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2. Evaluar los riesgos de contaminacion con patégenos de origen alimentario derivados de las
practicas de manejo que se utilizan comunmente en plantas de empaque.

3. Evaluar la capacidad que posee la Salmonella spp. de infiltrar el mango y determinar la
condicion de las células interiorizadas después de la infiltracion.
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Resumen

El mango ha sido vinculado con brotes de salmonelosis en Norteamérica y existe informacién muy
limitada sobre su persistencia o control en la literatura publicada. Los objetivos de este estudio
estan disefiados para generar una base cientifica que sirve para minimizar y controlar la presencia
de patégenos en el mango fresco durante el empaque de postcosecha, distribucion, y las ventas
al por menor. Se incluyen tres objetivos en esta propuesta: 1) Evaluar la condicion de patégenos
de origen alimentario en las superficies de mango entero y fresco cortado; 2) Evaluar el riesgo de
contaminacion con patégenos de origen alimentario derivado de la utilizacion de préacticas de
manejo comunmente utilizadas en plantas de empaque de mango; y 3) Evaluar la capacidad que
posee la Salmonella de infiltrar el mango, y determinar la condicién de las células interiorizadas.
La mayor parte del trabajo se concentra en la Salmonellay la variedad de mango ‘Tommy Atkins’,
pero los experimentos también evaluaron la Listeria monocytogenes, en las variedades de mango
‘Ataulfo’ y ‘Kent. No se observaron reducciones significativas de Salmonella o L. monocytogenes
en la superficie del mango entero durante el almacenamiento a temperaturas tipicas en las que se
usan para la retencién o manejo del mango. Estos resultados implican que no se debe depender
de las tasas de reduccion microbiana en la postcosecha como una Medida Correctiva para cumplir
con los requerimientos regulatorios de inocuidad alimentaria aplicables al mango. Aunque la L.
monocytogenes no se propago sustancialmente en el mango fresco cortado bajo las temperaturas
tipicas de almacenamiento sometidas a prueba, es evidente que cuenta con el potencial de
sobrevivir durante la vida de anaquel del mango fresco cortado. Al hacer la comparacién con
investigacion publicada anteriormente sobre la Salmonellay la E. coliO157:H7, estos organismos
se propagaron en una forma sustancialmente mayor (p<0.05) que la Listeria monocytogenes. Si
se identifica algun control contra peligros bacterianos de la cadena de frio como un Control
Preventivo de Proceso que forma parte de un Plan de Inocuidad Alimentaria bajo el esquema de
la Reglamentacion Sobre Controles Preventivos de Alimentos para Humanos dentro del marco de
la Ley de Modernizacién de la Inocuidad Alimentaria (FSMA por sus siglas en inglés), la
Salmonella, no la L. monocytogenes, debe identificarse como el peligro bacteriano, ya que
presenta la tasa de propagacion mas vertiginosa. El uso de aspersores desinfectantes (cloro libre,
100 ppm, pH 6.5-7.5; (didxido de cloro, 5 ppm; ozono, 2 ppm; y APA (acido peroxiacético), 80
ppm) puede resultar en reducciones significativas de poblaciones de Salmonella en la superficie
del mango tanto con rodillos de PVC como de cepillos. Las reducciones sustanciales son
aparentes después de los 5 s en el caso de la mayoria de los desinfectantes, y contintan durante
hasta 60 s. Después de los 60 s, las reducciones superan los 3.5 log CFU/mango en el caso de
todos los desinfectantes salvo el ozono, y superan los 4 log CFU/mango con el cloro libre a 100
ppm y el APA a 80 ppm. La Salmonella se interioriza en el mango entero y algunas variedades de
mango, asi como algunas regiones en la superficie del mango, demuestran una mayor
susceptibilidad a la interiorizacion. La adicion del periodo de reposo entre la aplicaciéon de los
tratamientos hidrotérmico e hidroenfriado reduce sustancialmente la infiltracién de Salmonella.
Una vez interiorizadas, las poblaciones de Salmonella pueden incrementar a temperaturas de
almacenamiento mas altas, y persistieron en todas las temperaturas de almacenamiento
sometidas a evaluacion.

Antecedentes

En 2011, se ratificd la Ley de Modernizacion de la Inocuidad Alimentaria (FSMA por sus siglas en
inglés), ademas de dos reglamentaciones que impactaran a los productores y empacadores de
mango, asi como a todos aquellos que importan mango a los EE.UU. La Reglamentacién Sobre la
Inocuidad Alimentaria de Productos Agroalimentarios (PSR; US FDA, 2015a), impactara a
productores y a algunos empacadores. Uno de los aspectos mas polémicos de la PSR es el
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conjunto de requerimientos que rige la calidad microbiana del agua que hace contacto con la
porcidn cosechada de la fruta. Se han ofrecido alternativas a productores que necesitan utilizar
agua que no cumple con la normatividad propuesta para la calidad microbiolégica, denominadas
Medidas Correctivas. Estas incluyen (pero no se limitan a) la aplicacion de una intervencién de
postcosecha, como el lavado comercial, en el que se ha documentado la tasa de remocién
microbiana, o un intervalo de tiempo (en dias) entre la cosecha y la transferencia del producto a
un local minorista en el que se conocen las reducciones microbianas registradas con el paso del
tiempo. En ambos casos, la reduccion microbiana requerida durante la intervencion de
postcosecha o durante los periodos de almacenamiento en postcosecha esta sujeta a la calidad
inicial del agua utilizada. Actualmente, no existe informacion cientifica que sustente una
intervencion de postcosecha o un periodo de almacenamiento de postcosecha para el mango.

Algunos empacadores, importadores, o cualquier actor involucrado en la comercializacién del
mango fresco cortado, o de productos de mango de valor agregado, estan regidos por la
Reglamentaciéon Sobre Controles Preventivos (PC por sus siglas en inglés) de Alimentos para
Humanos (US FDA, 2015b), bajo el esquema de la Ley de Modernizacion de la Inocuidad
Alimentaria. La reglamentacion sobre controles preventivos requiere que todas las empresas que
manejan alimentos cuenten con un Plan de Inocuidad Alimentaria, incluyendo un andlisis de
riesgos y peligros. La piedra angular de estos programas es el componente de verificacion de la
existencia de controles preventivos con base en riesgos. Anteriormente, no existian datos
cientificos que podrian ser utilizados por la industria para el cumplimiento de la Reglamentacion
Sobre la Inocuidad Alimentaria, especificamente relacionada con la identificacion del patégeno
apropiado de interés, asi como estrategias de reduccién verificadas.

Cinco brotes de Salmonella documentados en norteamérica han estado vinculados con el mango,
ocurriendo en 1998, 1999, 2001, 2003, y 2012 en Oranienburg, Newport, Saintpaul, y Braenderup
y Worthington, respectivamente (Beatty et al., 2004; CDC, 2003; PHAC, 1998; Sivaapalasingam et
al., 2003; CDC, 2012). En todos los casos, el mango fresco importado resultd ser la fuente del
brote. Aunque la Salmonella es el Unico organismo que esta vinculado en la actualidad con
cualquiera de los brotes de norteamérica, existen inquietudes acerca de la L. monocytogenes a
raiz de recientes brotes y retiros de producto del mercado asociados con frutas frescas.

La investigacion ha demostrado que la Salmonella tiene la capacidad para interiorizarse en la
pulpa intacta de mango de la variedad ‘Tommy Atkins’ durante los tratamientos hidrotérmico y de
hidroenfriado durante la postcosecha, mismos a los que todo el mango fresco importado que ha
sido vinculado con los brotes de salmonelosis habia sido sometido (Penteado et al., 2004; Bordini
et al., 2007). También se ha documentado la propagacién de Salmonella que se ha interiorizado
en la pulpa de mango a lo largo de un periodo de 6 dias a una temperatura de 22°C (Bordini et al.,
2007). Lainteriorizacion en otras variedades de mango, asi como la condicién de los patégenos
interiorizados durante la distribucion a temperaturas tipicas no se ha sido previamente
documentado.

Existe poca informacion que detalle la propagacién y la supervivencia de Salmonella u otros
patdégenos sobre la superficie del mango. En mango fresco cortado, la Salmonella se propagd a
temperaturas de 23 y 12°C, y sobrevivié por un periodo extendido de tiempo a temperaturas de 4
y -20°C; la Escherichia coli O157:H7 se propag6 a 23°C, y sobrevivié a temperaturas de 12,4y -
20°C (Strawn y Danyluk, 2010). En pulpa de mango fresco, la E. coli O157:H7 sobrevivié durante
13 dias al almacenarse a temperaturas de 6 0 -10°C (Leite et al., 2002); la Salmonella Enteritidis
se propag6 a 25°C y sobrevivié a temperaturas de 10, 4, y -20°C, mientras que la Listeria
monocytogenes se propag6 tanto a temperatura de 25 como de 10°C, y sobrevivié a temperaturas

3



DANYLUK, Universidad de Florida/IFAS
Factores que inciden en la introduccion, condicion, y mitigacién de patégenos de origen alimentario en mango a lo largo de la
cadena productiva

de 4y -20°C (Penteado, et al., 2014). La E. coli O157:H7 sobrevivi6é en jugo de mango
almacenado a temperatura ambiente (25°C) y a temperatura de refrigeracion (7°C) durante 6y 8
dias, respectivamente, registrando mejores indices de supervivencia bajo refrigeracion, sin
importar la cepa o la adaptacion de acido, y las cuentas de poblacion de E. coli O157:H7
declinaron rapidamente a temperatura ambiente (Hsin-Yi y Chou, 2001). Ningun estudio
publicado anteriormente ha evaluado la supervivencia de patégenos en mango entero.

Existe poca informacion que se haya publicado anteriormente que haya evaluado métodos para
controlar la poblaciones de patégenos que podrian estar presentes en la superficie de mango.
Penteado et al. (2014) describe el potencial tanto de la Salmonella como la L. monocytogenes de
provocar la contaminacién cruzada de cuchillos contaminados durante el procesamiento. Aunque
Fernandes et al. (2014) describe la adhesion de Salmonella Typhimurium al mango como un
proceso multifactorial, en el que la aspereza y la hidrofobicidad de la superficie de la fruta no
afectan la eficiencia de los tratamientos de desinfeccion. El tratamiento de pedazos de cascara de
mango de 1 x 1 cm por sumersion en distintos desinfectantes y mezclas surfactantes durante 10
min no representa un tratamiento practico para las plantas de empaque que pueda servir para
remover patégenos de la superficie del mango, y es poca la informacién practica que se pueda
extraer de este estudio como para informar la verificacion de procesos de la planta de empaque.

Métodos de la Investigacion y Resultados
Obijetivo 1. Evaluar la condicion de patdgenos de origen alimentario en las superficies de mango
entero vy fresco cortado.

El principal enfoque del objetivo 1 era evaluar la persistencia de los patégenos de origen
alimentario en la superficie completa e intacta del mango, tema para el cual la informacion
publicada existente es limitada al considerar el caso de almacenamiento a distintas temperaturas.
El efecto del nivel del indculo en la supervivencia de los patégenos en mango entero se abordo
como retroalimentacion recibida de los actores interesados indicando que los niveles de
microorganismos utilizados en el laboratorio a menudo son irrealistamente altos como para ser de
valor practico. Para comparar el indculo, se inoculé Salmonella o L. monocytogenes en la
superficie de mango de la variedad ‘Tommy Atkins’ a concentraciones ya sea Altas (6 log) o Bajas
(3 log) y se almacend6 durante 14 dias a 25 £ 5°C. Las poblaciones de patégenos se enumeraron
luego de realizar un protocolo de frote (60 s)- sacudido (60 s)- frote (30 s). Se prepararon
diluciones seriadas en agua de peptona al 0.1% que se depositaron en la superficie (0.1 ml) por
duplicado en medios selectivos y no selectivos, con antibioticos segun correspondiera. Para
incrementar el limite de deteccion, se deposité un (1) ml de la dilucién mas baja en cuatro placas
cada una de (0.25 ml/placa) de medios selectivos y no selectivos. La Figura 1 muestra que las
poblaciones de Salmonella exhiben tendencias similares de propagacion para los niveles de
inoculacion tanto altos como bajos, ambos alcanzando una propagacion maxima para el dia 3
(Alto de 6.4 y Bajo de 5.8 Log CFU/mango). Posteriormente, los niveles declinan ligeramente para
el dia 14 (Alto de 6.1 y Bajo de 5.6 Log CFU/mango). Las poblaciones de L. monocytogenes,
asimismo, muestras tendencias semejantes para el in6culo alto y bajo (Figura 2) con una
propagacion maxima para el dia 7 (6.5 y 5.9 Log CFU/mango, respectivamente) y muestra una
reduccion leve para el dia 14 (6.1 y 5.6 Log CFU/mango, respectivamente). Tanto la Salmonella
como la L. monocytogenes se propagaron en la superficie del mango, un resultado inesperado.

Se completaron estudios para evaluar la persistencia de cécteles de Salmonellay L.
monocytogenes en la superficie de mango entero de las variedades ‘Ataulfo’, ‘Tommy Atkins', y
‘Kent. Se inocul6 fruta entera depositando 100 pl del céctel del in6culo de 6 log CFU/mango
sobre el area de la muestra debidamente marcada en la parte media y suave de la fruta. Fruta
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intacta inoculada se secé durante una (1) h antes del almacenamiento a la temperatura apropiada.
Las temperaturas seleccionadas para la evaluacion fueron 12, 20 y 30 £ 2°C. Estas temperaturas
fueron seleccionadas en base a la temperatura baja mas segura para la exposicion de tiempo
extendido del mango (12°C), la minima temperatura de refrigeracién por aire forzado (10°C), las
temperaturas recomendadas para el cuarto de almacenamiento y el embarque en contenedor
maritimo, o contenedor de tracto-camién (10 al 12°C), la temperatura recomendada para el
almacenamiento posterior al proceso de maduracion (10 a 13°C), la temperatura a la que el
mango se enfria en el hidroenfriado (hydrocooler) (21 a 22°C), la temperatura éptima para la
maduracién del mango (20 a 22°C), la temperatura ambiente aproximada de un escaparate a nivel
minorista (ca. 20°C), y la temperatura mas alta de exposicion para prevenir temperaturas que
causan una maduracion y un sabor deficientes (30°C) que los mangos experimentan al ser
descargados en una planta de empaque y procesados (Brecht, 2014). El mango se almacené por
hasta 28 dias. Las poblaciones de patégenos se enumeraron como se describe arriba. Las
Figuras 2 al 6 muestran que la propagacion de ambas poblaciones de patégenos incrementd en
las superficies de todas las variedades de mango, y en todas las temperaturas. Estos resultados
son semejantes a los experimentos preliminares de evaluacion del nivel del inéculo, en el que
ambos patdgenos se propagaron en la superficie del mango.

Aunque fue una parte relativamente menor de este objetivo, expandimos nuestro conocimiento
sobre la investigacion que ya habiamos realizado y sobre proyectos publicados con informacién
limitada acerca del mango fresco cortado y de la pulpa de mango, y evaluamos la condicién de los
patégenos de origen alimentario inoculados en superficies de pulpa de mango cortado y
almacenado a diferentes temperaturas. Debido a que este trabajo ya se publicd para Salmonella
y Escherichia coliO157:H7 (Strawn y Danyluk, 2010), este objetivo se llevd a cabo utilizando
Unicamente L. monocytogenes y mango de la variedad ‘Tommy Atkins'. Se colocé fruta cortada
(10 g) en una placa de Petri y se inocul6 con 20 pl a 3 log CFU/g y se mantuvo en un gabinete de
bioseguridad durante 20 min para permitir que el in6culo se secara. Luego del periodo de secado,
se colocaron muestras en una bolsa filtrada estéril Stomacher®. Las bolsas no se sellaron para
permitir el movimiento de aire y para prevenir la creacién de un entorno anaerdébico a raiz de la
respiracion de la fruta. Muestras cortadas a 4, 12 y 20 + 2°C por hasta 28 dias. Las temperaturas
seleccionadas para la evaluacion fueron 4, 12, y 20 + 2°C. Estas temperaturas representan la
temperatura 6ptima para el almacenamiento de producto fresco cortado (4°C), la temperatura
comun de escaparate abierto refrigerado de tiendas minoristas (10 a 12°C), y temperaturas
ambientes (20°C). Las poblaciones de patéogenos se enumeraron en la forma descrita arriba, con
una excepcion; las muestras se colocaron en bolsas Stomacher durante 2 min a alta velocidad, en
lugar de someterse al proceso frote-sacudido-frote. A 4y 12°C, las poblaciones de L.
monocytogenes permanecieron estables durante 14 dias declinando ligeramente (0.8 log CFU/g)
para el dia 28 (Figura 7). Al almacenarse a 20°C, las poblaciones de L. monocytogenes
incrementaron ligeramente para el dia 3 (0.6 log CFU/g) y posteriormente declinaron a lo largo de
los 7 dias de almacenamiento (Figura 7).

Obijetivo 2. Evaluacién de los riesgos de contaminacion con patégenos de origen alimentario
derivada de practicas utilizadas cominmente en plantas de empagque de mango.

El principal enfoque de este objetivo sera evaluar el control de patdégenos de origen alimentario
por medio de varios pasos utilizados actualmente en la produccion de mango. Después de que la
fruta sale del estanque inicial, se pasa por una operacion de aspersién para remover la tierra,
latex, y otros materiales adheridos a la fruta. Es aqui donde evaluamos la eficacia de los quimicos
antimicrobianos aprobados por la Agencia de Proteccién del Medio Ambiente de EE.UU. (US
Environmental Protection Agency (EPA por sus siglas en inglés) como productos que pueden
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tener contacto con alimentos en operaciones de aspersion de mango utilizando una operacion de
escala de piloto con rodillos de PVC y cepillos. Se evaluaron cuatro desinfectantes diferentes,
incluyendo cloro, diéxido de cloro, ozono, y acido peroxiacético (APA). Se usdé mango de la
variedad ‘Tommy Atkins’ para todos los estudios. Cuando se juzgd necesario, el mango se
almacenoé a una temperatura de 12°C, y se calent6 hasta llegar a temperatura ambiente antes de
usarse. Se realiz6 la preparacion de cocteles de Salmonella, la inoculacién de mango entero, y la
enumeracioén de la Salmonella después del tratamiento como se describe arriba. Se prepararon
cuatro soluciones distintas para el aspersor de desinfectante en agua subterranea que cumple los
estandares microbioldgicos para agua potable, incluyendo: (i) cloro, 100 ppm, pH 6.5-7.5; (ii)
diéxido de cloro, 5 ppm; (iii) ozono, 2 ppm; y (iv) APA, 80 ppm. Un control de agua también sera
evaluado. Ambos rodillos de cepillos y PVC se evaluaron. El mango se colocé en el sistema de
aspersor y de rodillos, y se traté durante 0, 5, 15, 30 y 60 s. Tres mangos se trataron en la mesa
de cepillado uno a la vez y el experimento se duplicd cinco veces (n=15). A raiz de que no
siempre habia disponibilidad de mango sin lavar/sin encerar que no haya sido sometido al
Tratamiento Hidrotérmico de USDA APHIS, se realizé un ensayo pequeno (n=3) para determinar
si existian diferencias en la eliminacion de Salmonella entre mango que habia sido sometido al
hidrotérmico anteriormente, y mango que no habia sido tratado, como se describe arriba, con
cloro, APA, agua, y didéxido de cloro.

Al utilizar rodillos de cepillo, se observaron diferencias estadisticamente significativas (P<0.05) en
las reducciones de Salmonella entre el agua, cloro y didxido de cloro, asi como el tratamiento con
APA sin importar el periodo de lavado (Figura 8A). No se observaron diferencias significativas
(P>0.05) entre el ozono y agua. La mayor reduccion log en el tratamiento con APA ocurrié a los
60 s (5.13%£1.03), comparado con el cloro (4.43+0.95), didxido de cloro (3.81+£0.64), ozono
(3.20+£0.50) y tratamiento de agua (3.27%£0.50). En todos los casos, las reducciones log
incrementaron con periodos méas extensos de tratamiento. El cloro, diéxido de cloro, ozono y el
agua, asi como el lavado con APA lograron por lo menos reducciones de 3-log y 4-log
CFU/mango, respectivamente.

Los resultados de los rodillos PVC aparecen en la Figura 8B. No se observaron diferencias
significativas (P>0.05) entre el agua, didéxido de cloro, y ozono. La mayor reduccién log ocurrid
con el tratamiento APA a los 60 s (4.65+1.04), comparado con el cloro (4.46+0.83), diéxido de
cloro (3.77£0.41), ozono (2.70+0.10) y tratamiento de agua (3.27+0.50). En todos los casos, las
reducciones log incrementaron con periodos de tratamiento mas extensos. El lavado con cloro y
APA produjo una reduccion de por lo menos 4-log, el diéxido de cloro y el agua produjo una
reduccion de 3-log, y el ozono produjo una reduccién de por lo menos 2.5 log-CFU/mango.

Los resultados de los tratamientos con desinfectantes en mango que no ha sido sometido al
hidrotérmico aparecen en la Figura 9. En el caso de los rodillos con cepillo (Figura 9A), la mayor
reduccion log ocurrié en el tratamiento con APA a los 60 s (5.2+1.1), comparado con el cloro
(4.1£0.0), dioxido de cloro (4.2+0.0), y tratamiento de agua (2.940.4). Los resultados de los
rodillos PVC aparecen en la Figura 9B. La mayor reduccion del tratamiento con cloro ocurrié a los
60 s (4.8+1.2), comparado con el APA (3.4+0.3), di6xido de cloro (3.8+0.5), y tratamiento de agua
(3.4+0.3). En todos los casos, las reducciones log incrementaron con periodos de tratamiento més
extensos, y las reducciones son semejantes a las de experimentos de mayor escala realizados en
mango sometido al hidrotérmico.

Asimismo, se realizé un andlisis de experimentos correspondientes para evaluar la eficacia de los
cuatro productos quimicos antimicrobianos (cloro, diéxido de cloro, ozono, y APA) en una
operacion de aspersion de mango utilizando una operacion de escala de piloto con rodillos de
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cepillo y de PVC en contra L. monocytogenes luego de cumplir con los protocolos semejantes
descritos arriba; una diferencia importante fue el tamano de la muestra (n=3 frutos en lugar de
n=15). Los resultados de la eliminaciéon de L. monocytogenes del mango utilizando distintos
desinfectantes en rodillos de cepillo y de PVC aparecen en la Figura 10. Los resultados de los
rodillos de cepillo aparecen en la Figura 10A. La mayor reduccién log registrada en los
tratamientos con cloro y APA ocurri6 a los 60 s (4.3), comparado con el diéxido de cloro (2.7+0.3),
ozono (2.5%0.7) y tratamiento de agua (3.9+0.5). En los rodillos de PVC (Figura 10B), la mayor
reduccion log del tratamiento con APA ocurri6 a los 60 s (4.3+0.3), comparado con el cloro
(4.0£0.0), diéxido de cloro (3.5+0.0), ozono (2.0£0.0) y tratamiento de agua (3.0+0.5). En todos los
casos, las reducciones log incrementaron con periodos de tratamiento mas extensos.

Obijetivo 3. Evaluacién de la capacidad que posee la Salmonella spp. de infiltrar el mango y
determinar la condicion de las células interiorizadas después de la infiltracion.

El tratamiento hidrotérmico (46.1°C) para el control de la mosca de la fruta varia en base a la
forma general y el peso de la fruta. Las variedades de mango ‘Tommy Atkins’ y ‘Kent son
redondas, que pueden sumergirse durante 75 min (<500 g) o 90 min (501-700 g). El mango
‘Ataulfo’ es una variedad plana y el periodo de sumersién es 65 min (<375 g) o 75 min (376-570
g). Después del hidrotérmico, el mango generalmente es sometido al tratamiento de
hidroenfriado. El hidroenfriado se aprueba inmediatamente después de la aplicacién del
tratamiento hidrotérmico si se agregan 10 min a los periodos del hidrotérmico (Brecht, 2014). De
manera alternativa, la fruta puede someterse al hidroenfriado después de un periodo de reposo de
por lo menos 30 min a temperatura ambiente sin cambios al tratamiento hidrotérmico (USDA,
2010). El agua del estanque del hidroenfriado no puede tener una temperatura por debajo de los
21°C. Mango de las variedades ‘Tommy Atkins', ‘Ataulfo’ y ‘Kent fueron utilizado para los
estudios. Mango que no ha sido lavado/encerado que no se ha sometido al tratamiento
hidrotérmico del USDA APHIS fue obtenido de Florida para este estudio. El mango se separ6 en
base al peso en dos categorias de calibre: <500 g o 501-700 g para las variedades ‘Tommy
Atkins'y ‘Kent y <375 g, y 375-570 g para el ‘Ataulfo’. Mango a temperatura ambiente se
sumergié en agua que cumple los estandares para agua potable calentada a una temperatura de
41.6°C durante el periodo que corresponde a la forma, peso, y tiempo en el hidroenfriado (USDA,
2010). Todo el mango ‘Tommy Atkins’ y ‘Kent que se sometié a evaluacion pesaba <500 g, y se
sumergié durante 85 min. El mango ‘Ataulfo’ que pesaba <375 g se sumergié durante 75 min y
los que pesaban entre 376 y 570 g se sumergieron durante 85 min.

El coctel del indculo se prepard como se describe arriba. Agua subterranea que cumple los
estandares microbiolégicos para agua potable se ajustd a 21°C, y se agreg6 el céctel de
Salmonella al agua para lograr un nivel de in6culo de 6 log CFU/ml. Se sumergié mango a una
profundidad de 12 cm en el agua de enfriado inoculada, ya sea inmediatamente después de la
aplicacion del tratamiento hidrotérmico o después de 30 min a temperatura ambiente. El mango
se removid del tratamiento de hidroenfriado después de 0, 30, 40, y 50 min. Inmediatamente
después de sacarlo del hidroenfriado, la superficie del mango se desinfectdé mediante la aspersiéon
con etanol al 95% y se limpi6 con una toalla de papel remojada en etanol al 95%. Una vez que se
realizé la desinfeccion de la superficie, el mango se secd durante 10 min en placas Petri estériles.

Las poblaciones de Salmonella se enumeraron desde el tallo, la seccién media, y el extremo de la
flor del mango. En una tabla de picar esterilizada, piel del extremo de la flor, piel del extremo de la
cicatriz del tallo, y una seccién de la piel de la seccion media (ca. 3-5 mm), se removié utilizando
un cuchillo dentado esterilizado. Una despepitadora esterilizada (1.9 cm de diametro) se insertd
en el extremo de la flor, extremo de la cicatriz del tallo o en la seccién media para remover la
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semilla de la pulpa del mango. Se utiliz6 un hisopo de algoddn estéril para remover el centro de la
despepitadora. Cada seccién del centro se peso, y se colocd en una bolsa para digestor
Stomacher® estéril y filtrada utilizando pinzas esterilizadas. Luego de preparar los segmentos de
los centros, se agregaron 25 ml de caldo de lactosa a cada bolsa y las muestras se sometieron a
un proceso de macerado por 60 s en la modalidad mas alta del digestor Stomacher®. Una vez
digeridas, se agregaron 15 ml de caldo de lactosa y la bolsa se sacudié a mano durante 30 s. Las
poblaciones de Salmonella se enumeraron de estos centros utilizando dos métodos, por cuenta
de placas como se describe arriba y por Nimero Mas Probable (MPN por sus siglas en inglés),
con un limite menor de deteccion de 0.1 log MPN/segmento. Se monté un MPN 3 x 3 para la
mezcla de tejidos homogenizados mediante la extraccién de 3 x 10 ml, 1 mly 0.1 ml de cada
muestra y agregando cada una a una probeta estéril, 9 ml de caldo de lactosa, y 9.9 ml de caldo
de lactosa, respectivamente. Las probetas se incubaron por 24 + 2 h a 35 + 2°C. Después de la
incubacién, se transfirio6 1 ml de cada probeta a 9 ml de caldo de tetrationate (TT) y 0.1 ml se
transfirié a 9.9 ml de caldo de Rappaport-Vassiliadis R10 (RV). Las probetas con caldo TT se
incubaron de un dia para otro (24 £ 2 h) a 35 + 2°C y las probetas RV se incubaron durante 48 + 2
h a 42 + 2°C. Después de la incubacion, las probetas TT y RV se vertieron sobre agar entérico
Hektoen (HE) y agar de desoxicolato de lisina xilosa (XLD) suplementado con antibiéticos, segun
corresponda. Las placas se incubaron por 24 + 2 h a 35 + 2°C, y los positivos presuntivos para
colonias de Salmonella fueron confirmados mediante la perforacion y el rayado sobre agar triple
azucar hierro (TSI) y agar hierro lisina (LIA) incubados a 35 + 2°C por 24 + 2 h. Todos los
experimentos utilizaron muestras en triplicado en mango no tratado (n=3).

La infiltracion de la Salmonella fue significativamente (P < 0.05) impactada por variedad, regién de
la fruta, periodo del hidroenfriado, y la afnadidura de un periodo de reposo entre el hidrotérmico y
el hidroenfriado. EI mango sometido al hidroenfriado por 50 y 40 min resulté en un mayor indice
de infiltracion (3.2 y 3.1 log CFU/segmento) comparado con 30 min (2.7 log CFU/segmento). Las
variedades ‘Tommy Atkins' y ‘Atualfo’ (3.1 y 3.2 log CFU/segmento, respectivamente) exhibieron
una mayor susceptibilidad a la infiltracion que la variedad Kent con 2.7 log CFU/segmento.
Mayores concentraciones de Salmonella estuvieron presentes en la pulpa muestreada de los
extremos del tallo en las tres variedades (4.0 — 4.7 log CFU/segmento) que del extremo de la flor
o de la seccién media (1.9-2.8 log CFU/segmento). La anadidura de un periodo de reposo de 30
minutos resultdé en una reduccién significativa de Salmonella interiorizada de 3.1 a 2.8 log
CFU/muestra (P < 0.05) a través de todas las variedades y regiones de la pulpa.

Los resultados de los experimentos en los que el mango se sumergié inmediatamente en el agua
subterranea se pueden ver en la Figura 11. Se observaron niveles mas altos de interiorizacién de
Salmonella en la cicatriz del tallo, que en la seccion media o en el extremo de la flor para todos los
tipos de mango en todos los tiempos del hidroenfriado. La interiorizacion en la cicatriz del tallo, la
seccidén media, y el extremo de la flor, registraron indices generalmente mas altos en el mango
‘Ataulfo’ (Figura 11C), que en el mango ‘Tommy Atkins’ (Figura 11A) o el mango ‘Kent (Figura
11B).

Los resultados de los experimentos en los que el mango reposaron a temperatura ambiente por
30 min antes de someterse al hidroenfriado se pueden ver en la Figura 12. Se observaron niveles
mas altos de interiorizacion de Salmonella en la cicatriz del tallo, que en la seccién media o en el
extremo de la flor para todos los tipos de mango y en todos los tiempos del hidroenfriado con la
excepcion del mango ‘Ataulfo’ que se sometié al hidroenfriado durante 50 minutos. La
interiorizacion en la cicatriz del tallo, seccién media y extremo de la flor registraron indices
generalmente mas altos en el mango ‘Ataulfo’ (Figura 12C), que en el mango ‘Tommy Atkins’
(Figura 12A) o en el mango ‘Kent (Figura 12B).
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Para poder determinar lo que ocurre con las poblaciones de Salmonella que se han interiorizado
en la pulpa de mango durante el tratamiento hidrotérmico de APHIS, se interiorizaron poblaciones
de Salmonella en mango ‘Ataulfo’ como se describe arriba. Luego de secarse, el mango se
almacen6 a 12, 20 y 30 £ 2°C. Las poblaciones de Salmonella serdn enumeradas del extremo de
la flor, extremo del tallo y seccién media como se describe arriba los dias: 12 £ 2°C, dias 0, 1, 3,
5,7,10, 14,21,y 28; 20 + 2°C, dias 0, 1, 3, 7, 10, 14,y 21; 30 £ 2°C, dias 0, 1, 3,5, 7, 10, y 14. A
raiz de la disponibilidad limitada de mango ‘Ataulfo’ que no habia sido sometido al hidrotérmico en
Florida, se efectuaron tres reproducciones con muestras sencillas (n=3).

La condicion de las poblaciones de Salmonella interiorizadas en mango ‘Ataulfo’ y almacenadas a
12, 20, 0 30°C aparece en la Figura 13. Las concentraciones iniciales de Salmonella interiorizada
registraron algo de variabilidad en los tejidos de la cicatriz del tallo, seccion media, y extremo de la
flor. Las poblaciones interiorizadas, en general, permanecieron constantes durante el
almacenamiento a 12°C por hasta 28 dias (Figura 13A). Cuando las temperaturas del
almacenamiento incrementaron a 20 o 30°C, la Salmonella interiorizada en los tejidos de la
cicatriz del tallo incrementaron durante los primeros 3 dias, luego permanecieron estables durante
el resto del periodo de almacenamiento (21 dias a 20°C, Figura 13B; 14 dias a 30°C Figura 13C).
Las poblaciones interiorizadas en las secciones medias incrementaron tanto a la temperatura de
20°C como de 30°C dentro de las primeras 24 h, pero el incremento no fue sustentable, y las
poblaciones permanecieron estables a niveles semejantes a los de las poblaciones interiorizadas
en el extremo de la flor (Figura 13 B y C) por el resto del periodo del almacenamiento.

A fines del verano de 2017, Danyluk viaj6é a una planta de empaque de mango donde el
tratamiento hidrotérmico se esté utilizando para tratar mango antes de su arribo a los EE.UU. Este
viaje fue extremadamente valioso para Danyluk, y el CPS debe alentar actividades semejantes
entre investigadores y la industria toda vez que sea posible.

Resultados y Logros

Se realizaron estudios iniciales para abordar la inquietud de los actores interesados de que el
nivel de microorganismos utilizado en el laboratorio es irrealistamente alto como para ser de valor
practico. Los resultados demuestran que la concentracion del in6culo inicial no ejerce un impacto
en la supervivencia de patdégenos en la superficie del mango entero. Por lo tanto, los in6culos
altos fueron utilizados en estudios subsiguientes. No se observaron reducciones sustanciales de
Salmonella o de L. monocytogenes en la superficie del mango entero. Estos resultados implican
que no se debe depender de las tasas de reduccion microbiana en la postcosecha como una
Medida Correctiva para cumplir con los requerimientos de la reglamentacién sobre la inocuidad
alimentaria del mango.

e Aunque la L. monocytogenes no se propag6 sustancialmente bajo las temperaturas de
almacenamiento que se sometieron a prueba, tiene el potencial de sobrevivir durante la vida
de anaquel del mango fresco cortado. Sin embargo, al compararse con investigacion
publicada anteriormente sobre la Salmonellay el E. coliO157:H7 (Strawn y Danyluk, 2010),
las poblaciones de Salmonellaa 12 y 20°C, y las poblaciones STEC a 20°C, se propagaron
sustancialmente mas (p<0.05) que la Listeria monocytogenes. Si se identifica algun control de
riesgos bacterianos durante la cadena del frio como Control Preventivo del Proceso en el
Andlisis de Riesgos de un Plan de Inocuidad Alimentaria para el mango fresco cortado bajo el
esquema de la Reglamentacion de Controles Preventivos de Alimentos para Humanos de
FSMA, la Salmonella, y no la L. monocytogenes, debe identificarse como el riesgo bacteriano,
ya que registra la tasa de crecimiento mas vertiginosa.
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El uso de desinfectantes puede reducir sustancialmente las poblaciones de Salmonella en la
superficie del mango tanto con rodillos de PVC como de cepillo. Reducciones significativas son
aparentes después de los 5 s, y contintan por hasta 60 s. Después de los 60 s, las reducciones
exceden 3.5 log CFU/mango con todos los desinfectantes salvo el ozono, y exceden 4 log
CFU/mango con 100 ppm cloro libre y 80 ppm APA.

La Salmonella se interioriza en el mango entero con algunas variedades de mango y algunas
regiones en la superficie del mango demostrando una mayor susceptibilidad a la interiorizacion.
La anadidura del periodo de reposo entre el tratamiento hidrotérmico y el tratamiento de
hidroenfriado produce una reduccion sustancial en la infiltracion de Salmonella. Una vez
interiorizadas, las poblaciones de Salmonella pueden incrementar a temperaturas de
almacenamiento mas altas, y persistir a todas las temperaturas evaluadas.

Resumen de Conclusiones y Recomendaciones

¢ No se observaron reducciones sustanciales de Salmonella o de L. monocytogenes en la
superficie del mango entero. Estos resultados implican que no se debe depender de las tasas
de reduccion microbiana en la postcosecha como Medida Correctiva para cumplir los
requerimientos de las reglamentaciones de inocuidad alimentaria del mango.

o Si se identifica algun control de riesgos bacterianos durante la cadena del frio como Control
Preventivo del Proceso en el Analisis de Riesgos de un Plan de Inocuidad Alimentaria para el
mango fresco cortado bajo el esquema de la Reglamentacion de Controles Preventivos de
Alimentos para Humanos de FSMA, la Salmonella, y no la L. monocytogenes, debe
identificarse como el riesgo bacteriano, ya que registra la tasa de crecimiento mas vertiginosa.

e El uso de un sistema de lavado por aspersién de agua, con rodillos de PVC o de cepillo,
puede utilizarse como Medidas Correctivas tal y como las define la Reglamentacién Sobre la
Inocuidad Alimentaria y como Controles Preventivos de Procesos como los define la
Reglamentacion Sobre Controles Preventivos de Alimentos para Humanos.

o Las mayores reducciones se observaron después de 60 s con 100 ppm cloro libre y 80
ppm APA.

o Las reducciones especificas que se requieran en las verificaciones se basaran en el tipo
de rodillo, tipo de desinfectante, y tiempo de contacto.

e Las poblaciones de Salmonella que estan presentes en el agua del estanque del hidroenfriado
pueden interiorizarse en la pulpa del mango si el mango se enfria a temperatura ambiente
antes de aplicar el hidroenfriado. Se necesita el debido control del desinfectante en el agua del
estanque del hidroenfriado para prevenir la interiorizacion.
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Figura 1. El comportamiento durante el almacenamiento a 25 + 5°C de la Salmonella spp.
inoculada en mango entero a niveles de 4 log CFU (m), y 2 log CFU (e) por mango. Los valores
son el promedio de muestras duplicadas de cada uno de tres experimentos (n = 6)
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Figura 2. El comportamiento durante el almacenamiento a 25 + 5°C de la Listeria monocytogenes

inoculada en mango entero a niveles de 6 log CFU (m), y 3 log CFU (e) por mango. Los valores
son el promedio de muestras duplicadas de cada uno de tres experimentos (n = 6)
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Kent Mangoes - Safmanella spp.
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Figura 3. Supervivencia de un céctel de Salmonella cepa 5 inoculado en la superficie de mango
de la variedad Kent almacenado a 12 + 2°C por 28 dias, 20 + 2°C por 21 dias, y 30 + 2°C por 14
dias. Los valores representan el error promedio y estandar de 3 reproducciones con muestras
duplicadas (n=6).

Tommy Atkins Mangoes - Salmanello spp.
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Figura 4. Supervivencia de un céctel de Salmonella cepa 5 inoculado en la superficie de mango
de la variedad Tommy Atkins almacenado a 12, 20, y 30 + 2°C por 14 dias. Los valores
representan el error promedio y estandar de 3 reproducciones con muestras duplicadas (n=6).

Ataulfo Mangoes - Salmonello spp.
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Figura 5. Supervivencia de un céctel de Salmonella cepa 5 inoculado en la superficie de mango
de la variedad Ataulfo almacenado a 12, 20, y 30 + 2°C por 7 dias. Los valores representan el
error promedio y estandar de 3 reproducciones con muestras duplicadas (n=6).
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Tommy Atkins Mangoes - Listeric monocyiogenes
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Figura 6. Supervivencia de un coctel de Listeria monocytogenes cepa 5 inoculado en la
superficie de mango de la variedad Tommy Atkins almacenado a 12, 20, y 30 = 2°C por 7 dias.
Los valores representan el error promedio y estandar de 3 reproducciones con muestras

duplicadas (n=6).

Fresh Cut Tommy Atkins - Listeria monocytogenes

logCFU/p
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Figura 7. Supervivencia de un coctel de Listeria monocytogenes cepa 5 inoculado en mango
cortado de la variedad Tommy Atkins almacenado a 4, 12, y 20 + 2°C por 28 dias. Los valores
representan el error promedio y estandar de 3 reproducciones con muestras duplicadas (n=6).
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Figura 8. Reduccion de un céctel de Salmonella Cepa 5 en la superficie de mango ‘Tommy
Atkins’ tratado por hasta 60 s con100 ppm cloro libre (pH 6.5), 80 ppm APA, 5 ppm diéxido de
cloro, 2 ppm 0zono, 0 agua subterranea en un sistema de lavado con rodillos de cepillo y

aspersiéon con agua desde arriba (A) o un sistema de lavado con rodillos de PVC y aspersion con

agua desde arriba (B). Los valores representan el error promedio y estandar de cinco
reproducciones con muestras en triplicado (n=15), la curva intermitente representa el limite de la
deteccién (2 log CFU/mango).
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Figura 9. Reduccion de un céctel de Salmonella cepa 5 en la superficie de mango ‘Tommy

Atkins’ no sometido al hidrotérmico y tratado por hasta 60 s con 100 ppm cloro libre, 80 ppm APA,

5 ppm diéxido de cloro, 0 agua subterrdnea en un sistema de lavado con rodillos de cepillo y
aspersion con agua desde arriba (A) o un sistema de lavado con rodillos de PVC y aspersion de
agua desde arriba (B). Los valores representan el error promedio y estandar de muestras en
triplicado (n=3), la curva intermitente representa el limite de deteccién (2 log CFU/mango).
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Figura 10. Reduccion de un céctel de L. monocytogenes cepa 5 en la superficie de mango
‘Tommy Atkins' tratado por hasta 60 s con 100 ppm cloro libre (pH 6.5), 80 ppm APA, 5 ppm
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diéxido de cloro, 2 ppm 0zono, 0 agua subterranea en un sistema de lavado con rodillos de cepillo
y aspersiéon con agua desde arriba (A) o un sistema de lavado con rodillos de PVC y aspersién de
agua desde arriba (B). Los valores representan el error promedio y estandar de 5 reproducciones

con muestras en triplicado (n=3), la curva intermitente representa el limite de deteccién (2 log

CFU/mango).
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Figura 11. Interiorizacion de un coctel de Salmonella cepa 5 en mango (A) ‘Tommy
Atkins’, (B) ‘Kent’, y (C) ‘Ataulfo’ sumergido en agua a 21°C y a una profundidad de 12 cm
por hasta 50 min, inmediatamente después del tratamiento hidrotérmico a 46.1°C. Los
valores representan el error promedio y estandar de tres muestras (n=3), la curva sélida
representa el limite inferior (0.1 log MPN/segmento) de la deteccidn.
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Figura 12. Interiorizacién de un coctel de Salmonella cepa 5 en mango (A) ‘Tommy Atkins’, (B)
‘Kent’, y (C) ‘Ataulfo’. EI mango se sometio al tratamiento hidrotérmico a 46.1°C, seguido por un
periodo de reposo de 30 min a temperatura ambiente, y posteriormente se sumergié en agua a
21°C a una profundidad de 12 cm por hasta 50 min. Los valores representan el error promedio y
estédndar de tres muestras (n=3), la curva sélida representa el limite inferior (0.1 log
MPN/segmento) de la deteccién.
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Figura 13. Persistencia de un céctel de Salmonella cepa 5 interiorizada en mango
‘Ataulfo’ y almacenada a (A) 12°C, (B) 20°C, o (C) 30°C. Los valores representan el error
promedio y el error estandar de tres muestras (n=3).
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Sugerencias para CPS (opcional)

Ninguna.
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