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Resumen

El consumo de melén Honeydew ha crecido a nivel mundial; sin embargo, su produccién puede representar un riesgo para la salud
publica si se contamina con bacterias patégenas como Escherichia coli, capaces de formar biopeliculas en superficies agricolas.
El objetivo de este estudio fue evaluar la capacidad de adherencia de cepas patdgenas de E. coli aisladas de distintos puntos del
sistema de produccion de melén Honeydew en Hermosillo, Sonora, sobre materiales cominmente utilizados en la cosecha y
empaque. Se seleccionaron cuatro cepas representativas y una cepa control, y se evalué su adherencia sobre cartén, polietileno,
polipropileno y cascara de melon durante diferentes tiempos de contacto (3, 6, 12 y 24 horas). La cuantificacion se realizé mediante
técnicas microbiologicas estandar y analisis estadistico utilizando ANOVA de un factor y regresion lineal multiple. Los resultados
indicaron que el tipo de cepa no tuvo un efecto significativo en la adherencia, mientras que la superficie y el tiempo si fueron
factores determinantes. Las superficies de polipropileno y polietileno mostraron significativamente menor retencién bacteriana.
Estos hallazgos destacan la importancia del tipo de material en la formacién de biopeliculas, y sugieren que el uso de superficies
con menor afinidad bacteriana podria contribuir a mejorar la inocuidad alimentaria, especialmente en etapas criticas de la cosecha
y empaque.
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Abstract

The consumption of Honeydew melon has increased worldwide; however, its production can pose a public health risk if
contaminated with pathogenic bacteria such as Escherichia coli, which can form biofilms on agricultural surfaces. The objective of
this study was to evaluate the adhesion capacity of pathogenic E. coli strains isolated from different points in the Honeydew melon
production system in Hermosillo, Sonora, on materials commonly used during harvest and packing. Four representative strains and
one control strain were selected, and their Adhesion was assessed on cardboard, polyethylene, polypropylene, and melon rind at
different contact times (3, 6, 12, and 24 hours). Quantification was performed using standard microbiological techniques and
statistical analysis, including one-way ANOVA and multiple linear regression. The results indicated that the type of strain did not
have a significant effect on Adhesion, whereas surface type and contact time were determining factors. Polypropylene and
polyethylene surfaces showed significantly lower bacterial retention. These findings underscore the significance of surface material
in biofilm formation, suggesting that the use of low-bacterial-affinity materials may enhance food safety, particularly during the
harvesting and packing stages.
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Introduccion

El consumo de frutas frescas, como el melon Honeydew, ha aumentado en todo el mundo gracias a su sabor
agradable, alto valor nutritivo y beneficios para la salud. Sin embargo, junto con su popularidad, también ha
crecido la preocupacion por su seguridad microbioldgica, especialmente cuando estos productos se
contaminan con bacterias capaces de causar enfermedades (Aladhadh, 2023). Una de las bacterias mas
estudiadas en este contexto es Escherichia coli, un microorganismo que habita normalmente en el intestino
humano y animal. Aunque muchas de sus cepas son inofensivas, otras son consideradas patogenas y pueden
provocar infecciones gastrointestinales severas, particularmente en poblaciones vulnerables (Nasrollahian,
Graham, & Halaji, 2024). Estas cepas pueden llegar a los alimentos a través del agua de riego, el suelo, los
utensilios, los equipos de empaque o incluso el contacto humano durante la cosecha y manipulacion (Enciso
et al., 2022; Omotosho et al., 2024).

Una caracteristica que hace especialmente preocupante a ciertas cepas de E. coli patdogena es su capacidad
de formar biopeliculas en alimentos, superficies y equipos de la industria alimentaria (Sadeghzadeh et al.,
2024). Estas biopeliculas son estructuras complejas que se originan cuando las bacterias se adhieren a una
superficie y comienzan a producir una matriz protectora compuesta por sustancias como polisacaridos,
proteinas, lipidos y fragmentos de ADN. Esta matriz extracelular funciona como una barrera fisica que no
solo mantiene unidas a las células bacterianas, sino que también les permite resistir condiciones adversas,
como la desecacion, la accion de agentes desinfectantes y ciertos antibioticos (Elafify et al., 2024). Gracias
a esta estrategia, las bacterias que forman biopeliculas pueden persistir durante largos periodos en entornos
agricolas y de procesamiento, aumentando el riesgo de contaminacién cruzada.

Diversos estudios han documentado la presencia de E. coli en superficies clave del entorno agricola. Por
ejemplo, Igbinosa et al. ( 2023) reportaron cepas de E. coli en diversas granjas agricolas de Edo, Nigeria,
con una prevalencia del 68 % en muestras de suelo, 28 % en agua de riego y 24.4 % en vegetales. De manera
similar, Enciso et al. (2022) detectaron E. coli en el 7.2 % de las muestras recolectadas a lo largo de la cadena
de produccion de melon Honeydew en Sonora, México, incluyendo agua de riego, melones cosechados,
manos de los trabajadores del empaque, cajas y melones de rezaga. En el norte de México, Corzo et al.
(2019) identificaron la presencia de E. coli en granjas e instalaciones de empaque de chile jalapefio, tomate
y melon. Las prevalencias fueron del 19.9 % en agua de riego, 24.9 % en fuentes de agua, 15.2 % en manos
de trabajadores de cosecha, 8.8 % en manos de trabajadores de distribucion, 2.6 % en manos de trabajadores
de empaque y 5.6 % en suelo. Asimismo, en Portugal, Aratjo et al. (2017) aislaron E. coli en el 50 % de las
muestras de agua de riego y en el 38 % de vegetales recolectados en pequefias granjas familiares de Estarreja.

Aunque existen multiples estudios que evidencian la presencia de E. coli en diferentes etapas de la
produccion agricola, son limitados los que analizan detalladamente su comportamiento en cuanto a la
adherencia a superficies especificas que forman parte de la cadena de produccion del melon Honeydew,
como cajas, mesas, plasticos o la propia céscara del fruto. Esta fruta es ampliamente cultivada y exportada
desde el noroeste de México, lo que convierte a su produccion en un punto clave para la seguridad alimentaria
regional e internacional. Comprender si las cepas patogenas de E. coli presentes en este sistema tienen la
capacidad de formar biopeliculas en distintos materiales puede ayudar a identificar puntos criticos de control
y mejorar los procesos de higiene
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Materiales y métodos

Este estudio se desarrolld a partir de una investigacion previa realizada en Hermosillo, Sonora, México,
enfocada en identificar los reservorios ambientales de E. coli en la cadena de produccion de melon
Honeydew (Enciso et al., 2022). En dicho trabajo se recolectaron 445 muestras ambientales, de las cuales se
aislaron 32 cepas de E. coli provenientes de agua de represo, melones cosechados, manos de trabajadores
del empaque, cajas de carton y melones descartados (de rezaga).

Para evaluar la capacidad de adherencia de cepas patogenas de E. coli a distintas superficies presentes en el
sistema agricola, se seleccionaron cuatro cepas representativas aisladas de puntos criticos del proceso
productivo: A34 y A35-2 (ambas provenientes del agua de riego), MR11 (aislada de melones de rezaga) y
C49 (proveniente de cajas de empaque). Como control positivo se utilizé la cepa de referencia E. coli ATCC
700416 y como negativo las diferentes superficies sin contacto con la bacteria (polietileno, polipropileno,
carton y superficie del melon Honeydew). Estas cepas fueron seleccionadas debido a sus caracteristicas de
relevancia clinica y microbiologica (Tabla 1), como la presencia de genes de resistencia a antibidticos, asi
como patrones de multirresistencia frente a distintos grupos antimicrobianos, incluyendo cefalosporinas,
carbapenémicos y fluoroquinolonas. Ademas, correspondian a diferentes grupos filogenéticos y patotipos,
especificamente E. coli enteropatogena atipica/Shiga-toxigénica (aEPEC/STEC) y E. coli Shiga-toxigénica
(STEC), estas son de gran importancia porque causan diversas enfermedades.

Tabla 1. Caracteristicas de las cepas A34, A35-2, MR-11 y C49 de E. coli utilizadas para evaluar la
capacidad de adherencia.

Cepa  Fuente Resistotipo Genes Genes no- = Grupo Patotipo Serotipo = Virotipo PAI
BLEE BLEE filogenético
A34 Aguadel CTX, CXM, blactxmis1 | 0 B2 aEPEC/STEC = H: 0?** 0 0
represo CRO, AMP,
FEP, AMC,
CIP, MEM,
SXT, ETP
A35-2  Aguadel CTX,ATM, blarem 0 B2 STEC H-:0129 | afa Dra/BC 0
represo CXM, CRO,
AMP, FEP,
AMC, AN, CIP,
MEM, SXT,
ETP
MRI11 Melénde CTX, CXM, 0 0 Desconocido | aEPEC/STEC ~ H?:.0153 0 0
rezaga CRO, AMP,
FEP, AMC, AN,
CIP, MEM, ETP
C49 Caja de CTX, CXM, 0 0 A STEC H67:0? 0 0
empaque = CRO, AMP,
FEP, AMC,
ETP

O**: Antigeno somatico relacionado con Shigella boydii 16; CXM: cefuroxima; CTX: cefotaxima; CRO: ceftriaxona; FEP: cefepima; MEM: meropenem; ETP:
ertapenem; AMC: amoxicilina/acido clavulanico; AMP: ampicilina; CIP: ciprofloxacino; ATM: aztreonam; AN: amikacina; SXT: sulfametaxol/ trimetroprim;
BLEE: betalactamasas de espectro extendido; aEPEC/STEC: E. coli enteropatogena atipica/Shiga-toxigénica; STEC: E. coli Shiga-toxigénica PAI: islas de
patogenicidad.
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Para reproducir las condiciones de contacto entre las bacterias y las superficies presentes en el entorno
agricola, se llevd a cabo el siguiente protocolo experimental (Gutiérrez et al.; 2018):

1. Se ajusto la concentracion del indculo de las cepas E. coli (A34, A35-2, MR-11, C-49 y ATCC
700416) en caldo Luria-Bertani (LB) hasta alcanzar una densidad de 1 x 10¢ UFC/mL.

2. Se prepararon tubos de ensayo con 6 mL de caldo LB inoculado con cada cepa previamente ajustada.
Para el control negativo, se utilizd exclusivamente solucion salina estéril (0.9%).

3. A cada tubo se le anadié un cupdn de 1 x 1 cm correspondiente al tipo de superficie evaluada:
polietileno, polipropileno, cartén o superficie del melén Honeydew.

4. Los tubos se incubaron a 37 °C durante diferentes tiempos de exposicion: 3, 6, 12 y 24 horas.

5. Transcurrido el tiempo de incubacion, los cupones se retiraron cuidadosamente, se lavaron con 2 mL
de solucion salina estéril para eliminar células no adheridas. Posteriormente, se sometieron a un bafio
ultrasonico durante 5 minutos (40 kHz, Branson 2510 sonicator, CT, EE.UU) en 3 mL de solucion
salina estéril con el fin de desprender las células bacterianas adheridas a la superficie.

6. La cuantificacion de las células adheridas se llevo a cabo mediante la realizacion de diluciones
seriadas y siembra en placas con agar LB, incubadas por 16 horas a 37 °C. Finalmente, se calcularon
las unidades formadoras de colonias por centimetro cuadrado (UFC/cm?). Todos los experimentos se
realizaron por triplicado.

El presente estudio adoptd un disefio experimental, con enfoque cuantitativo y alcance explicativo, orientado
a analizar la adherencia de E. coli en distintas superficies bajo condiciones controladas. La variable
dependiente fue log UFC/cm?. Los datos fueron procesados mediante estadistica descriptiva e inferencial.
La normalidad de los residuos se verifico mediante un grafico P-P de probabilidad normal estandarizada,
que mostrod alineacion cercana a la diagonal esperada. Aunque no se incluy6 una prueba de Levene, se utilizo
la prueba robusta de Welch, la cual resulto significativa (F = 7.981, gli = 3, gl. =41.472, p <0.001), lo que
sugiere heterogeneidad de varianzas y valida el uso del ANOVA y pruebas post hoc robustas. Se aplico un
ANOVA de un factor para evaluar diferencias de adherencia entre cuatro tipos de superficie (polipropileno,
polietileno, carton y melon), encontrandose diferencias estadisticamente significativas (F =7.539, p <.001).
La prueba post hoc de Tukey revel6 diferencias significativas entre varias combinaciones de superficies (por
ejemplo, polipropileno vs. meldn, p = 0.002). Se realizo un andlisis ANOVA para evaluar diferencias en la
adherencia bacteriana entre cinco cepas, sin encontrar resultados estadisticamente significativos (F = 0.949,
p =0.441). La prueba robusta de Welch confirmo6 estos hallazgos (F =0.761, p = 0.557). Las comparaciones
multiples mediante la prueba de Tukey tampoco mostraron diferencias significativas entre pares de cepas (p
> (0.05). También se ejecutd una regresion lineal multiple por pasos con los predictores tiempo,
polipropileno, polietileno y C-49. El modelo final explico el 64.2% de la varianza (R? ajustado = 0.642),
siendo significativo (p < .001). La colinealidad fue descartada mediante valores de VIF < 1.5 y tolerancias
> 0.667. Todos los andlisis se realizaron con el software IBM SPSS Statistics (version 27), y se establecid
un nivel de significancia a = 0.05.

97



Enciso Martinez y Col., | Adherencia de Escherichia coli Patégena a Superficies Agricolas en la Producciéon de Meldn Honeydew: Formacién
Potencial de Biopeliculas

Resultados y Discusién

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) con el objetivo de determinar si existian diferencias
significativas en la capacidad de adherencia de E. coli en funcion de dos factores: la cepa bacteriana y el tipo
de superficie evaluada. Adicionalmente, se construyeron diagramas de caja (boxplots) para visualizar la
distribucién de la adherencia bacteriana, expresada en log UFC/cm?, segun cada cepa y superficie de
contacto. En los gréaficos, una linea roja horizontal indica la mediana general del conjunto de datos, sirviendo
como referencia para identificar desviaciones respecto a la tendencia centra.

En primer lugar, se realizd un analisis de varianza (ANOVA) para evaluar posibles diferencias en la
capacidad de adherencia bacteriana entre las cinco cepas de E. coli incluidas en el estudio. Los resultados no
revelaron diferencias estadisticamente significativas (F = 0.949, p = 0.441), lo que indica que, en las
condiciones evaluadas, la cepa bacteriana no tuvo un efecto determinante en la cantidad de bacterias
adheridas a las superficies (Figura 1). Este hallazgo sugiere que la capacidad de adherencia no estuvo
necesariamente relacionada con la identidad genética de las cepas, sino més bien con otros factores del
entorno experimental, como el tipo de superficie o el tiempo de contacto. Esta interpretacion es coherente
con lo reportado por Hufnagel, Depas y Chapman (2015), quienes argumentan que la formacion de
biopeliculas en E. coli depende principalmente de la expresion de estructuras extracelulares como curli y
celulosa, més que de su perfil filogenético.

10.0 |

9.0 |
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4.0 |

log UFC/cm?
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A34 A35-2 C-49 Control + MR-11
Cepa de E. coli

Figura 1. Capacidad de adherencia de las cepas de E. coli (A34, A35-2, C-49, Control +, MR-11).

A pesar de la falta de significancia estadistica, los diagramas de caja revelaron algunas tendencias
interesantes. Las cepas C-49 y MR-11 presentaron medianas por encima del valor medio general, lo que
sugiere una mayor capacidad de adherencia en determinadas condiciones. En contraste, la cepa A34 mostro
una mediana cercana al promedio general, pero con presencia de valores atipicos bajos, lo que refleja un
comportamiento mas variable. La cepa A35-2 present6 una tendencia central similar, sin evidenciar valores
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extremos. Sin embargo, la cepa del grupo Control+ exhibié una mediana ligeramente inferior a la media
general. Aunque estas diferencias no alcanzaron significancia estadistica, aportan indicios de variabilidad
fenotipica entre cepas que podrian estar asociadas a factores de virulencia especificos, como adhesinas o
estructuras relacionadas con la formacion de biopeliculas, cuya evaluacion quedaria como linea futura de
investigacion.

Por el contrario, al analizar la influencia del tipo de superficie, se observaron diferencias significativas en la
capacidad de adherencia bacteriana (p < 0.001). La superficie de carton presenté una mediana superior a la
media general, junto con un amplio rango intercuartilico (RIC), lo que sugiere una alta variabilidad y niveles
elevados de adherencia (Figura 2). De manera similar, la cdscara de melon mostré una mediana elevada y
una dispersion considerable en los datos, indicando que, aunque presenta alta adherencia, esta puede fluctuar
dependiendo de las condiciones o cepas involucradas. En contraste, los materiales sintéticos como el
polietileno y el polipropileno exhibieron las medianas mas bajas. En particular, el polipropileno mostré el
valor central mas reducido y un RIC moderado, lo que sugiere niveles de adherencia bajos y consistentes.
Estos resultados confirman que el tipo de material tiene un efecto determinante en la adherencia de E. coli,
siendo algunas superficies considerablemente mas propensas que otras a favorecer la formacion de
biopeliculas.

10.0 |

9.0 |

8.0 |
7.0
6.0 |
5.0 |

4.0 |

log UFC/cm?

Carton Melon Polietileno Polipropileno

Tipo de superficie

Figura 2. Adherencia bacteriana de E. coli en diferentes superficies (carton, cascara de melon, polietileno y
polipropileno).

Estos resultados son consistentes con multiples investigaciones que destacan la influencia de las propiedades
fisico-quimicas y topograficas de los materiales en la adhesion bacteriana. Por ejemplo, Yuan et al. (2017)
demostraron que superficies plasticas lisas e hidrofobicas presentan menor fraccion de area efectiva de
contacto, lo que limita la capacidad de anclaje de E. coli. De igual manera, Helbig et al. (2016) sefalaron
que las topografias microscOpicas menores al tamafio celular reducen significativamente la adhesion,
independientemente del tiempo de contacto o la hidrofobicidad.
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Por otra parte, Oh et al. (2018) mostraron que la quimica superficial, particularmente el potencial zeta y el
grado de hidrofobicidad, modula la cinética de adhesion bacteriana. En superficies como el polietileno y el
polipropileno, la baja energia superficial y la carga negativa dificultan el establecimiento inicial de
microcolonias, lo cual es congruente con los niveles mas bajos de adherencia observados en nuestro estudio.
Adicionalmente, se ha documentado que la rugosidad superficial (Mu et al., 2023) y la motilidad bacteriana
(Abdulkadieva et al., 2022; Gu et al., 2016) también son factores determinantes en el asentamiento celular y
la formacion de biopeliculas. Si bien estas variables no fueron medidas directamente en el presente estudio,
su influencia es plausible dada la diferencia de comportamiento observada entre superficies rugosas como
el carton y la cascara de melon frente a las superficies lisas de los polimeros.

Para complementar este analisis, se desarrollo un modelo de regresion lineal multiple por pasos, en el cual
se identificaron las variables que mejor explican la adherencia bacteriana medida en log UFC/cm? (Tabla 2).
El modelo, que incluy6 como predictores el tiempo de contacto, las superficies de polietileno y polipropileno,
asi como la cepa C-49, resulto ser el mas explicativo y estadisticamente robusto (p < 0.01 para todos los
predictores).

Tabla 2. Modelo estadisticamente robusto (p < 0.01 para todos los predictores).

Modelo Coeficientes no Coeficientes

estandarizados estandarizados

B Desv. Error Beta (B) t Sig.
(Constante) 6.813 0.161 42.232 0.000
Tiempo 0.092 0.010 0.632 9.377 0.000
Polipropileno -1.206 0.193 -0.447 -6.261 0.000
Polietileno -1.007 0.193 -0.373 -5.226 0.000
C-49 -0.527 0.197 -0.181 -2.681 0.009

Variable dependiente: log UFC/cm?

El modelo final incluyé cuatro predictores significativos:
1. Tiempo de contacto

Fue el factor mas influyente del modelo (B = 0.632, p < 0.001), indicando que a medida que aumenta el
tiempo de exposicion de las bacterias a una superficie, también se incrementa su capacidad de adherirse.
Este resultado es coherente con la dindmica natural de formacion de biopeliculas, en la que la adhesion
inicial es seguida por una maduracion progresiva de la comunidad microbiana.

2. Superficie de polipropileno

Este material mostr6 un efecto negativo significativo sobre la adherencia bacteriana, sugiriendo que presenta
menor afinidad para la retencion de E. coli en comparacion con la superficie de referencia (probablemente
carton o melon). Su naturaleza hidrofobica y lisa podria estar limitando la interaccion inicial entre la
superficie y las células bacterianas, lo que se alinea con estudios previos que han reportado baja retencion
microbiana en polimeros similares (Gali¢ et al., 2018).
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3. Superficie de polietileno

Al igual que el polipropileno, esta superficie también presentd una capacidad significativamente reducida de
retencion bacteriana (p < 0.001). La menor rugosidad superficial, junto con propiedades fisicoquimicas poco
favorables para la adhesion microbiana, podrian explicar esta observacion.

4. Cepa C-49

Esta cepa aislada de cajas de empaque fue la Ginica que mostrd una

adherencia significativamente menor frente al grupo de referencia, lo cual podria deberse a diferencias en
su perfil de expresion de genes relacionados con la adhesion o a su tipo filogenético. Este hallazgo refuerza
la idea de que no todas las cepas patdgenas de E. coli tienen el mismo potencial para formar biopeliculas, lo
cual es relevante para el disefio de estrategias especificas de control.

Variables no significativas

Otras superficies como el carton y la cdscara de melon, asi como las cepas A34, A35-2, MR11 y la cepa
control de E. coli ATCC 700416, fueron excluidas del modelo final. Esto se debe a que:

e No mostraron efectos significativos,
e Presentaron colinealidad con otras variables,
¢ Su inclusién no mejoraba el poder explicativo del modelo.

Este hallazgo indica que, al menos en las condiciones evaluadas, algunas superficies aparentemente mas
porosas o naturales como el cartén y la cascara de melon no se comportan de manera homogénea frente a
todas las cepas y que su papel en la adherencia bacteriana puede depender de otros factores no explorados
en este estudio, como la humedad, la carga electrostatica o la composicion superficial.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio destacan la importancia del tipo de superficie y del tiempo de
exposicion como factores clave en la adherencia de E. coli y en la posible formacion de biopeliculas dentro
del sistema de produccion de melon Honeydew. A diferencia del tipo de cepa, que no mostrod diferencias
significativas en las condiciones evaluadas, las superficies como polietileno y polipropileno presentaron una
menor capacidad de retencion bacteriana, lo que podria contribuir a reducir los riesgos de contaminacion en
productos frescos. Estos hallazgos refuerzan la necesidad de considerar las propiedades fisico-quimicas de
los materiales utilizados en la cosecha y empaque para mejorar la inocuidad alimentaria. No obstante, aunque
no fue el objetivo principal de este estudio, no se descarta la posible participacion de factores de virulencia,
particularmente adhesinas y genes relacionados con la formacion de biopeliculas, que podrian influir
significativamente en la interaccion bacteria-superficie. Con base en los datos obtenidos, el principal
condicionante identificado en este modelo fue el tipo de material, sin embargo, se sugiere que futuras
investigaciones incluyan el andlisis genético de estas cepas para comprender mejor su comportamiento
adherente.
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