2010). El color rojo persistente en sus calices que le da sabor y color a las bebidas
preparadas e infusiones, se debe al contenido de antocianinas y el sabor &cido al contenido
de &cidos organicos como el &cido citrico, malico y tartarico. También se conoce que
contiene otros compuestos fitoquimicos tales como compuestos fendlicos, flavonoides,
acido ascérbico, caroteno y polisacaridos. Varias de estas moléculas son bioactivas en

modelos bioldgicos y son las responsables de las propiedades funcionales asociados a los
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extractos de esta planta, especialmente aquellas relacionadas con su accion antioxidante
(Hirunpanich et al., 2006). Los célices presentan el nivel mas alto de actividad antioxidante
debido a la presencia de una mayor concentracion de antioxidantes hidrosolubles, en
relacion a las semillas y hojas que muestran niveles intermedios y bajos, respectivamente
(Hirunpanich et al., 2005). El uso de extractos antioxidantes naturales, en este caso de
jamaica, también podria ser una alternativa en la sustitucién de antioxidantes sintéticos
(tales como el butilhidroxitolueno, butilhidroxianisol y butilhidroxiquinona  por
antioxidantes naturales (Wong et al., 2006). Por otra parte, puede ser un valioso ingrediente
en las industrias alimentaria como fuente importante de colorantes (Duangmal et al., 2004)
y fibra soluble (Sayago-Ayerdi et al., 2007).

Importancia Economica de la jamaica

Los principales paises productores de jamaica en el mundo son China, India, Sudén,
Uganda, Indonesia, Malasia y México como se muestra en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Produccién y Rendimiento de la jamaica a nivel mundial.

Pais Produccion % Rendimiento (ha) de calices de jamaica
() deshidratados (Kg)
China 27, 200 27.76 2,000
India 17, 550 17.91 1,500
Sudan 8, 920 9.10 910
Uganda 8, 230 8.40 730
Indonesia 6, 100 6.23 310
Malasia 5,420 5.53 300
México 5, 030 5.14 291
Otros* 19, 525 19.93 N/A
Total 97, 975 100

*Filipinas, Taiwan, Guinea, Angola, Estados Unidos, Nigeria, El Salvador y Guatemala
Fuente: FAO, 2013.

A nivel nacional, la superficie cultivada con jamaica es de aproximadamente 19 mil
hectareas, de las cuales se cosecharon alrededor de 5, 905.85 t de producto, con un valor de

la produccién de 151,030.44 miles de pesos, beneficiando a mas de 11 mil familias que
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dependen de este cultivo (SIAP, 2014). En el Cuadro 4 se muestran los valores de
produccion de este cultivo a nivel nacional en el afio 2013.

Cuadro 4. Produccion de la jamaica en México por Estados y valores de produccion.

Lugar Estado Superficie  Superficie Produccién Rendimiento  Valor de la
sembrada  cosechada ® t/ha produccién
(ha) (ha) (miles de
pesos)
1 Guerrero  13,494.50 13,494.50 3,839.38 0.29 56,830.32
2 Oaxaca 2,501.00 2,498.00 801.21 0.32 39,405.01
3 Michoacan 1.544.00 1.544.00 534.6 0.35 22,952.00
4 Nayarit 483.35 483.35 253.38 0.52 13,025.41
5 Puebla 439 439 472.05 1.08 26,163.00
6 Campeche 210 210 70.35 0.34 2,902.00
7 Colima 60 60 36 0.6 1,800.00
8 Jalisco 19.5 19.5 22.05 1.13 1,351.11
9 Veracruz 12 12 7.2 0.6 320.4
10 Edo. de 2 2 1 0.5 38
México
11 Yucatan 1 1 0.5 0.5 11
Total 18,766.35 18,684.35 6,037.72 0.32 164,798.25

Fuente: SIAP, 2014.

Importancia comercial

Los célices de jamaica cuentan con un amplio mercado internacional, el principal destino al
que se exporta es a Estados Unidos, Alemania, Francia, Japon y Canada, quienes tienen un
consumo percapita de 2.5 Kg de jamaica al afio (Fundacion Produce Guerrero, 2004).

La demanda ha aumentado de manera constante durante las Ultimas décadas. En la
actualidad, aproximadamente 15,000 toneladas entran en el comercio internacional cada
afio. Este cultivo tiene diferentes precios internacionales, dependiendo del lugar donde es
cultivada, en general los precios van de $1,200 dIs a $3,600 dIs por tonelada métrica
dependiendo de la calidad, tiempo de comercio y cantidad disponible. EI mercado nacional
se comporta de manera similar teniendo el precio maximo durante los ultimos meses del

afio donde el precio por kilo llega a los $59 pesos (SIAP, 2014).
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Problemas de calidad

En las Gltimas décadas el cultivo de jamaica en México ha aumentado en importancia
econdmica y comercial, surgiendo areas para la produccion organica y la exportacion. Este
cultivo es tolerante a la sequia, relativamente facil de cultivar, requiere de mano de obra
intensiva para su proceso, y puede manejarse como parte de un sistema de cultivos
multiples. Ademéas de forraje y fibra, se utiliza para otros fines. Sin embargo como
cualquier cultivo, se enfrenta a diversos problemas en la produccion primaria, a dafios por
lluvias excesivas, sequias, plagas y enfermedades; aunado a lo anterior, los costos de
produccion son elevados, principalmente por la cantidad de mano de obra requerida para su
cosecha. El manejo inadecuado pre y postcosecha, asi como su almacenamiento, son puntos
criticos en el control de calidad, debido a la contaminacién del producto y pérdida de

inocuidad (Contreras et al., 2009).

Salmonella

Morfologia y Taxonomia

Salmonella es un género bacteriano, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae (Brenner
et al, 2000). Son gérmenes de forma bacilar, no formadoras de esporas, habitualmente
moviles mediante flagelos peritricos, aunque S. pullorum, S. gallinarum y algunas mutantes
de otras serovariedades son inmdviles. Gramnegativos, de 0.7-1.5 x 2.0-5 pm (Terragno et
al., 2003). aerobios-anaerobios facultativos, fermentan la glucosa con produccion de gas.
No fermentan la lactosa. Reducen nitratos a nitritos. Suelen ser catalasa positivas y oxidasa
negativos. Forman colonias tipicas sobre medios de cultivo solidos y poseen caracteristicas

bioquimicas y seroldgicas definidas (Pascual y Calderon, 2000).
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La mayoria de las cepas, salvo S. typhi, son aerégenas, utilizan citrato como Unica fuente de
carbono, descarboxilan la lisina, la arginina y la ornitina y producen sulfuro de hidrégeno.
La reaccién de rojo de metilo es positiva, la prueba de VVoges- Proskauer es negativa y la
prueba del indol es negativa. La fenilalanina no es desaminada, la urea no es hidrolizada, la
gelatina no es licuada rapidamente en los medios nutritivos y no son producidas ni DNAasa
ni lipasa (Fatica y Schneider, 2011). En el Bergey’s Manual (Brenner et al., 2000) el género
se subdivide en cinco subgéneros, basados en la hibridacion DNA/DNA, en las
caracteristicas bioquimicas y en el sitio habitual donde se aislan. El subgénero | contiene
las Salmonellas patogenas tipicas que se aislan en el contenido intestinal de los animales de
sangre caliente. Los subgéneros Il y IlI, que incluyen los organismos anteriormente
denominados Arizona, se aislan frecuentemente en los animales de sangre fria. Los
subgéneros IV y V se encuentran principalmente en el ambiente y rara vez se identifica
como patdgenos para los seres humanos. Posteriormente se propuso que Salmonella se
designase a una especie Unica, Salmonella entérica, subdividida en siete subespecies
(Brenner et al., 2000) que se diferencian entre si mediante la hibridacion DNA/DNA o por
las propiedades bioquimicas. Estas siete subespecies son: subesp. entérica (I), subesp.
salamae (Il), subesp. arizonae (arizonae llla monofésica), subesp. diarizonae (arizonae |1l
difasica) subesp. houtenae (IV), subesp. bongori (V), subesp. indica (IV). Las cuatro
primeras subespecies se corresponden con la clasificacion Kaufmann. Cada especie se
divide en serovariedades basadas en los antigenos O y H. Han sido identificadas
aproximadamente 2.200 serovariedades de Salmonella spp., aunque de acuerdo con el
esquema de Kauffmann-White son posibles 20.000 combinaciones (Figueroa, 2005). En
este esquema las serovariedades se definen por medio de una serie de numeros y letras que

representan 64 antigenos O (somaticos), Vi (capsulares) y H (flagelares) diferentes. Las

15



determinaciones genéticas de los factores antigenicos suelen ser estables y, por esta razon,
resultan dtiles en las investigaciones epidemioldgicas. Sin embargo, existen algunas
serovariedades plasmido-dependientes, y por tanto se les atribuye un menor valor
epidemiol6gico por su menos estabilidad antigénica. Las serovariedades se pueden
subdividir por las caracteristicas bioquimicas (biovariedades o biotipos), por la resistencia a
bacteriéfagos (fagovariedades o lisotipos), a los antibidticos o metales pesados, y por la
produccion de bacteriocinas o por la produccién de estas. En algunos casos dichas
caracteristicas pueden depender del DNA extracromosdémico, pero suelen ser estables
durante el tiempo que dura un brote transmitido por alimentos (Doyle et al., 2000).
De acuerdo a Terragno et al., (2003) la clasificacién taxondmica de S. entérica subesp.
enterica serotipo typhimurium es la siguiente.
Reino: Bacteria
Phylum: Proteobacteria
Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacterialea
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Salmonella
Especie: entérica
Subespecie: entérica
Serotipo: typhimurium.
En la literatura cientifica las formas aceptables de escribir el género y la especie para el
ejemplo anterior son: S. entérica subesp. entérica Typhimurium, S. Typhimurium y

Salmonella typhimurium.
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Habitat y fuentes de contaminacion

La mayoria de los representantes del género Salmonella se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza, su habitat natural es el tracto intestinal del hombre y de los
animales, bien como patdgenos, bien como comensales (Terragno et al., 2003). En el
ambiente las bacterias pertenecientes a este género estan presentes en los afluentes de los
rios, y heces secas de los animales, en el lodo residual de arroyos y aguas costeras, con el
consiguiente riesgo de diseminacion. En grupos de animales destinados al consumo
humano, pueden permanecer viables durante varios meses y pueden ser diseminadas por
aerosoles y el polvo, originando una contaminacion ambiental acumulativa (D’Aoust,
1991). Recientemente varios serotipos de Salmonella se han asociado como epifitos y
endofitos de algunas plantas y se han reportado contaminando numerosos productos
hortofruticolas (Sivapalasingam et al., 2004; Warriner et al., 2009; Berger et al., 2010;

Flyn, 2010; Podolak et al., 2010; Gruzdev et al., 2012; Francis et al., 2012) (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Brotes de salmonelosis asociados con el consumo de productos frescos en
Estados Unidos.

Afo Salmonella Vegetal Referencia
entérica
serovar
1990 Javiana Tomate Sivapalasingam
etal., 2004
1991 Poona Cantaloupe CCP, 1991
1993 Montevideo Tomate CCP, 1993
1995 Stanley Brotes de Mahon et al.,
Alfalfa 1997
1996 Montevideo Brotes de Taormina et al.,
Alfalfa 1999
1995-1996 Newport Brotes de Van Beneden et
Alfalfa al., 1999
1998 Havana Brotes de Taormina et al.,
Alfalfa 1999
1999 Baildon Tomate Cummings et
al., 2001
1999 Newport Mango Sivapalasingam
etal., 2003
2000-2001 Enteriditis Mango Mohle-Boetani
etal., 2009
2001 Saintpaul Mango Beatty et al.,
2004
2001 Poona Tomate CCP, 2002
2002 Newport Tomate Greene et al.,
2008
2004 Braenderup Tomate Gupta et al.,
2007
2005 Newport Tomate Greene et al.,
2008
2010 Typhimurium Tomate CCP, 2012
2010 Saintpaul Chile serrano y Barton et al.,
jalaperio 2011

Fuente: (Fatica y Schneider, 2011)
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En el cuadro 6 se indican algunos ejemplos de reportes de diferentes serotipos de
Salmonella en diferentes cultivos, asi como la fuente de contaminacion.

Cuadro 6. Prevalencia de Salmonella en diferentes alimentos y ambientes.

Ambiente Bacteria Dias Referencia
Tejido vegetal
Perejil Salmonella spp. 231 Islam et al., 2004
Tomate 9 Guo et al., 2002
Réabano-plantulas S. typhimurium 9 Jablasone et al.,
2005
Lechuga-plantulas 9 Jablasone et al.,
2005
Lechuga S. enterica 3 Brandl y
Amundson, 2008
Arabidopsis thaliana 21 Cooley et al., 2003
Tomate 9 Kroupitski et al.,
2009
Tomate S. Montevideo 49 Guo et al., 2001
Agua
Agua potable Salmonella spp. 152 Guan y Holley,
2003
Agua de rio S. typhimurium 45 Santo Domingo, et
al., 2000
Suelo
Suelo S. typhimurium 60 Natving et al., 2002
Suelo seco a 39°C 7 Zibilske y
Suelo humedo 63 Warriner et al., 2003
Estiércol
Estiércol de vaca S. typhimurium 48 Himathongkham et
al., 1999
Estiércol liquido de 60 Himathongkham et
Vaca al., 1999
Estiércol S. Newport 184 You et al., 2006
Estiércol con suelo 332 You et al., 2006
sin
Esterilizar
Estiércol con suelo 405 You et al., 2006
Esterilizado
Estiércol de pollo 8 Himathongkham et
al., 1999
Composta
Composta industrial S. typhimurium 59 Podolak et al., 2010
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Patogenicidad de Salmonella

Las Salmonellosis humanas pueden clasificarse en dos grandes grupos: por un lado, las
debidas a serotipos estrictamente humanos, que causan habitualmente sindromes tifoidicos
con presencia de bacterias en la sangre, y por otro lado las debidas a serotipos ubicuos, que
provocan diarrea, vomitos y fiebre. La duracion de esta enfermedad es variable,
dependiendo del estado general del huésped, pudiendo ocasionalmente causar
enfermedades generalizadas. Algunas serovariedades (por ejemplo, S. typhi, S. paratyphi
A., S. paratyphy C y S. sendai) estan adaptadas al hombre como hospedante y generalmente
causan sindrome septicémico-tifoideo en los seres humanos. Las demas serovariedades, sin
embargo, causan gastroenteritis en el hombre. La fiebre tifoidea es muy comdn en algunos
paises en desarrollo, mientras que es rara en los paises desarrollados en los que la
gastroenteritis causada por Salmonella se encuentra entre las causas principales de
morbilidad por consumo de alimentos. Las serovariedades implicadas varian de acuerdo
con la zona geografica, pero frecuentemente incluyen a S. typhimurium, S. enteritidis, S.
heidelberg, S. agona, S. newport, S. infantis, S. panama, S. saint paul y S. welteveden. En la
actualidad S. enteritidis ha llegado a serla serovariedad dominantemente responsable de la
enfermedad, seguida de Salmonella typhimurium (Fatica y Schneider, 2011).

La enterotoxina causante de diarrea figura de modo predominante como un factor de
virulencia de Salmonella debido a su capacidad para producir sintomas clinicos manifiestos
en los casos humanos de salmonelosis. Es una proteina termolabil con un peso molecular de
90 a 110 kDa (D’Aoust, 1991). En contraposicion a varios patdgenos bacterianos como
Yersinia, Shigella, y cepas enteroinvasoras de Escherichia coli, que se multiplican dentro

del citoplasma de las células hospedadoras, las salmonellas estan encerradas en vacuolas
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endocitdticas donde empieza la replicacion bacteriana en un plazo de horas después de la
interiorizacion (D’ Aoust, 2000).

Poblacion susceptible

Son muy sensibles los bebés y los nifios de corta edad, las personas ancianas, las personas
desnutridas y las personas con resistencia reducida debido a otras infecciones o0 a
enfermedades crénicas. El sistema inmunoldgico desarrollado incompletamente en los
recién nacidos y los nifios, las respuestas inmunoldgicas débiles y/o retardadas en las
personas ancianas y debilitadas, y la produccién de &cido en el estdmago, generalmente
escasa en los nifios y en las personas de edad, facilitan la colonizacién intestinal y la
diseminacion sistémica de las salmonellas en ese segmento de la poblacién. Las muertes
como consecuencia de salmonelosis se dan principalmente en las personas ancianas (Barton
etal., 2011).

Dosis infectante

Investigaciones detalladas de brotes transmitidos por alimentos han indicado que la
ingestion de s6lo unas cuantas células de Salmonella puede resultar infecciosa. Datos
cientificos indican que de 1 a 10 células pueden constituir una dosis infectiva humana
(Kapperud et al., 1990).

En la salmonelosis, los factores determinantes no estan limitados a la heterogeneidad
inmunologica en las poblaciones humanas ni a la virulencia de las cepas infectantes, sino
que también influyen la composicion quimica de los vehiculos alimentarios implicados. El
denominador comun de los alimentos relacionados con dosis bajas fue el elevado contenido
en grasa. La inclusion de salmonellas en el interior de las micelas de lipidos hidrofobos
posiblemente puede proporcionar proteccion contra la actividad bactericida de la acidez
gastrica (D’Aoust, 2000).
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Caracteristicas de crecimiento y de supervivencia de salmonella

El género Salmonella estd integrado por microorganismos resistentes que se adaptan
facilmente a las condiciones extremas del medio (Fatica y Schneider, 2011).

En el Cuadro 7 estan presentadas las condiciones limites de temperatura, pH y a,, para el
crecimiento de Salmonella.

Cuadro 7. Condiciones limitantes para el crecimiento de Salmonella.

Condiciones Minima Optima Maxima
Temperatura ° C 5.2 35-43 46.2
pH 3.8 7-7.5 9.5
aw 0.94 0.99 >0.99
Temperatura

A pesar de un primer informe de crecimiento de salmonellas en natillas y en pollo en salsa
rey inoculados a 45 °C (Angelotti et al., 1991), la evidencia mas reciente indica que la
exposicion prolongada de cepas mesotfilas a condiciones de estrés térmico se traduce en
mutantes de Salmonella typhimurium capaces de crecer a 54 °C (Podolak et al., 2020).
Aunque todavia no ha sido esclarecido el mecanismo de este fendmeno, los hallazgos
preliminares indican que dos mutaciones independientes permiten a Salmonella
typhimurium crecer activamente a 48 °C y a 54 °C (D’ Aoust, 2000).

La viabilidad de las salmonellas en los alimentos secos almacenados a temperatura > 25 °C
disminuye con el aumento de la temperatura de almacenaje y con el aumento del contenido
de humedad (D’Aoust, 1991). Si bien la termorresistencia de Salmonella spp. incrementa a
medida que disminuye la a, del medio de calentamiento, estudios detallados han
demostrado que los solutos utilizados para modificar la a, del medio de calentamiento
desempefia un papel determinante en el nivel de resistencia adquirida (D’Aoust, 1991). El

calentamiento. La mayoria de los serotipos no crecen a temperaturas <7°C de Salmonella
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typhimurium en medio ajustado a a, 0,90 con sacarosa y glicerol confirié niveles diferentes
de termoresistencia (Uzzau et al., 2000).

pH

La capacidad de adaptacion fisioldgica de Salmonella spp. se demuestra por su capacidad
de multiplicarse a valores de pH que varian desde 3,8 hasta 9,5. Los efectos bacteriostaticos
o antibacterianos de los medios acidos dependen del acidulante (D’Aoust, 1991). De los
acidos organicos formados por los cultivos iniciadores en la carne, en los alimentos lacteos
y en otros alimentos fermentados, y de los diversos acidos organicos que se utilizan en la
acidificacion de productos, los acidos propionico y acético son mas bactericidas que los
acidos lactico y citrico asociados a los alimentos corrientes (D’Aoust, 2000). La primera
investigacion sobre la propension para el crecimiento de Salmonellas en medios acidos
demostrd que las cepas de tipo silvestre acondicionadas previamente en placas de gradiente
de pH podian crecer en medios liquidos y solidos a valores de pH considerablemente méas
bajos que las cepas originarias (Fatica y Schneider, 2011). La presencia de Salmonellas
acidotolerantes en estos alimentos aumenta mas el nivel del peligro de salud pablica porque
este rasgo fisioldgico adquirido podria reducir al minimo la actividad antimicrobiana de la
acidez gastrica (pH 2,5) y favorecer la supervivencia de las salmonellas en el citoplasma
acido de los fagocitos mononucleares y polinucleares del hospedador humano (D’Aoust,
1991).

La exposicion breve de Salmonella typhimurium a medios ligeramente acidos de pH 5,5 a
6,0 (prechoque) seguida de la exposicion de las células adaptadas al pH de valor < 4,5
(choque acido) desencadena una compleja respuesta de acidotolerancia que potencia la
supervivencia del microorganismos en medios sumamente acidos (pH 3,0 a 4,0) (D’Aoust,

2000).
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Coliformes fecales

Las Enterobacteriaceae lactosa-positivas 0 grupo coli-aerogenes constituyen un grupo de
bacterias que se definen més por las pruebas usadas para su aislamiento que por los
criterios taxonémicos. Pertenecen a la familia Enterobacteriaceae y se caracterizan por su
capacidad para fermentar la lactosa con produccion de &cido y gas, m&s 0 menos
rdpidamente, en un periodo de 48 horas y con una temperatura de incubacion comprendida
entre 30-37 °C (Yousef y Carlstrom, 2003).

Son bacilos gramnegativos, aerobios y anaerobios facultativos, no esporulados. Del grupo
coliformes forman parte varios generos: Escherichia, Enterobacter, Klebsiella y
Citrobacter.

Se encuentran en el intestino del hombre y de los animales, pero también en otros
ambientes: suelo, plantas, etc. Aunque su especificidad como indicadores no es buena, se
suelen usar como indice de contaminacion fecal por: su frecuencia en heces, su facil
deteccion en el laboratorio y sus caracteristicas semejantes, en algun aspecto, a las de
algunos miembros patdgenos de la familia Enterobacteriaceae.

Dentro de este grupo, son los coliformes fecales los que tienen significado sanitario y, por
consiguiente, los que mas interesan en el analisis microbiologico de alimentos. Sus
principales caracteristicas son: aptitud para desarrollarse entre 43.5 a 45.5 °C, capacidad
para crecer en presencia de sales biliares y facultad para producir indol en agua peptonada.
En general, niveles altos de coliformes indican manipulacion deficiente de los productos

(Pascual y Calderdn, 2000).
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MATERIALES Y METODOS
Experimento 1. Calidad sanitaria de célices de jamaica deshidratados (Hibiscus
sabdariffa L.) en unidades de almacenamiento
Colecta de muestras
Se colectaron célices deshidratados de las variedades ‘Criolla de Guerrero’ (45 muestras) y
‘Sudan’ (45 muestras) de centros de acopio y almacenes particulares del municipio de
Ayutla, Guerrero. Un total de 90 muestras de célices deshidratados se analizaron desde
enero de 2012 a febrero de 2013.
Previo al analisis microbiolégico, se determind el pH de cada una de las muestras con un
potenciometro (Digital Modelo 120). Cada lectura se llevé a cabo 60 min después de la
ebullicion de los calices en agua destilada. Para estimar la presencia de coliformes totales y
Salmonella, se tomaron como referencia las normas NOM-113-SSA-1994 y NOM-114-
SSA1-1994, respectivamente.
Deteccion de Salmonella
Preenriquecimiento
Cada muestra (200 g) se transportd en una bolsa de polietileno etiquetada (LabPlas®). El
tiempo entre el muestreo y el analisis fue de 24 h. Los anlisis microbiolégicos se llevaron
a cabo por triplicado. Una porcion de 25 g de calices se pesd (asépticamente y en envase
estéril) y se colocd en una licuadora estéril con 225 mL de agua peptona tamponada a 0.1%,
con pH 7.0 (AP). Se homogenizaron durante 1 minuto (se utilizo NaOH para ajustar el pH
de la solucién a 7.0).
Enriquecimiento selectivo
El homogenizado se incubé a 37 + 2 °C, durante 24 h. Después de la incubacion, se

trasfirio 1 mL de esta mezcla a dos tubos que contenian 10 mL de caldo base de tetrationato
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(CBT) vy dos tubos con caldo selenito cistina (CSC). Todas las muestras se mezclaron con
cuidado y se incubaron a 37 £ 2 °C, durante 24 h.

Aislamiento en medios solidos

A partir de los cultivos obtenidos en los distintos medios liquidos selectivos, se sembré por
triplicado sobre agar-verde brillante-rojo fenol (BGA), agar-xilosa—lisina-desoxicolato
(XLD), agar Hektoen (HE), agar sulfito bismuto (SB) y agar Salmonella y Shigella (SS);
todas las placas sembradas se incubaron a 37 £ 2 °C, durante 24-48 h.

Las colonias tipicas de Salmonella crecidas sobre agar BGA fueron de color rosado,
transparentes, rodeadas de un halo rojo, al no fermentar la lactosa. Las bacterias
fermentadoras de lactosa formaron colonias amarillo-verdosas al virar el rojo fenol del
medio por produccion de acido.

Las colonias tipicas de Salmonella crecidas sobre agar XLD se presentaron rojas con
centros negros debido a un cambio de pH por fermentacion de la xilosa y decarboxilacion
de la lisina. Los centros negros se debieron a la produccion de SH,. A veces no se formaron
centros negros o, por el contrario, las colonias fueron negras casi por completo.

Las colonias crecidas sobre agar HE fueron verde azuladas, con centro negro o sin él. En
este medio, las sales biliares inhibieron el crecimiento de la flora competitiva. La
combinacidn del tiosulfato sédico con el citrato de hierro hizo que se manifiestara un color
negro en las colonias productoras de SH.

Las colonias tipicas de Salmonella crecidas sobre agar SB mostraron un centro negro
rodeado de un borde claro; bordeadas también de un precipitado negro con brillo metéalico,
por la reduccidén de iones de bismuto que se transforman en bismuto metalico. A veces, las
colonias fueron marrones, grises o verdes. Por ultimo las colonias tipicas de esta bacteria

crecidas en agar SS son fueron color rosa claro.
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Posteriormente, se aislaron colonias con caracteristicas tipicas de Salmonella de cada uno
de los medios de aislamiento selectivo utilizados a las cuales se les realizo tincion de Gram
para observar caracteristicas microscopicas de Salmonella.

Confirmacion bioquimica de las colonias sospechosas

Se sembraron las colonias sospechosas sobre agar nutritivo, contenido en placas de Petri.
Se incubaron a 37 + 2 °C durante 18-24 h. Se comprobd la pureza del cultivo mediante
tinciones de Gram.

Prueba de la ureasa

A partir del cultivo reciente sobre agar nutritivo, se tom6 masa bacteriana de una colonia
con asa recta y se sembré abundantemente en tubos que contenian caldo urea. Se incubaron
los tubos sembrados en bafio Maria a 37 °C durante dos horas.

Caldo lisina-decarboxilasa

De cada una de las cepas crecidas en agar nutritivo, se tomé masa bacteriana de una colonia
con un asa recta y se sembrd, por picadura en el fondo y por diseminacion en la superficie
inclinada del medio agar lisina hierro (LIA). Se incubaron los tubos a 37 °C durante 48 h.
Fermentacién de azucares (glucosa, lactosa y sacarosa)

Se sembrd cada colonia en agar hierro triple aztcar (TSI), con asa de cultivo, primero en la
superficie inclinada por diseminacion y, luego en el fondo por picadura. Se incub6 a 37 °C
por 24 h.

Cuantificacion de coliformes

Método del Nimero Més Probable (NMP)

A partir del homogenizado (1:10) que se utilizd para la deteccion de Salmonella, se
prepararon las siguientes diluciones: 1:100. 1:1000 y 1:10 000 y para la prueba presuntiva

se inocularon (1 mL) 9 tubos con caldo lauril sulfato triptosa (CLST) con MUG. Los
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cultivos se incubaron a 37 °C por 48 h. Después de este tiempo se determino visualmente la
presencia de gas en los tubos Durham.

Investigacion y recuento en medio solido

Al mismo tiempo que se realiz6 la cuantificacion de bacterias coliformes mediante la
técnica del NMP, a manera de confirmacion se llevo a cabo la cuantificacion de estas

mismas bacterias en medio de agar rojo violeta bilis (ARVB, marca Bioxon ®).
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Experimento 2. Supervivencia de Salmonella typhimurium en célices de jamaica
(Hibiscus sabdariffa L.) en postcosecha

Preparacion de los célices de jamaica

Los calices, frescos y deshidratados, fueron de cuatro genotipos de jamaica que crecen en
México: ‘Alma Blanca’, ‘Criolla de Guerrero’, ‘Sudan’ (cosecha enero de 2013) y
‘Rosaliz’. Los calices de este Gltimo genotipo se obtuvieron de plantas in vivo sembradas en
el invernadero del Colegio de Postgraduados, Montecillo, estado de México, en el mismo
afno.

Los célices frescos se lavaron individualmente con agua destilada estéril y el exceso de
humedad se eliminé con tela estéril (Hansaplast ®), dentro de una campana de flujo laminar
(Thermo Scientific ®). Se utilizaron muestras de 0.4 g y la desinfeccion se realizé 1 h antes
de la inoculacion. El porcentaje de humedad se determind de acuerdo con lo establecido en
el método 10.004 de la AOAC (1980) (Figuras 5y 6). EI pH se midi6 con un potenciémetro
(Digital, Modelo 120) como se muestra en las Figuras 4 y 5. La prueba se realizd por

duplicado, tomando dos lecturas en cada repeticion. Cada lectura se llevo a cabo 60 min

después de la ebullicion de los célices en agua destilada.
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Origen de la cepa bacteriana

Se utiliz6 una cepa de Salmonella typhimurium (ATCC14028), resistente a la rifampicina
(Sanofi Aventis ®). La cepa se mantuvo en tubos de ensayo inclinados, con agar nutritivo
(Bioxon ®) y 5 uL mL™ de rifampicina a 3-4 ° C, con re-inoculaciones mensuales en caldo
de soya tripticasa (CST) (Bioxon®).

Preparacion del inoculo

Salmonella typhimurium se sembré por estrias en placa en agar nutritivo con 5 uL mL™ de
rifampicina de medio, se incubd 24 h, a 37 £ 2 °C, y se transfirid, en condiciones asépticas,
a 50 mL de CST. El caldo inoculado se incubd 4 h, a 37 £ 2 °C, previa realizacion de la
curva de crecimiento para Salmonella typhimurium. La suspension de células se centrifugo
15 min a 2500 x g y se lavo dos veces con solucion fosfatada buffer (pH 7) (Strawn y
Danyluk, 2010). La pastilla bacteriana qued6 suspendida en 10 mL de solucion. Se
determiné sembrando por superficie en placas diluciones seriales de 10 —10°° del inéculo
en agar nutritivo con rifampicina. La concentracion definida para inocular a los célices de
jamaica frescos y deshidratados fue de 7.01 log UFC mL™, mientras que para inocular a las

plantas in vivo fue de 6.3 log UFC mL™ (Figura 7).

/,

Figura 7. Preparacion del inoculo de Salmonella typhimurium.
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Inoculacion en los célices frescos

A cada céliz fresco de las variedades ‘Alma Blanca’, ‘Sudan ’y ‘Criolla de Guerrero’ (0.4
g), sobre su superficie, se le colocaron 10 pL de inéculo (7.01 log UFC mL™). Las muestras
se mantuvieron en una cadmara de flujo laminar, por 20 min, a temperatura ambiente,
tiempo suficiente para que se secara el indculo. Posteriormente, se colocaron dentro de
bolsas de polietileno estériles (LabPlas®) y se mantuvieron en una incubadora, a una

temperatura de 23 = 2 °C (Figura 8).

Figura 8. Inoculacion de calices frescos de las tres variedades de jamaica con
Salmonella typhimurium (7.01 log UFC mL™).
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Inoculacion en los célices deshidratados

Cada céliz deshidratado de las variedades ‘Alma Blanca’, “Sudan’ y ‘Criolla de Guerrero’
se inoculd con 10 pL (7.01 log UFC mL™) de Salmonella typhimurium resistente a la
rifampicina. Las muestras se mantuvieron en reposo, a temperatura ambiente, en una
camara de flujo laminar, por 15 min, tiempo suficiente para que reposara el indculo.
Después, las muestras se colocaron dentro de bolsas de polietileno estériles (LabPlas®) y se

almacenaron en una incubadora, a una temperatura de 23 + 2 °C.

Inoculacion en los calices de plantas in situ

Cada calice fresco (peso=0.4 g) de la variedad ‘Rosaliz’ que estaban creciendo en
invernadero, se inoculé superficialmente (in vivo) con 10 pL (6.3 log UFC mL™) de una
suspension de células de Salmonella typhimurium, utilizando una micropipeta (Biohit®).
Para simular el manejo usado por los productores de jamaica en la region de Guerrero,
México, los célices inoculados permanecieron en las plantas por 3 dias a 30 + 2 °C. Se
cosecharon asépticamente y se depositaron en bolsas de polietileno (LabPlas®) para su
transporte al laboratorio donde se deshidrataron en una estufa de conveccién forzada (Shel
Lab®), a 36 + 2 °C por 4 dias. Posteriormente las muestras se dejaron a temperatura

ambiente (23 + 2 °C) durante 23 dias (Figura 9).
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Figura 9. Inoculacion de célices de plantas in situ de la variedad “Resaliz’ con
Salmonella typhimurium.

Evaluacion de la supervivencia de Salmonella typhimurium

En calices frescos y deshidratados de las variedades ‘Alma Blanca’, “Criolla de Guerrero’ y
‘Sudan’, se realizaron conteos de Salmonella typhimurium en el momento de la inoculacion
y, posteriormente, una vez por dia, en los primeros cinco dias, a 23 + 2 °C (la temperatura
promedio de las condiciones de almacenamiento en los puntos de venta en la Ciudad de
Meéxico). Cada evaluacion consté de tres repeticiones.

Cada céliz fresco y deshidratado se lavo utilizando una solucién buffer de fosfatos estéril
(pH 7), utilizando una bolsa estéril de polietileno (LabPlas®), lo anterior se hizo
asépticamente durante 2 min, en una camara de flujo laminar. Después, se prepararon
diluciones decimales, desde 10 a 10”° (agua peptonada 0.01 %), y se sembré por extension

de superficie, aplicando 0.1 mL en placas que contenian agar nutritivo adicionado con 5 pg

mL™ de rifampicina. Todas las cajas sembradas se incubaron a 37 °C, durante 48 h. El

34



mismo procedimiento se llevo a cabo para los célices frescos de plantas inoculadas in situ,
cuyos conteos de células se hicieron en el momento de la inoculacion y, después, al dia
siguiente y en los dias 2, 3, 13 y 30 (se tom6 como supuesto que este es el tiempo promedio

en el cual la jamaica se encuentra en el mercado antes de su consumo) (Figura 10).

Lo
Figura 10. Evaluacién de la supervivencia de Salmonella typhimurium en calices
frescos y deshidratados de las variedades ‘Alma Blanca’, ‘Criolla de Guerrero’,
‘Sudan’ y ‘Rosaliz’.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Experimento 1. Calidad sanitaria de célices de jamaica deshidratados (Hibiscus
sabdariffa L.) en unidades de almacenamiento
Deteccion de Salmonella y presencia de bacterias coliformes en célices de jamaica
Se encontraron cepas sospechosas de Salmonella en 20 % (18) de las 90 muestras de
calices analizadas. De estas cepas, 11% se encontraron en célices deshidratados de la
variedad ‘Criolla de Guerrero’ y 9% en la variedad “Sudan’. De las cepas sospechosas, 17
dieron un resultado positivo a la tincion de Gram. Sin embargo, al realizar la identificacion
mediante el uso de pruebas bioquimicas, todas resultaron negativas para Salmonella.
Adicionalmente, en ninguna de las muestras de los calices de jamaica deshidratados de las
variedades ‘Criolla de Guerrero’ y “Sudan’, se detectd la presencia de bacterias coliformes.
La ausencia de Salmonella y coliformes en los célices de jamaica deshidratados de las
variedades ‘Criolla de Guerrero’ y ‘Sudan’ probablemente podria atribuirse a la cantidad
de compuestos fendlicos, como el etanol, los acidos organicos, las proantocianidinas, los
flavonoles, las flavonas, las isoflavonas y las antocianinas que estan presentes en los célices
(Beuchat, 1998; Chao y Yin, 2009; Wong et al., 2010; Dios et al., 2011; Morales et al.,
2013), los cuales han demostrado tener propiedades antimicrobianas (Beuchat, 2002; Wong
et al., 2010) que inhiben el crecimiento de bacterias enteropatdgenas (Heaton y Jones,
2008; Cai et al, 2010). Cabe recalcar que al rehidratar los calices con agua peptonada en la
etapa de pre-enriquecimiento selectivo, se dafiaron las células de los célices y posiblemente
liberaron los compuestos inhibidores de bacterias mencionados con anterioridad.
Un factor importante a tomar en cuenta para explicar el nulo crecimiento de Salmonella y
coliformes en los calices deshidratados, es debido a la cantidad de humedad presentes en

estos (<16%). De acuerdo a Renddn (2014), los alimentos con un bajo contenido de
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humedad como los célices de jamaica deshidratados, presentan un bajo riesgo de
transmision de enfermedades. En los alimentos con bajo contenido de humedad la actividad
del agua (humedad disponible) es demasiado baja para sustentar el crecimiento microbiano
(FAO, 2008). En estudios realizados recientemente, dicho autor al evaluar la calidad
sanitaria de célices de jamaica frescos de la variedad Ayutla (Criolla de Guerrero) no
encontraron indicios de la presencia de E. coli y Salmonella, estos resultados se atribuyeron
a la baja cantidad de humedad y los niveles de pH &acidos. Franscis et al. (2012), publicaron
que el nimero de Salmonella en diversos alimentos deshidratados disminuye a medida que
disminuye el ay de los alimentos. Valores bajos de a, tienen un efecto protector contra
Salmonella.

En el Estado de Guerrero los célices de jamaica se deshidratan al exponerlos al sol,
alcanzando temperaturas mayores de 36°C. Berbesi et al. (2006), Kondo et al. (2006) y
Knudsen et al. (2011), sefialan que el crecimiento de las bacterias enteropatdgenas es
influenciado por la temperatura y exposicion a rayos UV. Distintos estudios de inactivacion
térmica han revelado que E. coli es mas sensible al calor que las cepas tipicas de
Salmonella spp. por esta razon, la exposicion al sol que es suficiente para destruir
Salmonella también pudo provocar la muerte de las bacterias coliformes (Agatangelo,
2007).

El pH acido de los calices es un factor fundamental que limita el crecimiento y la
supervivencia de los microorganismos (Brandi et al., 2006). Abu- Traboush (1994) sefialo
que los extractos de célices de jamaica tienen un efecto antimicrobiano sobre bacterias,
debido principalmente a que presentan valores bajos de pH, ademés de otros compuestos
inhibidores presentes. De igual manera, Alarcén et al. (2012) demostraron que, en

condiciones acidas, la capacidad de colonizar y subsistir de Salmonella sp. es muy baja o

37



casi nula. Asi mismo, Gruzdev et al. (2011) no encontraron supervivencia de cepas de
Salmonella sp. sometidas a varios grados de deshidratacion, con valores de pH 3.0. Los
valores de pH, para los célices deshidratados de las variedades antes mencionadas, variaron
de 2.41 a 2.73, valores de acidez que son inferiores al publicado por Gruzdev et al. (2011).
Experimento 2. Supervivencia de Salmonella typhimurium en célices de jamaica
(Hibiscus sabdariffa L.) en postcosecha

Supervivencia de Salmonella typhymurium en los célices deshidratados

La bacteria no sobrevivio en los calices deshidratados de las variedades ‘Alma Blanca’,
‘Criolla de Guerrero’ y ‘Sudan’. Inmediatamente después de la inoculacion de los calices
(7.01 log UFC g™) no se detectaron colonias de Salmonella typhimurium en agar nutritivo
con rifampicina (5 pg mL™). La verificacion de la presencia de dicha bacteria en los célices,
se realiz6 en el momento de la inoculacién, sembrando en medio de agar nutritivo con
rifampicina (5 pg mL™) como se muestra en la Figura 11. La incapacidad de esta cepa para
sobrevivir en extractos de calices de jamaica ya se ha demostrado (Chao y Yin, 2009;
Wong et al., 2010; Dios et al., 2011; Morales et al., 2013), debido a que en los calices se
acumula una gran cantidad de compuestos fendlicos, como el etanol, los &cidos organicos,

las proantocianidinas, los flavonoles, las flavonas, las isoflavonas y las antocianinas que

inhiben el crecimiento de bacterias Gram negativas.

Figura 11. Crecimiento de Salmonella typhimurium en medio de agar nutritivo con
rifampicina, (5 pg mL™).
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Estos mismos factores influyen en la viabilidad de Salmonella typhimurium cuando se
inocula en los célices de jamaica de las variedades antes mencionadas. Ademas, cuando un
tejido deshidratado se rehidrata, se destruyen sus células y se libera una gran cantidad de
los compuestos presentes en los tejidos. Tomando en cuenta este principio, los célices
deshidratados, en el momento de entrar en contacto con el buffer de extraccion (NaCl, KClI,
Na,HPO,4, KH,PO,4 con pH 7), posiblemente liberaron los compuestos inhibidores de
bacterias presentes en los calices, lo cual disminuy6 el crecimiento de Salmonella
typhimurium.

Los célices deshidratados de la variedad ‘Criolla de Guerrero® presentaron el menor valor
de pH (2.41) y el valor mas alto correspondié a los calices de la variedad ‘Sudan’ (pH,
2.73) y la variedad ‘Alma Blanca’, con un pH de 2.54. Los valores de pH registrados (2.41
y 2.73) fueron similares a los reportados por Salinas et al. (2012), los cuales fueron de 2.42
— 2.24, y por Morales et al. (2013), quienes determinaron un pH de 2.87, en las variedades
‘Criolla’ y ‘Sudan’. El pH acido de los célices es otro factor que limita el crecimiento y la
supervivencia de Salmonella. Abu- Traboush (1994) sefial6 que los extractos de calices de
H. sabdariffa tienen un efecto antimicrobiano sobre bacterias, debido principalmente a que
presentan valores bajos de pH. De igual manera, Alarcon et al. (2012) demostraron que, en
condiciones acidas, la capacidad de colonizar y subsistir de Salmonella sp. es muy baja o
casi nula. Asi mismo, Gruzdev et al. (2011) no encontraron supervivencia de cepas de
Salmonella sp. sometidas a varios grados de deshidratacion, con valores de pH 3.0. Los
valores de pH que se incluyen en el Cuadro 8, para los célices deshidratados de las
variedades antes mencionadas, variaron de 2.41 a 2.73, valores de acidez que son inferiores

al publicado por Gruzdev et al. (2011).

39



En esta investigacion, la nula supervivencia de Salmonella en los célices, después de la
inoculacion, pudo ser un efecto inhibitorio resultado de la liberacién de compuestos
quimicos y el bajo pH de los célices. Estudios recientes sefialan la capacidad de Salmonella
para adaptarse a entornos &cidos (tolerancia acida); esta respuesta fenotipica se refiere a la
resistencia a un aumento o a condiciones extremas de pH, después de la adaptacion a los
ambientes &cidos subletales (Koutsoumanis y Sofos, 2004). En general, los cambios
fisiologicos implicados en la proteccion de las células incluyen sintesis de nuevas proteinas
y cambios en la composicion de acidos grasos en su membrana celular (Koutsoumanis y
Sofos, 2004). Esta tolerancia a la acidez se incrementa cuando la bacteria se somete a
variacion en la humedad y temperatura, cambio de medio de crecimiento y presencia de
compuestos antimicrobianos (Mattick et al., 2001; Gleeson y O Beirne, 2005; Gruzdev et
al., 2011; Francis et al., 2012; Mauller et al., 2012).

Cuadro 8. Supervivencia de Salmonella typhimurium en célices frescos y deshidratados de
jamaica.

+Log UFC mL™ tiempo de incubacién a 37 °C (h)
Variedad Caliz 0 24 48 72 96 120 pH HR%

‘Alma Blanca’ Fy 701 73 727 72 69 6.4 2.09 >80.01
‘Criolla Guerrero’ F 701 71 68 6.6 6.3 59 1.86 >89.52

‘Sudan’ F 7.01 6.9 7 71 6.7 6.1 1.79 >84.7
‘Alma Blanca’ Do 701 O 0 0 0 0 254 >13.8
‘Criolla Guerrero’ D 701 O 0 0 0 0 241 >14.5
‘Sudan’ D 701 O 0 0 0 0 273 >15.8

Control negativo F yD NC NC NC NC NC NCY

+ Los valores son el resultado promedio de tres repeticiones

{I F, calices frescos; D, célices deshidratados; NC, sin crecimiento de bacterias.
Supervivencia de Salmonella typhimurium en los calices frescos de jamaica

Después de inocular Salmonella typhimurium (7.01 log UFC g™) en célices frescos de las
variedades ‘Alma Blanca’, ‘Criolla de Guerrero’ y “Sudan’, se observo un incremento del
namero de celulas en todos los calices frescos de las tres variedades. En célices de la
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variedad ‘Alma Blanca’ el crecimiento fue mayor, de 7.01 log UFC g*a 7.3 log UFC g™, a
las 24 h; después de este tiempo, la poblacién descendi6 hasta 6.4 log UFC g, a las 120 h
(Cuadro 8). EIl crecimiento de Salmonella en los calices frescos de la var. ‘Criolla de
Guerrero’ fue de 0.09 log UFC gt a las 24 h, luego se registr6 un descenso en el
crecimiento de Salmonella typhimurium, hasta 5.9 log UFC g™, después de 120 h de
incubacion. Respecto a los calices frescos de la var. ‘Sudan’, la poblacion de Salmonella
disminuy6 ligeramente en las primeras 24 h (0.11 log UFC g), y se present6 un
crecimiento moderado a las 48 h'y 72 h (0.20 log UFC g™, para finalmente disminuir a un

valor de 6.1 log UFC g™, 120 h después de la inoculacién (Figura 12).

Oh

24 h

48 h

72 h

96 h

Figura 12. Colonias de Salmonella typhimurium recuperadas de célices frescos de
jamaica de las variedades ‘Alma Blanca’, ‘Criolla de Guerrero’ y ‘Sudén’.
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Supervivencia de Salmonella typhimurium en los célices frescos y deshidratados en
plantas de jamaica

En el momento de la inoculacion, los calices frescos de la variedad ‘Rosaliz’ contenian una
humedad de 65.26%, la cual disminuyo6 gradualmente hasta llegar a 14.2%, a los 30 dias. Se
observé una correlacién en la disminucién del contenido de humedad de los célices y la
disminucion de la poblacion de Salmonella typhimurium, en el periodo antes mencionado,

pasando de 6.3 log UFC g™a 0.0 log UFC g™ (Figura 13).

cosecha

log UFC g

O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (dias)

Figura 13. Supervivencia de Salmonella typhimurium en calices de jamaica en pre-
cosecha y postcosecha de la variedad “Resaliz’ cultivada en invernadero.

Salmonella typhimurium sobrevivié por 3 dias en calices frescos de jamaica de la var.
‘Rosaliz’ inoculados (6.3 log UFC g™) en plantas in situ en invernadero (Figura 14). En este

tiempo, el nimero de células disminuyé ligeramente en 1.5 log UFC g (Figura 15).
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Figura 14. Colonias ipicas de Sa;hnella typhimurium recuperadas de calices frescos
en plantas de jamaica de la variedad “Rosaliz’.

Los calices frescos de las variedades ‘Alma Blanca’, ‘Criolla de Guerrero’, ‘Sudan’ y
‘Rosaliz” presentaron altos valores de humedad, 80.01, 89.52, 84.7 y 65.25%,
respectivamente; estos datos coinciden con los publicado por Ortiz (2008), quien menciona
que los calices frescos de jamaica pueden contener gran cantidad de agua (89.92%), factor
que es importante para que ocurran reacciones quimicas y microbiolégicas. En adicién a
esto, Gleeson y O Beirn (2005) aseguran que el crecimiento de bacterias enteropatégenas
se incrementa conforme existen altos contenidos de humedad en los productos frescos.

Como se menciond antes, el proceso de deshidratacion de los calices de la variedad
‘Rosaliz’ fue lento, desde la cosecha hasta 27 dias después (Figura 15). Al respecto,
Gruzdev et al. (2012) sefialan que cuando la tasa de deshidratacion de un fruto o vegetal
fresco es lenta, aumenta la supervivencia de bacterias, debido a que se sintetizan nuevos

metabolitos en la célula que permiten una mejor adaptacion al estrés durante la

deshidratacion. Lo anterior podria explicar la supervivencia de Salmonella typhimurium en
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los célices frescos de jamaica, durante los 30 dias posteriores a la inoculacion. Asi mismo,

Mdiller et al. (2012) encontraron que Salmonella typhimurium sobrevivié durante 112 dias

cuando existian porcentajes de humedad mayores de 80% y después de procesos de

deshidratado.
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Figura 15.
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Contenido de humedad en los célices de jamaica pre-cosecha y postcosecha

de la variedad ‘Rosaliz’ cultivada en invernadero.
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CONCLUSIONES
No se detecto la presencia de Salmonella y bacterias coliformes en las 90 muestras
analizadas de célices de jamaica deshidratados de las variedades ‘Criolla de
Guerrero’ y ‘Sudan’ provenientes de centros de acopio y almacenes particulares, en
Ayutla, Guerrero.
Salmonella typhimurium no sobrevivio en los célices deshidratados de las
variedades ‘Alma Blanca’, °Criolla de Guerrero’ y ‘Sudan’ procedentes de
almacenes y centros de acopio de Ayutla, Guerrero.
Salmonella typhimurium sobrevivio por 5 dias después de la inoculacion en los
calices frescos de las variedades “Alma Blanca’, ‘Criolla de Guerrero’ y ‘Sudan’ y
por 3 dias en calices frescos de jamaica de la variedad ‘Rosaliz’ inoculados en
plantas in situ en invernadero (precosecha) y hasta 27 dias después de la cosecha.
El pH de los céalices de jamaica y el contenido de humedad son los factores
determinantes para la supervivencia de Salmonella typhimurium. En los célices
deshidratados, el bajo pH limit6 la supervivencia de Salmonella typhimurium y en
los calices frescos el efecto limitante de la acidez en la supervivencia de la bacteria

fue menor.
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