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Introduccidn
Las berries (fresa, frambuesa, zarzamora y arandano)
son frutas caracterizadas por sus colores intensos y di-
versidad de tamanos, sin semilla, con sabores 4dcidos y
dulces de acuerdo al tipo de berry, ademas que tienen
alto contenido de humedad (>0.91%), fibra, antioxi-
dantes, vitaminas C y E, micronutrientes como acido
folico, calcio y selenio [1]. También son apreciadas
debido al aporte de antioxidantes y sustancias fitoqui-
micas como los polifenoles y flavonoides, incluyendo
antocianinas y elagitaninos. El consumo de berries ha
sido asociado con mejoras en la salud cardiovascular
y una reduccion significativa en la mortalidad por en-
fermedades cerebrovasculares [2].

Las berries pueden contaminarse a partir de diver-

sas fuentes como el agua de riego, animales, humanos y
equipos, que pueden afectar su inocuidad [3]. En 2011,
la FpA detectd Salmonella spp. en 143 muestras de fre-
sas importadas a los Estados Unidos [4]. El Sistema Na-
cional de Informes de Brotes (NORS, por sus siglas en
inglés) en Estados Unidos report6 27 brotes, 102 hospi-
talizaciones y dos muertes por consumo de berries, en
el periodo de 2009 a 2020 [6]. Los principales agentes
de enfermedades transmitidas por berries fueron Noro-
virus, Salmonella spp. Cyclospora cayetanensis, Escheri-
chia coli 0157:H7, Hepatitis A y Bacillus cereus.

La metodologia para la recuperacion de Salmonella
del Manual de Analisis Bacterioldgico (BAM, por sus
siglas en inglés) no incluye un procedimiento para la
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etapa de preenriquecimiento de muestras de berries
frescas [7]. Un estudio llevado a cabo con berries se-
flala como los flavonoides y acidos fenolicos mues-
tran una actividad inhibitoria y antimicrobiana contra
bacterias Gram negativas como Salmonella spp.; estos
compuestos son liberados al modificar la estructura
original del fruto cuando se emplean métodos des-
tructivos de procesamiento [8]. El ultrasonido ha sido
empleado como un método no destructivo para des-
prender Salmonella spp. de fresas frescas [9]. Por otra
parte, se ha comparado la efectividad del agua pep-
tonada amortiguada (BpPw, por sus siglas en inglés)
como medio de preenriquecimiento para la recupera-
cion de Salmonella en melones, mangos y tomates en-
teros o triturados. Los resultados del estudio eviden-
ciaron que el BPw y el caldo de preenriquecimiento
universal fueron significativamente mas efectivos que
el caldo lactosado para recuperar al patégeno. Ningu-
na diferencia significativa (p > 0.05) fue encontrada
entre el ur y el BPW [10].

Por lo anterior, el objetivo del estudio fue evaluar
un método de recuperacion de Salmonella spp. a par-
tir de berries frescas, con el uso de BPw como caldo de
preenriquecimiento.

Metodologia

En un mercado local se adquirieron fresas, zarzamo-
ras, frambuesas y arandanos a granel en bolsas o re-
cipientes de polietileno de 1 L. Se transportaron al
laboratorio a temperatura ambiente en un periodo no
mayor a 2 h después de su compra. Las muestras se
conservaron a temperatura ambiente previo al anali-
sis.

Preparacion del inéculo.

Los frutos fueron inoculados con una mezcla de tres
cepas de Salmonella aisladas del epicarpio de aguacate
recuperado de un mercado (Sm-R-559), del epicarpio
de jitomate (Sm-R-035) y de heces (Sm-R-037). Las
cepas se conservaron en tubos de agar soya tripticasa
inclinados a 5°C.

Para la preparacion del indculo se realizaron tres
resiembras consecutivas a 35°C en caldo soya trip-
ticasa adicionado con 0.6 % de extracto de levadura
(csTEL). Los cultivos fueron lavados mediante centri-
fugacion a 6000 rpm por 10 minutos a 5°C; se des-

echo el sobrenadante y la biomasa se resuspendio6 con
solucion salina fisiologica al 0.85% (SsF). Se prepard
una mezcla de células lavadas de las tres cepas, la cual
contenia 9.0 + 0.1 Log urc/mL. A partir de esta mez-
cla se prepararon diluciones decimales con diluyente
de peptona al 0.1% (pP) para obtener los niveles de
in6culo bajo (4.3 Log urc/mL) y alto (6.1 Log urc/
mL).

Uso del BPW como medio de preeriquecimien-
to.

El proceso se dividi6 en etapas. Las muestras de 50
g de berries fueron inoculadas con 100 uL de la sus-
pension del indculo bajo/alto de la mezcla de cepas,
las cuales fueron divididas en dos grupos, el prime-
ro fue analizado inmediatamente para recuento de
Salmonella y en el segundo, las muestras se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 1 h previo al
recuento del patdgeno. Posteriormente, se obtuvieron
muestras que fueron suspendidas en 450 mL de BPW
y homogeneizadas en un bafio de ultrasonido a 300
W a 40 kHz por 1 min. Se prepararon diluciones deci-
males para su siembra por extension en superficie en
agar Xilosa, Lisina, Desoxicolato (XLD). Las muestras
de berries de esta segunda etapa fueron conservadas
en reposo durante 1 h a temperatura ambiente. Des-
pués, se incubaron a 35 °C por 24 h. Después de la
incubacion, se realizaron recuentos del patdgeno en
agar xLD a 35 °C por 24 h.

De acuerdo al método del BaAM para la determina-
cion de Salmonella, después del pre-enriquecimiento
se inocularon tubos de ensayo con 10 mL de Caldo Ra-
ppaport Vassiliadis (crv) y Caldo Tetrationato (cTT)
con 0.1 mL y 1 mL de la muestra respectivamente.
Se incubaron a 42.5 °C (crv) y a 43 °C (cTT) por
24 h. Posteriormente, se realizo6 la siembra por estria
en agar xXLD, Entérico de Hektoen (HE) y Sulfito de
Bismuto (sB). Las cajas de agar XLD y HE se incubaron
por 24 h a 35 °C, mientras que las de sB por 48 ha 35
°C. Se seleccionaron colonias presuntivas de Salmo-
nella para la confirmaciéon bioquimica en agar lisina
hierro, agar de hierro y tripe azucar, y caldo urea. La
evaluacion fue realizada con tres repeticiones y dos
replicas para cada nivel de in6culo.

Por otra parte, se determind el valor de pH en 50
g de berries no inoculadas suspendidas en 450 mL de
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BPW, para registrar el comportamiento del pH en las
muestras durante 0, 1, 4, 8 y 24 h de almacenamien-
to a 35 °C. Previo a la medicion del pH, la muestra
fue homogenizada en un bafio de ultrasonido, bajo
las condiciones descritas previamente. El estudio fue
realizado con seis repeticiones y dos réplicas.

Anadlisis de datos.
Los recuentos de Salmonella fueron expresados en log
UFc/450 mL del BPw. Se realiz6 un ANOvVA multifac-
torial para comparar el efecto del tipo de berry y las
etapas de procesamiento de la muestra, para los dos
niveles de in6culo.

Resultados y discusion

El uso de Bpw para preenriquecer muestras de berries
inoculadas con dos niveles de células de Salmonella
condujo a la recuperacion de la misma.

Los recuentos promedio de Salmonella en las
muestras de berries, después de conservarlas a tem-
peratura ambiente durante 1 h, contenian entre 3.7
y 5.0 Log urc/450 mL para el in6culo bajo y de 6.4 a
6.6 Log UFc/450 mL para el indculo alto (Tabla 1). Al
adicionar el BPw y conservar los frutos a 25°C por 1h,
los recuentos fueron de 4.8, 3.6, 4.4 y 5.3 para fresa,

zarzamora, frambuesa y ardndano, respectivamente,
cuando se contaminaron con un inéculo bajo. Se ob-
servaron niveles menores (P<0.05) de recuperacion
de Salmonella en la zarzamora respecto a los demas
frutos (Tabla 1, Figura 1a). En tanto, no se detectaron
diferencias significativas (P>0.05) en la recuperacion
del patégeno entre el tipo de berries contaminadas
con un indculo alto (Figura 1b).

Cuando se utiliz6 el indculo bajo, los recuentos de
Salmonella fueron similares (P>0.05) en las berries
inoculadas y en las berries suspendidas en BpPwW y al-
macenadas por 1 h (Figura 1c). Lo anterior evidencio
que la conservacion de las muestras durante 1 h no
afect6 las poblaciones del patogeno. Sin embargo, se
detectaron diferencias (P<0.05) cuando se analizaron
las muestras contaminadas con un inoculo alto, en
las condiciones referidas anteriormente (Figura 1d).
Las cuentas del patogeno se duplicaron en las berries
inoculadas con niveles bajo y alto de células (P<0.05)
después del preenriquecimiento por 24 h; el aumento
de la poblacion fue de aproximadamente 5 log UFC.
Cabe senalar que independiente de las condiciones
estudiadas Salmonella se recupera en las etapas de
enriquecimiento y aislamiento en medios selectivos
diferenciales.

Recuperacién de Salmonella a partir de berries frescas inoculadas.

Fruto inoculado después de
conservar a temperatura ambiente
durante 1 h

Bai Fruto + BPW conservado a 25°C
aJo por1lh

Fruto + BPW después del

preenriquecimiento a 35°C

durante 24 h

Fruto inoculado después de
conservar a temperatura ambiente
durante 1 h

Alto Fruto + BPW conservado a 25°C
porlh

Fruto + BPW después del
preenriquecimiento a 35°C
durante 24 h

4.5+0.5

48+0.3

91+1.1

6.4+0.4

6.9+0.4

11.7£0.3

3.7+0.1 42+0.9 5.0+0.3

3611 44+1.1 53+0.2

8.3+0.7 9.5+1.0 9.5+1.3

6.5+0.5 6.6+0.2 6.6 +0.4

6.9+0.5 71+0.3 7.3+0.3

11.5+0.2 11.4+0.2 11.7+0.3



Los valores del pH de los frutos (Figura 2) sin ino-
cular suspendidos en BPw durante 1 h no muestran
ningdn cambio (P>0.05), mientras que a las 24 h de
almacenamiento a 35°C fueron de 6.1, 5.8, 4.4 y 6.8,
para fresa, zarzamora, frambuesa y arandano, respec-
tivamente (P<0.05).

Lo anterior permite observar como el BPW mues-
tra un efecto amortiguador con fresa y arandano, me-
nor con zarzamora y frambuesa. No obstante, fue po-
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sible recuperar al patégeno bajo las condiciones del
estudio.

Conclusién
El BPW muestra capacidad para amortiguar las varia-
ciones de pH durante el preenriquecimiento y permi-
te la recuperacion de Salmonella a partir de muestras
de berries frescas cuando se combina con la metodo-
logia del BAM.
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Recuento promedio de Salmonella en berries con niveles de inéculo bajo (a) y alto (b), e influencia del tiempo de
incubacién en las muestras inoculadas con niveles bajo (c) y alto (d).
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Valores de pH en berries en distintas etapas del anélisis de muestras.
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