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RESUMEN

Salmonella y Campylobacter son microorganismos enteropatégenos relacionamos c
ETAs causando gastroenteritis cuya principal fuatdgeinfeccion es el consumo de

alimentos de productos avicolas como la carne e pantaminada.

Anualmente en los Estados Unidos se registranniilldnes de casos de infecciones
por Salmonella y 2.4 millones de infecciones p8ampylobacter, lo que los convierte en
microorganismos potencialmente peligrosos paraalads Es por esto que se han
desarrollado estrategias como el uso de tratansaniémicos, fisicos o biolégicos que
permiten reducir o eliminar la carga bacterianas@gmée en los alimentos.
Investigaciones recientes han demostrado que agextractos de plantas tienen
actividad antioxidante asi como antimicrobiana yrfan ser de gran utilidad como

aditivos en los alimentos.

En este trabajo, se observo que extractos come gligb de limoén, tamarindo y
tomillo tienen actividad antibacteriana presentamabicion del crecimiento dé&.
Typhi, S. Typhimurium yC. jegjuni in vitro mostrando halos de inhibicibn mayores a 1
cm. Dichos extractos al ser mezcladinsitro presentaron un efecto sinérgico para la
inhibicion de C. jguni. Sin embargo, al ser afadidos a la carne molidgpad®
contaminada artificialmente, se observo que el ltonfiie el mas efectivo contr@.
jgjuni reduciendo la poblacion cerca de 3.5 log en losnggns 5 dias de
almacenamiento de la carne a 4°C mientras quegpalbas cepas dealmonella no se

obtuvo el mismo efecto.
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ABSTRACT

Salmonella and Campylobacter are enteric microorganisms associated with foaakor
diseases, such as gastroenteritis, where the paingource of infection is the

consumption of contaminated poultry products andtppmeat.

Annually in the United States is reported 1. 4 ionllcases ofalmonella infections and
2.4 million Campylobacter infections, which makes these bacteria potent@ddiygerous

microorganisms to health.

As control strategies of these microorganisms hdeen developed different
technologies such as chemical substances, physicdl biological interventions.
Recently have been reported that some plant egthaste antioxidant and antimicrobial

activity, and could be used as additives and pvasiges in foods.

In this study, we observed that extracts such e®tejuice, tamarind and thyme had
antimicrobial activity against growth & Typhi, S. Typhimurium andC. jguni. In vitro
assays, showed growth inhibition zones larger thaem. Mixtures of these plants,
showed a synergistic effect agaigstjgjuni. When them were applied in a food model
(ground chicken beef), thyme was the most effectigainstC. jgjuni arising3.5 log
population reduction in 5 days of storage at 4HGwever this effect not was observed

with the Salmonella strains tested.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (EBAs)efinen como aquéllas que se
presentan cuando se lleva a cabo la ingesta deerdli contaminados con
microorganismos (hongos, virus o bacterias) o axinas en cantidades suficientes para

causar la enfermedad (OMS, 2002).

Se estima que las bacterias son responsable®9#%etl8 todas las ETAs, siendo las
mas importantes las del génesamonella y Campylobacter (CDC, 2010), ya que tan
solo en los Estados Unidos se reportan al afio illdnes de casos de infecciones por
Salmonella y 2.4 millones de casos de infecciones @ampylobacter (Mead et al,

1999).

Investigaciones epidemiolégicas han identificadofértores de riesgo asociados con
las infecciones por estos enteropatdogenos, comonslumo de carne de pollo o huevo
mal cocidos asi como el contacto con animales d@jgrque sean portadores del
microorganismo. (Friedmaet al, 2004; Vieiraet al, 2001; Kimuraet al, 2004).Por lo
gue se han propuesto medidas de control para eVitacremento de casos y reducir la

presencia de estos patdégenos en los alimentos.



Entre las técnicas de desinfeccion de productosokas se encuentran el uso de
productos de origen natural como aceites esencilestractos de plantas cuyos
componentes organicos incluyen terpenoides, feramlematicos, éteres, aldehidos y
cetonas (Batisket al, 2008) y se ha observado que sirven como agentesieobianos
siendo algunos de ellos reconocidos como sustanG&AS (Generalmente
Reconocidos como Seguros por sus siglas en inffis)ceet al, 2003). Lo anterior
resulta de gran importancia para la industria d@eaitos, debido al aumento en la
demanda de los consumidores por productos que &N nutritivos, con menos

conservadores quimicos, de mejor calidad y qua dibiés de patdgenos.

El uso de agentes antimicrobianos de origen rataasido muy estudiado en
modelosin vitro demostrando que diversos extractos de plantasntiencapacidad de
ejercer un efecto biolégico sobre el crecimientm prioduccion de factores de virulencia
de diferentes microorganismos. Sin embargo, sorogdas estudios realizados del
efecto del extracto en un modelo alimenticio, porque en este trabajo se pretende
probar el efecto antimicrobiano de algunos extsaale plantas comestibles contra
Salmonella spp. yCampylobacter jejuni tantoin vitro como en carne molida de pollo

contaminada artificialmente con estas cepas.



2. HIPOTESIS

El uso de extractos de plantas comestibles y segclas poseen actividad
antimicrobiana contr&almonella spp. y Campylobacter jgjuni in vitro asi como en

carne molida de pollo.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana de extractegptintas comestibles vitro sobre
Salmonella spp. yCampylobacter jejuni y probar su eficacia en carne molida de pollo

contaminada artificialmente.



3.20bjetivos particulares

1. Evaluar la actividad antimicrobiana de extractogldamtas comestibles vitro

contraSalmonella spp. yCampylobacter jejuni.

2. Preparar una mezcla con los extractos que posgaidad antimicrobiana y
determinar si existe algun efecto sinérgico o amag entre ellos sobre el

crecimiento de&salmonella spp. yCampylobacter jejuni.

3. Determinar el efecto del extracto seleccionadoresobl crecimiento de
Salmonella spp. y Campylobacter jgjuni en carne molida de pollo inoculada

artificialmente.

4. Semi-caracterizar los principales grupos quimmesentes en los extractos que

mostraron actividad biologica contra los microoigaros estudiados.



4. ANTECEDENTES

4.1 Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS)

Las enfermedades transmitidas por alimentos (E$é&s)aquéllas que se originan por
la ingestion de alimentos contaminados con agemiesobianos y/o sus toxinas en

cantidades suficientes para afectar la salud d=wuaidor (OMS, 2002).

Una de las ETAs mas conocida, es la enfermedadentiar o gastroenteritis
infecciosa, la cual se manifiesta basicamente pacuaciones liquidas o acuosas,
siendo responsables diversos microorganismos cammg yarasitos y diversas bacterias
como Salmonella spp Campylobacter spp Escherichia coli, Listeria spp Bacillus
cereus, Clostridium botulinum, C. perfringens y Staphylococcus aureus, entre otras

(OMS, 2002).

En las pasadas dos o tres décadas, autoridadesgdeidad publica de paises
industrializados han enfrentado un gran numero dwblgmas de seguridad en
alimentos. En 1983 la Administracion de Drogas im&htos (FDA, por sus siglas en

inglés) junto con la Organizacion Mundial de lausalOMS) concluyeron que las



enfermedades relacionadas al consumo de alimerdotarsinados fue, quiza, el
problema de salud mas grande del mundo contempmosanea causa importante en la
reduccion de productividad, afectando a la indasservicios de salud y a la misma

sociedad (Ké&fersteiet al, 1997).

En Estados Unidos la contaminacion de alimentosopganismos patégenos como
Salmonella, E. coli O157:H7, S aureus, Clostridium, Campylobacter y Listeria
monocytogenes son responsables de mas de 76 millones de casdsTAs, 5000
muertes y 323 mil hospitalizaciones, ocasionanddigés de entre7 a 10 billones de

dolares anualmente (Meatal, 1999).

En México la situacion es diferente con respectosaEstados Unidos, de acuerdo
con los datos del Sistema Nacional de Vigilancia&mioldgica (SINAVE) en el afio
2007 se reportaron 4,616,080 casos de infecciartestinales, de los cuales 44,076
fueron ocasionados p&lmonella Typhi, y 36,121 casos por otro tipo de organismos

(SINAVE, 2007).

Estos datos reflejan un gran incremento de casa®mparacion con los datos del
afo 2005, en el cual se reportaron 40,599 casos cposumo de alimentos
contaminados, de los cuales, 31,790 casos fueovogados poBalmonella (SINAVE,

2005).



De acuerdo con un estudio de la OMS, la incidedeidas ETAs en paises en vias de
desarrollo es menos comprendida, pero se estimalajuenfermedad diarreica o
gastroenteritis causada por el consumo de alimgnégsia es la tercera causa de muerte
en estos paises y depende de diversos factores lagmobreza, falta de conocimiento,
problemas de higiene, alimentos o agua contaminadessilios de cocina asi como el
contacto con animales o aves que pueden ser untefde contaminacion (Black and

Lanata 1995; OMS 1999).

En paises desarrollados el riesgo a contraer Eraeflad depende de factores como
el tipo de alimento que se consume, contaminadidrada, el incremento del consumo
de alimentos crudos como las frutas y vegetaldsc@wo el estado de salud de la
persona, ya sea por enfermedades crénicas, innpnoglas, embarazadas 0 personas
muy jévenes como los nifios (Benderal, 1999). En la tabla 1 se muestran los
patdgenos mas frecuentes relacionados a ETAs endSJAomo en paises en vias de
desarrollo.

Tabla 1.

Patdgenos més frecuentes relacionados con enfedmétaeica en Estados Unidos y en Paises en gias d
desarrollo (> 50 % de casos). Fuente: Foodbornesdles and Nutritional Status. (Kietagal, 2000).

Estados Unidos Paises en Vias de Desarrollo
Campylobacter spp. Escherichia coli- Enterotoxigénica
Salmonella spp. Campylobacter spp.
Clostridium perfringens Salmonella spp.
Staphylococcus aureus Escherichia coli-Enteroagregativa y
Enteroadherente

Shigella




La industrializacion del suministro de alimentosmiéén ha permitido la
diseminacion de patdgenos a través de la poblatddma manera mas rapida de lo que
ocurria cuando el alimento se hacia y distribuian@mera local, por lo que nuevos
patdgenos han emergido llegando al consumidor \g&grale una gran variedad de

alimentos (Allost al, 2004).

Por algunos afios, epidemibélogos del Centro par&aitrol de Enfermedades
Infecciosas (CDC, por sus siglas en inglés) prapasi un sistema de vigilancia activo
de ETAs en EUA pero el financiamiento no estabgatible. Entonces, entre
noviembre de 1992 y febrero de 1993 se presentbrote deE. coli O157:H7 en
diferentes estados del oeste de EUA causando ma8Qdmfecciones y 4 muertes que
posteriormente se relacionaron al consumo de qaaree hamburguesas mal cocida de
un restaurante de comida rapida, lo que llevo farlaacion de sistemas de regulacion

de seguridad de alimentos (Tuttteal, 1999, USDA 1996)

Dichas regulaciones, se implementaron en 1997 mpiperon obtener una reduccion

de contaminacion del alimento durante el procesmaleufactura.

Antes de esto, se estimaba que en los Bdinonella spp. causaba 1,400,000 de

casos de infecciones al afo, de las cuales 16,200 hospitalizados y cerca de 600
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fallecian. En el caso deampylobacter, se estimaban al afio 2.4 millones de casos, de los

cuales 244,800 requerian hospitalizacion y 2,408 fiente morian (Meaat al, 1999).

Ya para diciembre del 2009 en EUA la CDC report# a8 casos de ETAs, de los
cuales, 7,039 fueron atribuidassaimonella; 6,033 aCampylobacter; 1,849 aShigdlla;
1,325 a Cryptosporidium; 459 a E. coli O157:H7; 264 aE. coli no
enterohemorragica;160 Vbrio; 158 alisteria; 150 aYersinia y 31 a Cyclospora.

(CDC, 2010).

En este reporte la CDC describié datos de sobmevizede estos patdgenos y su
incidencia desde 1996 (Figura 1). Comparando la®sdabtenidos del 2009, la
incidencia de infecciones causadas por dichos pat&disminuyd en comparacion con
los datos reportados de 1996 a 1998, sin embamtasd4 infecciones que se tienen
como principal objetivo (causadas pOampylobacter, Listeria, Salmonella y E. coli
0157:H7) solamente se cumplié el objetivo plantegdol.0 casos por 100,000

habitantes) parg. coli 0157:H7 (CDC, 2010)

La tasa de infeccion p&lmonella disminuyd ligeramente en el 2009, asi como para
Campylobacter, y se observé que la incidencia de infeccion psteria contindia
substancialmente mas baja con respecto a los datd996. Por otro lado, la tasa de
infeccion porVibrio sigue en aumento por lo que en este caso se t@resejores

medidas de prevencion (Figura 1). (CDC, 2010).
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tLa posicion de cada linea indica el cambio retaim la incidencia del
patégeno, comparada en 1996-1998. Las incidendiaslidas de estas
infecciones no pueden ser determinadas de esiaagriabs datos del 2009
son preliminares.

Figura.1 Rangos relativos de casos confirmados por labaoatde infecciones por
Campylobacter, E. coli O157:H7 Listeria, Salmonella, y Vibrio comparado con las tasas
de 1996-1998 por afio. Foodborne Diseases Activeeflance Network (FoodNet),

United States, 1996-20091 (CDC, 2010).

Aunque se haya logrado una reduccion importantiesnasos reportados por ETASs,
se siguen haciendo esfuerzos para reducir la comaidn de alimentos entendiendo
mejor las rutas de exposicion a éstos y tomandadagdjue sean eficaces para su

prevencién (CDC, 2010).
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4.2 Microorganismos Patdégenos Relacionados a ETAsS

Desde que se reportaron casos de brotes de enBatagetiansmitidos por alimentos
relacionados a productos céarnicos, los patogentEsiers en ganado y aves de corral

han sido de gran importancia.

Entre los microorganismos que se encuentran masioahdos a estas enfermedades
se pueden mencionatSalmonellay C. jgjuni como los principales causantes de ETAs a
nivel mundial, seguido de patdégenos cofa@oli O157:H7 Listeria, Yersinia y Vibrio.
Estos microorganismos pueden estar presentes comensales en ganado vacuno,
cerdos y aves de corral en los que rara vez sefisaila enfermedad considerandose
portadores de los patdgenos causando enfermedadeshembre (Meadt al, 1999;

Mandellet al, 2005).

4.2.1 Salmondla
El géneroSalmonella es un miembro tipico de la familiénterobacteriaceae y
comprende bacilos Gram negativos, modviles, aerphios formadores de esporas
(Mandell GLet al, 2005). Este género consta de dos espe8ibsngori y S. enterica, y
se subdivide en seis subespecaetericae, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e
indica(Uzzau Set al, 2000), consta de tres diferentes tipos de antigeao® son el
somatico O, flagelar H y capsular Vi que son usgus diferenciar entre los mas de

2500 serotipos distintos &&lmonella (Popoff, 2001).
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Su temperatura Optima de crecimiento es de 35-43tCembargo puede crecer en un
rango de 5.2° C a 46.2° C. Es una bacteria quesserdlla en un pH de 3.8 a 9.5, siendo

su pH optimo de 7-7.5 (Popoff, 2001).

El habitat natural de las especiessdbmonella es el intestino de animales de granjas
como las aves de corral y sus derivados como eldaymr lo que la ingesta de estos
alimentos mal cocinados puede llevar a una infeceid el hombre (Mandell & al,
2005). La modernizacion de granjas de pollo y &balizacion en la crianza de aves ha

permitido la diseminacién de este patdogeno (HOD3.

Esta bacteria es el agente causal de la salmosi@asi comprende un conjunto de
cuadros clinicos cuya principal manifestacion egdstroenteritis aguda causada por la
ingesta de agua o alimentos contaminados con egt®arganismo. Estudios en
voluntarios, han demostrado que la dosis infeccisaeste patégeno va de’2@°

células (Kumatet al, 2004).

Este estado de la infeccion, que puede durar aar&nas, se caracteriza por una tos
seca, fiebre alta, e intenso dolor de cabeza. dlardipuede ser ciclica, es decir, la
temperatura puede incrementarse por las tardesmpadmda de escalofrios,

convulsiones y delirio (Kumate, 2004)
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Anualmente se registran 17 millones de casosaami 600,000 muertes en el mundo.
En Mexico, la incidencia es 10 por cada 100,000ithates. Ciertamente, las
diferencias en incidencia y en grupos de edadadestson problemas de interés para la
epidemiologia, cuya resolucion involucra lajaonecomprension de los modos de
transmision y sobrevivencia de la bacteria en ddiante, el conocimiento mas profundo
de la respuesta inmunoldgica del huésped yadgdsibles variaciones genéticas entre

los aislados clinicos daalmonella (Zaidi et al, 2006).

4.2.1.1Patogénesis
Para poder establecer los sitios de colonizac&imonella debe ser capaz de
sobrevivir a las caracteristicas fisicoquimicasestémago, incluyendo el pH bajo y la
presencia de diferentes acidos organicos, por éohgudesarrollado mecanismos que le
permiten sobrevivir ante estas condiciones coneslta sintesis de proteinas de choque

acido que estan asociadas a la respuesta de méeémida (Foster, 1991).

Una vez queésalmonella es capaz de estar en diferentes sitios del intgstolon y
recto, se adhiere a las paredes del mismo medienibeias o pilis presentes en la
superficie de la célula, como la fimbria tipo 1n(§; fimbria larga polar (Lpf, la que
parece tener especificidad por su tejido blancéndose a la superficie de las placas de
Peyer y células M), la fimbria delgada agregats@ayne al intestino delgado), y fimbria

codificadora de plasmido (Pef, que se une a ldssidhdes del intestino), las cuales
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juegan un papel importante en este proceso. (DaanthMiller, 1999; Baumleet al,

1996a,b; Sukupolhat al, 1997; Althousest al, 2003).

Posteriorment&lmonella invade las células huésped seguida de un atadegdal
mediante la expresion de sistemas de secrecionlltigd3SS) los cudles facilitan la
captacion endotelial y la invasion celular, ya geemite la transferencia de factores de
virulencia directamente a la célula huésped y east@ciado con por lo menos 20
proteinas estructurales y regulatorias de invasiéllar (Lostroh and Lee, 2001;

Marlovitz et al, 2004; Galan and Wolf-Watz, 2006).

Mediante el mecanismo descrito se lleva a cabtrda@én de neutrdéfilos a los sitios
de infeccion, mismos que incrementan el procesaftienacion generando la secrecion

de fluidos en el tracto intestinal produciendo iar(Wallis and Galyov, 2000).

Una vez que&salmonella se internaliza, la bacteria reside en la membrarida a la
vacuola contenedora dalmonella (SCV) la cual madura y migra del borde luminal de
la célula a la membrana basal dorgdémonella interactia con los macréfagos de las
placas de Peyer en el espacio submucoso produceamdello una infeccion invasiva.
(Knodler and Steele-Mortimer, 2003; Ohl and Mill@001; Tierrez and Garcia-del

Portillo, 2005)
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El periodo de incubacion de esta bacteria osciiedos 10 a 14 dias y su cuadro clinico
aparece de manera insidiosa, el paciente presesitstar general, astenia, anorexia,
cefalea y poco después, ndusea y vomito. Las nstexifenes del aparato digestivo son
muy notables ya que suele haber diarrea moderada presenta dolor abdominal

(Kumateet al, 2004).

Sin tratamiento antibiético, cerca del 90 % depasientes se curan espontaneamente
a la cuarta semana de haberse presentado los a@tsim embargo, el ataque al estado
general, la pérdida de peso y sensacion de debitidaden prolongarse mas tiempo. En
el 10 % restante se pueden presentar complicacigree®s que pueden llevar a la

muerte (Kumatet al, 2004).

4.2.2 Campylobacter jgjuni

4.2.2.1Generalidades
C. jguni se aisldé por primera vez en el afio de 1970 y hogianes uno de los
principales agentes etioldgicos de gastroentdrititeriana en humanos a nivel mundial

siendo el 90% de los casos, generados por estriaa@achamkiret al, 2000).

El géneroCampylobacter pertenece a la famili€@ampylobacteriaceae que incluye
bacterias Gram negativas, no formadoras de espaas, forma espiral, miden entre

0.2-0.8 um de ancho y 0.5-5 um de largo, ademgmsieer un flagelo polar en uno o
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ambos extremos confiriéndole la caracteristica deilidad tipo sacacorchos (Garrity,
2005). Es de naturaleza microaerofilica por lo tplera concentraciones bajas de
oxigeno y ~10% C® Su temperatura de crecimiento es 37°C, sin eroldasgespecies

termotolerantes lo hacen a 42°C (Moetral, 2005).

Este género esta conformado por las espé€Xiegli, C. concisus, C.curvus, C. fetus,
C. gracilis, C. helveticus, C. hyointestinalis, C. jguni, C. mucosalis, C. rectus, y C.
upsaliensis (Lawsonet al, 1999). Aunque mas del 90 % de los casos de gastrden

son causados por las especie€de&juni y C. coli (Samuelket al, 2004).

Es un patdégeno que coloniza una gran variedad ideabes salvajes y domésticos. Se
considera a las aves de corral como los pavos k,pel principal reservorio de
Campylobacter capaz de ser transmitido a humanos, aunque tanesténrelacionado
con el consumo de leche fresca, agua y contact@eimnales domésticos (Peterson M

2003, Hanninemrt al, 1998, Garciat al, 1985).

Campylobacter forma parte de la flora intestinal normal de ayel infeccion es
usualmente autolimitante, se estima que la verdadeirdencia en la poblacion es de 8 a
30 veces mayor que los casos confirmados, depeataligel pais. Anualmente ocurren
cerca de 400 millones de casos de gastroentasitisiados &ampylobacter a nivel
mundial, con 2.5 millones de casos en los Estadngddd (Samuedt al, 2004; Van Pelt

et al, 2003; Wheelett al, 1999).
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Por lo que el control d€ampylobacter en la cadena de produccion de los alimentos se
ha vuelto un blanco importante de las agenciagderglad alimentaria a nivel mundial

(OIE, 2008).

4.2.2.2Patogénesis
El proceso de desarrollo de la enfermedad, comiepnmala ingesta de alimentos
contaminados coiCampylobacter. Este patdégeno es altamente infeccioso y su dosis
efectiva mas baja varia entre 500 a 800 UFC, quantkiel pasaje a través del ambiente
acido del estbmago, una gran proporcion puedelisgnada mientras que las bacterias
gue sobreviven, son capaces de adherirse a ldasékl epitelio intestinal dando como
resultado un estado de colonizacion asintomatipducir la enfermedad (Cawthrasiv

al, 2000; Christensoet al, 1983).

La enfermedad que este microorganismo causa seeawno campilobacteriosis
siendo ésta una enteritis inflamatoria que afetit@almente en el intestino delgado y

posteriormente el colon y el recto (Black, 1988n@aawet al, 2002).

Existen dos mecanismos por los cudlasnpylobacter puede inducir la enfermedad,
el primero es mediante la adhesion@hempylobacter al intestino y la produccion de
toxinas como la tipo Shiga, hemolisinas, toxinaletal distensora (CDT) y la toxina

tipo colera la cual se une a receptores celulagé®mterocito, estimulando el sistema
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AMP ciclico de las células epiteliales alterandadp@acidad de reabsorcion del fluido

intestinal provocando la diarrea (Ketley, 1997).

El segundo, es mediante la invasion y replicaciéntrd de la mucosa intestinal
acompafiada por una respuesta inflamatoria resoltamaé diarrea sanguinolenta o
diarrea inflamatoria. Esta Ultima sugiere que fadoion puede provocar un fuerte dafio
intestinal y es resultado directo de la presenata dichas toxinas bacterianas

(Wassenaar, 1997).

En el 30 % de los pacientes, la enfermedad no caaiecon diarrea, sino
presentando un cuadro clinico parecido al virugad@fluenza como fiebre, dolor de
cabeza, mareos y mialgias, indicando que existanalgediador inmune que esta
provocando la infeccion (Skirrow and Blaser, 2008jalmente la diarrea comienza a
disminuir al tercer o cuarto dia, aunque el miogaaoismo puede ser encontrado en las

heces por varias semanas (Kappestua, 1992).

Aunque la enteritis po€ampylobacter es limitante y la enfermedad se quita en una
semana, algunos individuos desarrollan secuelagpudses de la fase aguda,
aproximadamente 1 en 1000 individuos infectadosamella el sindrome de Guillain-

Barré (GBS) que es un desorden neurolégico autgienzausando sintomas como
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debilidad de las extremidades hasta producir Esalcompleta e insuficiencia

respiratoria desde las extremidades (Nachamtkah 2000).

Existen reportes de algunos casos de sindrome eoéhemolitico asociado a
Campylobacter, el cual es una secuela conocida de infecciérvertoxinas (Toxinas

Shiga) producida por cepas Hecoli (Skirrow and Blaser, 2000).

Campylobacter también ha sido aislada de pacientes con enfexdnéehintestino
inflamatorio como la enfermedad de Crohn’s aundudreulo entre ambas aln sigue

en debate (Berberiat al, 1994; Webeet al, 1992; Geboes K, 2001).

Debido a lo anterior, se recomienda para su cogantizar la salud de los animales
mediante la prevencidn y medicina veterinaria, @@t una buena higiene y
saneamiento del alimento asi como evitar que sdupoa una contaminacion cruzada

con otros alimentos (Galanis E, 2007).
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4.3Vias de Contaminacion deSalmonella y Campylobacter en animales de
granja

La presencia de patdégenos en el ganado y aves rdal genera el riesgo de
contaminacion directa e indirecta de los produatmsentarios (Eldeet al, 2000). En el
ganado y aves, la contaminacion fecal de la p@lumas es a menudo implicada como
una fuente importante de contaminacién microbiaégie las canales (Arthet al,

2002).

El hecho de que haya materia fecal cerca de ladesgrel uso de agua contaminada o
el estiércol como enmienda del suelo incrementpralabilidades de que se produzca

la contaminacion (Islaret al, 2004a).

En estos casos se recomienda descartar las canaesinar las partes que han
estado en contacto directo con las heces, dando oesultado la pérdida de producto y
el incremento en el costo de la produccién, sin aiograr el gran impacto de los

patdgenos en la salud publica (Doyle and Erick606).

Los patogenos entéricos pueden ser diseminadamatbg y aves de corral a traves
de una gran variedad de fuentes como el agua guesenta un importante vehiculo
paraE. coliO157:H7, o las especies @ampylobacter (Kempet al, 2005) asi como las
especies d&lmonella que pueden sobrevivir por un largo periodo engmero con un

bajo nivel de actividad acuosa(Williams and Bend&738).
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La fauna y plagas se consideran también como werddue patégenos en la granja.
Adhikari et al, aislaron de una granja en Nueva Zelanda cep8&s j@gini, provenientes
de moscas, roedores y heces de pajaros de unaudosr@a que se encuentra en los
alrededores de la granja, implicando una fuentetocode infeccién (Adhikarkt al,
2004)

En el caso de las granjas de engorda, la prevalele€Campylobacter aumenta cuando

otros animales estan presentes (Katshal, 2005). Un estudio demostré que la
transmision deC. jguni entre cerdos, ganado y aves de corral mezcladota en
produccién ocurria con mayor frecuencia que erlitesas de produccion de animales

separados (Boes al, 2005).

La transmisién vertical de patdgenos entéricos @elres a la progenie ha sido
demostrada par@&almonella (Methneret al, 1995) yCampylobacter (Cox et al, 2002b),
asi también, un punto de contaminacion puede sectdeccién de semen de gallos que
puede sufrir contaminacion fecal, trayendo comoseonencia que la inseminacion

pueda llegar a infectar a las gallinas y a sustaié®onoghuet al, 2004).

Durante su transporte, el ganado es confinadorakeenir movimiento excesivo, lo
gue provoca un contacto fisico cercano entre lowvaas, permitiendo con ello, que los
microorganismos sean transferidos de un animaioa Atemas, la presencia de materia

fecal derramada en los camiones incrementa elaigsg poblaciones de patdgenos
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puedan afectar a otros animales transportados emseho camion (Gebreyes al,

1999).

Una vez que los animales llegan al lugar del seirifos colocan en un mismo
corral, por lo que al mezclar a los animales seementa la posibilidad de propagacion
de patégenos humanos entre animales de diferargates, ya que no es raro encontrar
posibles patdgenos después de que han sido layadesinfectados (Gebreyes al,

1999).

Por otra parte, cuando los animales estan listas glasacrificio se supone que estan
libres de microorganismos, sin embargo, se coreeistencia de microorganismos en
tejidos de animales sanos presentes en el trastoogeestinal, nédulos linfaticos y

superficies externas de la piel, entre otros (Loang Stone, 2000).

Durante el sacrificio y preparacion de canalesleseh a cabo procesos como el
escaldado y eliminacion de la piel, disminuyendm cdlo significativamente la
poblacion bacteriana de la canal. Sin embargogsascomo la evisceracion permite la

contaminacién cruzada (Lowry and Stone, 2000).

Posteriormente, en el proceso de fabricacion (cudasl canales refrigeradas son
desmanteladas) los microorganismos pueden seffdralos de la superficie de una
canal a otra parte de la misma; y de una canataapatr contacto con superficies en

comun, dando lugar a otra fuente de contaminatiéwry and Stone, 2000).
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4.4 Practicas para la Prevencion y Reduccion d8almonella y Campylobacter en

Animales de Granja como Materia Prima

Debido a la alta incidencia de ETAs que ocurrerabmente, en el 2000 se adoptd
una resolucion en la cual, se reconoce el papelafuental de la inocuidad alimentaria
para la salud publica (OMS, 2002). Dicha resoluaégloba acciones encaminadas a
garantizar la maxima seguridad posible de los aitog abarcando desde la produccién
de alimento hasta su consumo, lo que se conoce (desule la granja a la mesa”

(OMS, 2009).

En el caso de la materia prima como las aves dalc® emplean aditivos o practicas

gue permiten la reduccién de microorganismos patigesiendo los mas comunes:

4.4.1 Métodos mecanicos

Se han propuesto diferentes métodos para la descmatcion de las canales, por
ejemplo, Coxet al, (1974b) reportaron la reduccién de 1-log en Id gee pollo de
canales que habian sido sumergidas en agua a pof € min, la reduccién de 2-log
usando el agua a 71° C y 0.5-log usando agua pajalde los 60° C. Sin embargo, las
canales que recibieron el tratamiento a tempeatmayores de 60° C mostraron una
apariencia de coccion (Caoet al, 1974b). Posteriormente Morrison and Fleet (1985)
encontraron que al sumergir las canales en ag0a @ por 10 min, disminuia 100 veces

la contaminacion coB8almonella, y al combinar este tratamiento con un método mpaim
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(200 ppm de cloro 0 2.5 % de sorbato de potasisg¢miaron una disminucion mayor en

comparacion con el tratamiento lavado Unicamemnteagma (Morrison and Fleet, 1985).

4.4.2 Métodos quimicos

Los tratamientos mas comunes son el uso de cladoc{dn de 500-200 ppm),
mezclas de acidos citricos (100-200 ppm), fosfaswdico (solucién entre 8-12 %),
ozono, Parabenos (0.05 % a 1%) entre otros, @esian demostrado ser efectivos en
la reduccion de patégenos y aprobados por la US@iteas concentraciones(Ransom

et al, 2003).

El uso de &cidos organicos también han demostradeficaces en la reduccion de
patdégenos en la piel de pollo. Por ejemplo, @a (1981) reportaron la reduccion de
1.21-log de bacterias en la piel de pollo al senexgidas en 5 % de &cido succinico a
60° C por 3 min, mientras que al ser usado en 2¢HrC3 min so6lo se observé una
reduccién de 0.78-log, sin embargo, el acido simzimprovocd la decoloracion y

deterioro de las canales.

En estudios posteriores Hwang and Beuchat (1996)taon que la mezcla de &cido
lactico (0.5 %) y el benzoato de sodio (0.05 %) enit@n el rango de inactivacion de
Salmonella, C. jgjuni y E. coli O157:H7 en piel de pollo durante su almacenamiento

refrigeracion a 4° C, sin embargo, algunos de égtioks organicos no son considerados
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sustancias GRAS (Generalmente Reconocidos coma@epar sus siglas en inglés) y

por lo tanto no pueden ser aplicados comercialmé@dteang and Beuchat, 1995).

4.5Estrategias de Reduccion de Patdégenos en Alimentesocesados

Los alimentos que se encuentran ya procesados egtéestos a reacciones fisicas,
guimicas, enzimaticas y/o microbioldgicas que poelievar a cabo el deterioro del
producto o intoxicaciones alimentarias al humarw.|® que se requieren técnicas que

permitan prevenir o disminuir el crecimiento baictieo (Peshiret al, 2002).

Las técnicas de conservacion de los alimentosrtieamo objetivo: 1) la prevencion
de acceso de patdgenos a los alimentos, 2) lavaeiétn de los microorganismos en
caso de que hayan tenido acceso al mismo y 3) megre o disminucion de su

crecimiento en caso de que los dos primeros obgto se cumplan (Gould, 2000a).

Existe una gran variedad de tratamientos parariaecgacion de los alimentos, entre
los cuales incluyen el uso de calor que es unosienhs comunes. Desafortunadamente,
este proceso induce cambios fisicos y quimicod alingento, por lo que se emplea una
combinacion de técnicas de conservacion, comoflgeeacion, vacio, o reduccion de

tratamiento de calor por la acidificacion del alnte entre otros (Gould, 2000b).
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4.5.1 Proceso de Irradiacion

El proceso de irradiacién o pasteurizacion frian{bada asi ya que no genera calor)
del alimento es una manera efectiva de preservaiseho. Se introdujo al mercado en
los afios 60’s, usando radiacion ionizante paraomésminar, desinfectar y evitar la
maduracion de algunos alimentos. Esta se geneagtiage rayos gama producidos por
is6topos radiactivos com®¥Co (cobalto) 0*'Cs (cesio), lo que permite reducir los
niveles de patégenos en los alimentos, retrasdetetioro de los alimentos, y prolongar
el tiempo de vida en anaquel de los productos deesdl disminuir los cambios

biol6gicos asociados con el proceso de madura€idrkés, 1998)

Es importante mencionar que varios organismos rnateonales como la
Organizacion para la Agricultura y la AlimentaciBAQ), el Organismo Internacional
de Energia Atdmica (OIEA), y la Organizacion Munhdide la Salud (OMS)
determinaron como segura una dosis maxima de 10 é&®Gycualquier producto
alimenticio. En la tabla 2, se muestran algunospies de dosis analizadas para la

eliminacion de bacterias de interés sanitario (@Reseal, 2004).
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Bacteria Medio Condiciones Dosis (kGy)
C. botulinum Pollc -30° C 3.3¢
L. monocytogenes Pollc 2-4° C 0.7i
Pollo 12°C 0.49

Carne picada de vaca 12°C 0.5-1.0

S aureus Carne de poll 0°C 0.3¢
Aves de abasto 10°C 0.42
C. jguni Carne picada de pa 0.5° C vaci 0.1¢
Carne de vaca 2-4°C 0.18
E. coli O157:H: Carne picada de va -17°C 0.307
Salmondlla Carne de vaca ase 3° CS Typhimuriurr 0.56i
Carne picada de vaca] 20° CS. Typhimurium 0.55
Pollo deshuesado -40° CS Typhimurium 0.497
Pollo deshuesado -40° CS Enteritidis 0.534
Pollo deshuesado -40° CS newport 0.436
Pollo deshuesado 40° CS anatum 0.542

Fuente: Revista del comité Cientifico de la AESAr@elaet al, 2004)
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Desafortunadamente al igual que otros tratamientosno la congelacion vy
calentamiento, la irradiacion causa alteracionesnigas y sensoriales al alimento,
afectando carbohidratos, proteinas, lipidos y vitas) aunandole la posibilidad de crear
patdgenos mutantes que lleguen a ser altamentéentios, asi como disminuir la
microflora acompafiante que pudiera competir por hogrientes permitiendo el

crecimiento descontrolado del patégeno (Ariwa, 2002).

4.5.2 Uso de Antimicrobianos de Origen Natural
Muchos productos derivados de plantas como espegiaparaciones de frutas,
vegetales o0 extractos se han usados por sigloslgameservacion de alimentos y la

extension del tiempo de anaquel (Draughon, 2004).

La mayoria de la actividad antioxidante asociaffatas o vegetales esta relacionada
a su contenido de fenoles y grupos hidroxilo, cqgrao ejemplo las catequinas, acido
galico, antocianinas, carotenoides y flavonoiddag@vickz-Sapuntzakiet al, 2001),
siendo reconocidas como seguros para su uso coitimoaden los alimentos ya que
algunos de estos compuestos también otorgan bieisedida dieta. En un estudio que se
realizé en Boston en el Centro de Nutricibn Humde@an Mayer se concluyé que los
alimentos con una alta capacidad de absorciéndieatas libres y toxicos de oxigeno
(ORAC, por sus siglas en inglés) puede reduciriedgo de enfermedades como

ateroesclerosis, diabetes y cancer (&a, 1995).
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Las fuentes naturales de antioxidantes también demostrado tener un efecto
antimicrobiano siendo esto de gran importanciaaeindustria de alimentos, aunque no
sea del todo eficaz como para reducir la cantidagnécroorganismos al estandar de
cero tolerancia de patdégenos (Nam and Ahn, 2008).eBbargo en conjuncién con
otras intervenciones no solo se puede ser masvefgrra la reduccién de patdgenos
sino también, para disminuir el impacto negativdeenalidad de productos obteniendo

una mejor calidad del mismo (Rickeal, 2005).

4.6 Uso de Extractos de Plantas

4.6.1 Generalidades
Se estima que existen cerca de 250,000 a 500,pe@gies de plantas en la Tierra, de
las cuales, solo entre el 1-10 % son usadas camerdab o medicina por el hombre. Se
calcula que 300 de estas plantas se han comeadializor su sabor, estructura y olor
(Simpson and Orgozaly, 2001). Mientras que la OMSchtalogado mas de 20,000
especies de plantas con propiedades medicinalespgegen ser empleadas en el
tratamiento para enfermedades como neumonia, floesaquitis, resfriados, diarrea

entre otras (Flaviet al, 2008).

México tiene una gran variedad de plantas siend8 phis mas rico en este sentido a
nivel mundial, con 25,000 especies registradas gstimado de 30,000 aun sin describir

(Adame and Adame, 2000).
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La mayoria de las plantas medicinales tienen lailidlad de poseer sustancias
aromaticas como los fenoles o sus derivados (Garsst®63), entre los que se pueden

mencionar los taninos, catequinas, alcaloidesdo&gpolifendlicos (Deininger, 1984).

Muchas de estas sustancias son metabolitos seamsdae sirven a la planta como
mecanismo de defensa contra la invasion de micanismos, insectos y herbivoros. Su
actividad es muy variada, como por ejemplo losetleodes son responsables del olor,
las quinonas y taninos para la pigmentacion, |aaama terpenoide que confiere sabor

a la planta, etc. (Ramar and Ponnampalam, 2008).

4.6.2 Extractos de Plantas como Antimicrobianos Naturales
De manera particular, la actividad antimicrobiaeda$ extractos y aceites esenciales
de las plantas ha sido la base para muchas aplesgientre las que se encuentran la
medicina alternativa, terapias naturales y farmideau las cuales, estan siendo
ampliamente reconocidas por cientificos como urodetlterno para la produccion de
antibioticos que no estan disponibles para mucinéegeor su alto costo (Vieirgt al,

2001).

Su actividad biolégica depende de la composicidimma de la planta, la cual es
determinada por su genotipo, origen geografico,ioacbiente y la concentracion de

los aceites esenciales presentes (Cowan, 1999).

El uso de moléculas antimicrobianas para matar aoiganismos patdégenos ha

recibido mucha atencién, en especial los aceitesceses como el de la canela cuyo
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compuesto principal es drans-cinamaldehido que posee actividad antimicrobiana
contra un amplio rango de patégenos causantes As EEbmoL. monocytogenes, V.
cholerae, Salmonella, E. coli, entre otros (Bowles and Miller, 1993; Friedmenal,

2002).

4.6.3 Principales Compuestos Antimicrobianos Provenientede Plantas
Algunos compuestos presentes en las plantas tiexfentos bactericidas o
bacteriostéticos, y son fuertemente activos dependi de su capacidad de disolverse en

agua (Gill and Holley, 2006). Dentro de los grugidequimicos con mayor uso se

encuentran los siguientes:

4.6.3.1Alcaloides
Son metabolitos de plantas sintetizados a partiardimoacidos y se ha encontrado
gue tienen efecto antibacterial contra microorgans comaCandida albicans, Giardia
duodenale, Tripanosomas, Plasmodium por mencionar algunos (Fessenden and
Fessenden, 1982; Cowan, 1999). Su mecanismo denaseibasa en la inhibicion de la

topoisomerasa | y Il (Ramsewaekal, 1999).

4.6.3.2Flavonas, Flavonoides y Flavonoles
Las flavonas son estructuras fendlicas que contieme grupo carbonilo, los
flavonoides son sintetizados por plantas en respuasuna infeccion microbiana

(Dixonet al, 1983) teniendo un amplio espectro contra micraoismos. La actividad
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pudiera estar ligada a su habilidad de formar unptejo con proteinas solubles que se

unen a la pared celular bacteriana (Tsuchiyd, 1996).

4.6.3.3Aceites esenciales y Terpenoides

Los aceites esenciales han sido usados desde iguett#d como agentes
saborizantes, y poseen una gran actividad antifviemna la cual se atribuye a su alto
contenido de derivados fendlicos como el carvagriinol. Los aceites esenciales son
metabolitos secundarios ricos en compuestos basadds estructura isopreno, por lo
gue son mejor conocidos como terpenos, diterpemdgrpenos, tetraterpenos,
hemiterpenos y sesquiterpenos. Su mecanismo déna@in no esta muy bien
comprendido, sin embargo se cree que rompen la na@@bcelular por sus

componentes lipofilicos (Manohetral, 2001).

4.6.3.4Lecitinas y Polipéptidos
Se encuentran generalmente en las células de pas externas del tejido de las
plantas, sugiriendo que son la primera linea dergef contra el ataque de patdégenos.
Un ejemplo de este grupo son las cumarinas y samsno de accion se cree que es la
formacion de un canal de iones en la membrana bigmea o la inhibicion competitiva
de la adhesion de proteinas microbianas en lopt@es de polisacaridos del huésped

(Sharon y Ofek, 1986).
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4.6.3.5Polifenoles y Fenoles
Estan formados por un anillo fendlico y pueden ssados en alimentos o
preservacién de los mismos, son toxicos para l@somiganismos por su contenido de
grupos hidroxilo en los fenoles (Urs and Dunleal§75). Los polifenoles se pueden
conjuntar con los mecanismos de adhesién bactef@mpue evita que se una a la
superficie celular del receptor evitando con ellodafio al mismo (Mason and

Wasserman, 1987).

4.6.3.6Taninos

Son un grupo de sustancias fendlicas poliméricas gncuentran en casi todas las
partes de la planta: corteza, hojas, raices, magldrata (Nizetet al, 2001). Las
propiedades antimicrobianas de los taninos (déda) le han permitido ser usados en
los alimentos para incrementar su vida de anagD#&los compuestos como la
epicatequina y catequina también poseen actividéibazteriana y antifungica (Het
al, 2001). Su mecanismo de accién esta ligado a Bilidzal para inactivar adhesinas
microbianas, transporte de enzimas y proteinas rieltara celular (Ramar y

Ponnampalam, 2008).

4.6.4 Extractos de Plantas contra Microorganismos Enteroptégenos
Como se mencion0d anteriormente, las ETAs son um grablema de salud a nivel
mundial lo que conlleva a buscar maneras de retu@lta incidencia de las mismas,

siendo un area importante de investigacion el deltarde nuevos métodos de
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preservacion de alimentos asi como la eliminaceérod patdégenos presentes en ellos

(Smith-Palmeet al, 1998).

Existen una gran cantidad de investigaciones wmladas a la actividad
antimicrobiana de extractos de plantas contra epédgenos. Algunos ejemplos se

muestran a continuacion:

Smith-Palmer (19984t al analizaron la actividad de 21 extractos de plactasraC.
jeguni, Salmonella Enteritidis E. coli, S aureus y Listeria monocytogenes encontrando
que los extractos de orégano, clavo, tomillo ydhyresentaron mayor inhibicion

contra dichos microorganismos (Smith-Palreteal, 1998).

En el afio de 1999, Hammer y su grupo de investigagiobaron la actividad de 52
extractos y aceites esenciales de plantas comon/iméégano, tomillo, calabaza,
durazno y almendras, entre otras, contra micro@gas como Acinetobacter
baumanii, Aeromonas veronii, Candida albicans, Enterococcus faecalis, E. coali,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, S Typhimurium Serratia
marcescens y Saphylococcus aureus. De todos los extractos probados, Unicamente el
orégano, limén y laurel inhibieron a todos los marganismos en cuestiéon (Hamneer

al, 1999)

En ese mismo afio, se comparo el efecto antimianobd® extractos de clavo y ajo

contraS. epidermidis, y S Typhi, observandose actividad inhibitoria por patteestas
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dos especias contra dichas bacterias, siendo raésvefel ajo, sugiriendo asi el gran

potencial como agentes antimicrobianos (Arora aadrK1999).

En afios recientes, se ha reportado también queéntrado de jugo de limon, lima
acida, limén agrio y de arandano inactivaic.acoli O157:H7,L. monocytogenes, y

Salmonella spp (Enache and Chen, 2007; Nogueira, 2003)

En el afio 2006 se observé que el jugo de col iGlebcrecimiento d&. Enteriditis,
E. coli O175:H7,E. coli HB productora de toxina termolapk. coli no toxigénica y

Listeria monocytogenes (Brandet al, 2006).

El té de hojas de guayaba ha sido usado comUnmente remedio contra diarrea
infantil y gastroenteritis en Sao Paulo, Brasileylm demostrado que tiene actividad
antimicrobiana contra diferentes familias de baaser como Vibrionaceae,
Micrococcaceae y Propionibacteriaceae, por lo que Flaviaet al (2008) probaron el
efecto antimicrobiano de extractos obtenidos cetanol, hexano y acetato de etilo de
las hojas de esta fruta contra bacterias c@naureus, Salmonella spp yE. cali,
encontrando como resultados que el extracto metanéle el que presentd mayor

efecto sobré&. aureus (Flaviaet al, 2008)
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También se ha probado la actividad antibacteriaglaedtracto de Jamaica contra
microorganismos comd. enterica, E. coli O157:H7 y L. monocytogenes siendo

Salmonellay Listeria las mas susceptibles a éste@al, 2009).

Con respecto al efecto antimicrobiano de los as@$enciales y sus componentes se
han realizado diversos estudios. Tal es el casosdaceites esenciales de lima, naranja,
limén, d-limoneno, terpineol y geraniol los cualpsesentaron inhibiciobn sobre el
crecimiento deS. SenftenberE. coli, S aureus y Pseudomona spp (Dabbalet al,

1970).

En afos posteriores Kiet al(1995a) encontraron que los compuestos aislados com
carvacrol (presente en el orégano), citral y getafpresentes en algunos citricos)son

altamente efectivos contra el crecimientdsdd yphimurium (Kimet al, 1995a).

También se ha observado que el aceite esenctahdio inhibié aC. albicansy E.
coli, en un estudio realizado por Hamnaeral (1999) concluyendo con esto que los
aceites esenciales y extractos de plantas pudijegar un papel importante en la

industria farmacéutica asi como conservadoresioherios (Hammeet al, 1999).

Posteriormente Dorman and Deans (2000) probarefeeio antibacteriano del aceite

esencial de orégano conttacoli observando actividad inhibitoria contra ésta, fem
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después Burt (2004) determinaron que el mayor coeme antibacterial de dicho

extracto es el carvacrol (Dorman and Deans, 200€;, B004)

En un estudio realizado por Flawgal (2008) se probé el efecto antimicrobiano del
aceite esencial obtenido de la hoja de guayabatracomicroorganismos como
Salmonella spp yS aureus los cuales fueron inhibidos por dicho aceite coyehdo que
se pudieran usar como una nueva fuente de compuastionicrobianos (Flaviet al,

2008).

Kollanoor et al, en un estudio que realizaron usardans-cinamaldehido (mayor
componente de la canela), concluyeron que ésteepuoreefecto desinfectante y
antimicrobiano contr&. Enteritidis yC. jgjuni al afiadirse al agua de beber de pollos a
una temperatura entre 12.5 y 25° C, sie@lgeuni la bacteria mas susceptible.

(Kollanooret al, 2008).

Posteriormente O'Bryast al probaron algunos componentes de la naranja cthhtra
serotipos deSalmonella de los cuales los terpenos, el d-limoneno y terpete la

esencia de naranja tuvieron efecto contra estg@ato(O’'Bryaret al, 2008).

Sin embargo, la mayoria de las investigacionesaserhen modelos vitro y en
raras ocasiones se extrapolan a modelos alimesitipior lo que hoy en dia se estan
realizando dichas investigaciones con el objetive darantizar la seguridad

microbiologica del alimento hacia el consumidos(tér and Phillips, 2006).
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En un estudio reciente se uso el extracto etandkcmmero y chile ancho en un batido
carnico contaminado artificialmente cdh aureus, L. monocytogenes y S Typhi
obteniendo un efecto inhibitorio sobre el crecintvede los tres patégenos (Vazquez,

2009).

También se ha probado el efecto antimicrobianoadeite esencial de cilantro en
carne molida de pollo y res conttajejuni a 4° C y 32° C observandose una reduccion
de 2 log, y cuyo efecto dependi6 de la concentracajregada a la carne

(Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn, 2010)

Con el objetivo de incrementar la actividad antnolicana de extractos de plantas o
aceites esenciales, dichos componentes se han wadombinacién con otros agentes
antibacterianos y una gran variedad de tratamieKrstzast al (2000) reportaron que
el efecto de la combinacion de carvacrol, cinanfdtttey timol con tratamiento de calor

redujo la viabilidad dé&. monocytogenes (Karaztast al, 2000).

Ettayebiet al (2000) encontraron que la combinacion de nisirtampl puede ser
efectiva para el control de bacterias responsal#eSTAs, ya que las concentraciones
de nisina y timol serian menores que aquellas ratpge cuando se utilizan solas

(Ettayebiet al, 2000).

Recientemente Rui-Soagal (2009) evaluaron la actividad antibacterial dejexol,

cinamaldehido, timol, carvacrol y sus combinacioc@m#raE. coli encontrando que las
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concentraciones de dichos compuestos al ser codudsrse necesitan en menor cantidad
(400, 100, 100 y 100 mg/L respectivamente) paréink. coli que por si solos (1600,
400, 400 y 400 mg/L respectivamente). Ademas, ohsen una disminucion en el olor
caracteristico de los cuatro componentes haciéadcdmdidatos para usarlos como

aditivos en la conservacion de alimentos (Rui-Satrat, 2009)

En un estudio reciente Vijast al (2009) evaluaron la resistencia al calorEdeoli
0157:H7 en carne molida de res en ausencia y prieseéea carvacrol y cinamaldehido a
temperaturas de 55 a 62.5° C concluyendo que agagrestos dos compuestos se

incremento la sensibilidad de dicha bacteria arc@lijay et al, 2009).

Como antecedente directo de este trabajo, Vakkodriguezet al (2010), evaluaron
la actividad antimicrobiana de mezclas de extrad®glantas contr&. jejuni/coli en
piel de pollo inoculada artificialmente, observangiee con los extractos de limon,
ciruela y cascara de naranja no se detectaronasidatestos patdgenos después de 48 h

a 4° C (Valtierra-Rodrigueat al, 2010).

Vijay et al(2010) evaluaron la resistencia al calorSdemonella en carne molida de
res en presencia y ausencia de lactato de sodiite ate orégano y la combinacion de
ambos, y se determind su actividad bactericida atebiastatica durante tratamientos
post-térmicos almacenado a 15°C, encontrando gua\eles dé&almonella en la carne
disminuyeron 6.66 log UFC/ml (1.5 % NaL y 0.5 %atégano) en 15 min a 60° C, y

6.77 log UFC/ml (1.5 % NaL y 1 % de orégano) enniifi a 60° C. Estos resultados
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indican que el lactato de sodio y el aceite esk@aorégano pueden ser usados para

hacer méas susceptible al caldgadmonella spp (Vijayet al, 2010).

En un estudio reciente, Bidt al (2010) probaron el efecto de marinado de carne de
pollo con distintos ingredientes afiadidos al alitoean el que encontraron que usando
soluciones de acido tartarico se reducia la paitageC. jgjuni entre 0.5-2 log, en tanto
gue algunos ingredientes acidicos (vinagre, jugbnaén, jarabe de granada y salsa de
soya) redujeron hasta 0.8 log de este patdégena earhe, mientras que el marinado
preparado compuesto por jarabe de granada, julimde y vinagre de vino blanco (pH
< 3) reducia aproximadamente 1.2 log después de tresddialmacenamiento a 4° C

(Birk et al, 2010).

Debido a lo anterior, en este trabajo se evaluéfedto antibacteriano de algunos
extractos de plantas como el tomillo, jugo de limtdmarindo y sus mezclas en ensayos
invitro, asi como en carne molida de pollo contaminadaaatihente cors. Typhi, S
Typhimurium y C. jguni con el objetivo de determinar su actividad cordiehos

microorganismos en un modelo alimenticio.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1Cepas usadas

Para este trabajo se emplearon las cepa€amapylobacter jejuni NADC 5356
donada por la Dra. Irene Wesley del Centro NaciaeaEnfermedades de Animales
(USDA, Ames lowa),Salmonedla Typhi ATCC 19430 ySalmonella Typhimurium

ATCC 14028 donadas por la Compafia Becton-DickirtkoNéxico.

Los cultivos deC. jejuni NADC 5653 se mantuvieron en ultra congelacion 8C8&h
caldo ICC (BD) adicionado con el 0.6% de extractolelvadura y glicerol (20% v/v)
como crioprotector (Garcia and Uruburu, 2000). Raractivacion de la cepa se tomo
una asada del medio de reserva y se sembroé pi@ estplacas de Agar Mueller-Hinton
(Bioxon) suplementado con 5% de sangre hemoliZaas placas se incubaron a 42°C

por 48 h bajo condiciones de microaerofilia (10%)CRavishankaet al, 2008).



43

Para mantener el cultivo, se tomo6 una asada d@feule placa a un tubo con caldo
ICC (BD) adicionado con 0.6% de extracto de levadyrse incub6 a 42°C bajo

condiciones de microaerofilia, realizando resiemisemanalmente.

Los cultivos deS. Typhi ATCC 19430 yS Typhimurium ATCC 14028 se mantuvieron
en ultra congelacion a -80°C en caldo Mueller-Hintp glicerol (20% v/v) como

crioprotector (Garcia and Uruburu, 2000).

Para la activacion de la cepa, se tomé una asddaedo de reserva y se sembro en
placas de Agar Mueller-Hinton (Bioxon) incubandes87° C por 24 h en condiciones
aerdbicas. Posteriormente se pasé una asada tieb @rterior a tubos con agar ICC en
pico de flauta y se incub6 a 37°C por 24 h en a«imées aerdbicas, finalmente se

mantuvieron a 4°C haciendo resiembras cada 3 meses.

5.1.1 Condiciones de Activacion deC. jgjuni
Para la activacion de la cepa se tomo6 una asadzaldiel ICC (BD) con extracto de
levadura previamente crecido y se sembré por estrieuatro cuadrantes en placas de
Agar Mueller-Hinton (Bioxon) suplementado con eP®b de sangre hemolizada y se
incubaron a 42° C por 48 h bajo condiciones de gaanofilia (10% C¢). Pasado el
tiempo de incubacion, se tomaron asadas de laycspacolocaron en un tubo con 5 ml
de caldo ICC con 0.6% de extracto de levadura gjgstdo en un espectrofotometro

(Sequoia Turner) a 610 nm hasta alcanzar una absuebde 0.5 que corresponde
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aproximadamente a 4@FC/ml, para realizar los ensaywsvitro (Ravishankart al,

2008).

5.1.2Condiciones de Activacion de Salmonella Typhi y Salmonella
Typhimurium
Para realizar los ensayas vitro, se activo la cepa tomando una asada del tubo en
pico de flauta, y se inocul6 en caldo ICC, se irdcal87° C por 24 h. Posteriormente se
tomaron asadas de la cepa y se colocaron en urctubbd ml de caldo ICC y se ajusto
la cepa en un espectrofotbmetro (Sequoia Turnefl@ nm hasta alcanzar una

absorbancia de 0.5 que corresponde aproximadamditeJFC/ml.

5.2 Plantas usadas

En la Tabla 3,se muestran las plantas y frutosfgeen usadas para obtener los
extractos. Se colectaron en diferentes centros mstes del area metropolitana de la

ciudad de Monterrey, Nuevo Leon.
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Tabla 3.

Nombre comdun, cientifico y partes usadas de |lagadautilizadas en este estudio, mediante
una extraccién etandlica (EtOH).

Nombre comur Nombre cientificc Parte utilizada Tipo de
Extraccion

Betabe Beta vulgarisvar. Conditivi  Céscaray pulg EtOH
Brocoli Brassica oleracea Tallo y hoje EtOH
Cebolla Allium cepa Bulbc EtOH
Cebolla Allium schoenoprasum Hoja y bulbc EtOH
cambray

Cebolla morade  Allium cepa Bulbc EtOH
Jamaice Hibiscus sabdariffa Flor EtOH
Jicame Pachyrhizus erosus Céscara y frut EtOH
Limon Citrus aurantifolia Cascara, pulpa y ju EtOH
Mejorana Origanum majorana Hoja EtOH
Mostaze Brassica juncea Semille EtOH
Naranja Citrussinensis Cascara y frut EtOH
valencia

Oréganc Poliomintha longiflora Tallo y hoje EtOH
Papaye Corica papaya Cascara y frut EtOH
Pimienta gorde  Piper nigrum Frutc EtOH
Pimiento rojo Capsicum annuum Frutc EtOH
Pifia Anana comosus Frutc EtOH
Rabanc Raphanus sativus var. sativus ~ Frutc EtOH
Romerc Rosmarinus officinalis Hojas EtOH
Tamarindo Tamarindusindica Céscara y frut EtOH
Té negrc Camellia sinensis Hojas EtOH
Té verde Camellia sinensis Hojas EtOH
Tomillo Thymus vulgaris Hojas EtOH
Zacate Limoén Cymbopogun citratus Hoja EtOH
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5.3 Obtencion de extractos

Para la obtencion de los extractos, se secaron@0gplanta y se trituraron en una
licuadora (Osterizer mod. Classic) con 200 mlted al 96% (CTR). Posteriormente,
se pasaron a matraces Erlenmeyer de 1l y se agregaroximadamente 400 ml de
etanol al 96% para dejar macerando la planta deth a temperatura ambiente (Cho

et al., 2008).

Pasado este tiempo, el extracto obtenido se Gtiropapel filtro Whatman No. 1 y se
dejé evaporar a temperatura ambiente. A los exisagh secos se les agregd agua
destilada hasta que se disolvieron por complete ¥yilsaron nuevamente con papel
filtro Whatman No. 1 y se colocaron en frascosrédseteforrados con papel aluminio y

se mantuvieron a -20°C hasta su uso.

Para los extractos etandlicos, se pesaron 1 gxttalcéo seco y se resuspendieron en
5ml de etanol a diferentes concentraciones comeiozaor 96 %, 90 % y gradientes de
10 en 10 hasta 30 % de etanol. Dichas alicuotamrfuasadas para determinar la
actividad antimicrobiana del extracto y determisiael etanol influia de alguna manera

en el efecto antimicrobiano del extracto.

Una vez que se selecciono la concentracion de lef4d% para jugo de limoén, y 50
% para pulpa de tamarindo), se resuspendi6 elaatsco y se volvio a filtrar con un

papel filtro Whatman No. 1. Posteriormente se ablet filtrado en frascos limpios
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forrados con papel aluminio y se almacené a 4°Gahss uso. Los extractos se

mantuvieron almacenados por un tiempo no mayomases.

5.4 Determinacion de peso seco del extracto

Para determinar la concentracion del extractonidhbe se tomé 1 ml del extracto y
se coloco en un tubo de ensayo previamente tapadtgriormente se colocaron en una
estufa a 50°C hasta obtener un peso constanteegtéeel peso del tubo antes de colocar

el extracto correspondiendo este dato a la coramatr del extracto (Alarcon, 2002).

5.5Ensayo preliminar de susceptibilidad antimicrobiana

Se colocaron 10Ql de cultivo deC. jejuni previamente ajustados a®1l0FC/ml en
placas con agar Mueller-Hinton suplementado congrearhemolizada (5%) y se
sembraron por extension usando un asa de DriglaR&gteriormente, se realizaron
pozos en el agar, utilizando un tubo de Durhanriegteertido (5 mm de didmetro). A
dichos pozos se les agrego 10ale los extractos a probar. Como control se @tig
solvente usado para obtener el extracto. El sistemancubado a 42° C por 48 h en
condiciones de microaerofilia (10 % @OFinalmente se observo el efecto del extracto
sobre la bacteria mediante la presencia o ausdaaia halo de inhibicién y en los casos
positivos, se midid el halo. Este ensayo se redtegveces con su duplicado (Gamtia

al, 2005).
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En el caso de las cepas $#monella, el ensayo se realizé de la misma manera que lo
anterior, sin embargo el agar usado fue Muelletdtin(Bioxon) sin suplemento de

sangre y las condiciones de incubacion fueron 8&€3Yor 24 h en aerobiosis.

5.6 Determinacién de la Concentracion Minima Bactericia (CMB)

La determinacion de la CMB se realiz6 a los extreajue mostraron actividad
antimicrobiana en el ensayo preliminar. Para estsiguié el método de microdilucion
de acuerdo al PROY-NOM-059-PESC-2004, el cual éstsado en los estandares
establecidos por la NCCLS (National Comittee foniChl Laboratory Standards); con
algunas modificaciones. Dicho analisis se realigando microplacas estériles de 96

pozos marca Falcon de poliestireno con fondo tienesye.

A cada uno de los pozos se agregaron 150 pl deo ddigeller-Hinton (BD)
preparado al doble de concentracion (2X) en cada,podespués se agregaron 150 pl
del extracto y se hicieron diluciones decimalesadas de 150 ul de un pozo a otro

(Figura 2).

Una vez realizadas las diluciones se inoculo la@gd % v/v previamente ajustada y
se incubaron las microplacas a 37° C por 24 h ewicones de aerobiosis para

Salmonella'y a 42° C por 48 h en microaerofilia (10 %A @araC. jejuni.
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Pasado el tiempo de incubacion se plaquearon 2 ichda pocillo por el método de
goteo (Miles and Mishra, 1932) en agar Mueller-Bim{Bioxon) pareSalmonella y en
agar Mueller-Hinton (Bioxon) suplementado con élSde sangre hemolizada pata
jeluni incubandose bajo sus respectivas condiciones. rRoatente se observé el rango
mas pequefio entre el cual la cepa no crecid. Unastmado este rango se repitio el
procedimiento hasta determinar la concentracidrctaxaiendo ese dato la CMB. Lo

anterior se realizd por duplicado con tres repaties.
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Figura 2. Distribucion de extractos en microplaca de 96 lfui

Pozo Al: 150 pl de extracto + 150 pl de medieMu-Hinton 2X + 3 ul de cepa
Pozo A2-A8: Diluciones del extracto + 3 pul de cepa

Pozo B1-B8: Repeticion

Pozo C1: Solvente del extracto (150 ul de etar@o(4 50%) + 150 ul de medio + 3 pl
de cepa)

Pozo C2-C8: Diluciones del solvente del extrac®tl de cepa

Pozo A11-A12(+): Control positivo (150 pl de medid..5 pl de cepa)

Pozo C11-C12(-): Control negativo (150 pl de medio)
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5.7Determinacion de la concentracion minima bactericid de una mezcla

comercial (Citrol K-Ultra).

Se determiné la CMB del Citrol K-Ultra (CorpoCityidonado por el Dr. Juan Carlos
Luna con la técnica de microdilucion descrita daterente. Las concentraciones que se
probaron par&almonella fueron de 200, 100 y 50 ppm. La ficha técnicaCi&lol-K-
Ultra indica que una concentracion de 200 ppm &sisate para inhibiSalmonella por

lo que se quiso verificar éste dato incluyéndosgaa menores.

Para el caso d&. jguni se realizaron mas diluciones hasta obtener unaotmacion
de 0.095 ppm. Cabe mencionar que este dato noeeska ficha del producto y no

existen reportes de CMB para este producto costeargicroorganismo.

5.8 Determinacién de combinaciones efectivas de los exttos

Para determinar si la combinacion de los extraohostraban ya sea un efecto
sinérgico o antagonico, se utilizé el método dblet descrito por Orhaet al (2005)

con algunas modificaciones realizandose de laesgeimanera:

Se usaron microplacas de 96 pozos marca Falcon otlestpeno con fondo
transparente para este procedimiento(Figura 3ye8&aron mezclas del extracto de

jugo de limon con tamarindo (ambos resuspendidostanol), y extracto de jugo de
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limén con tomillo (el tomillo resuspendido en agiestilada) ya que fueron los que
presentaron la CMB menor. Ademas, se tomo en cupgalos extractos utilizados
fueran compatibles con el alimento en cuestion gliggan no afectar el sabor al

aplicarse en modelo alimenticio.

Para realizar las mezclas, primero se coloco €44106 la CMB del extracto de jugo
de limon en los pocillos A1-A8. Para el 100% d&€CMB del extracto de tamarindo se

usaron los pocillos A8-H8.

Posteriormente se colocaron en los pocillos cexdrab0 pl de caldo Mueller-Hinton
2X (BD) y se procedi6 a realizar diluciones sergada arriba hacia abajo (comenzado
por el pocillo Ax:-H1, A2—-H2 hasta llegar al pocillo A#H7) seguida de diluciones
de derecha a izquierda (comenzando por el pociie-B1, C8-C1 hasta llegar al

pocillo H8—H1).

Una vez realizadas las mezclas de los extractaeosel6é el 1% v/iv de la cepa
previamente ajustada y se incubd de acuerdo eoladiaciones de las cepas que se ha

descrito anteriormente.

El efecto de las combinaciones se determind condklulo de la concentraciéon

fraccionaria bactericida (FBC) mediante la sigueedrmula:
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FBC A= CMB A en combinacion / CMB A solo
FBC B= CMB B en combinacion / CMB B solo
YFBC=FBCA + FBCB
Los indices FBC se interpretaron de la siguientedo cuando IZFBC fue cercana a 1
implico aditividad; XFBC < 1 implico sinergismo E£FBC >1 implicé antagonismo

(L6pez-Maloet al, 2005b).

123456789101112

12.5% 25% 50% 100 % CMB
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Figura 3. Método del tablero usado para la mezcla de exsa@ontrol (+): caldo
de cultivo + cepa, Control (-): caldo de cultivdgoControl: caldo de cultivo +
etanol o agua + cepa. Las flechas indican la disaate las diluciones.
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5.9Efecto de extractos de plantas contr&. jejuni, S. Typhi y STyphimurium

en carne molida de pollo.

Para este ensayo se usaron pechugas de pollo esiiposa, despellejadas y

deshuesadas marca AYVI que se mantuvieron en amigela -20° C hasta su uso.

5.9.1Proceso de molienda y preparacion de la carne
Para el proceso de molienda de la carne, se dedeomg mediante el pasaje a
4°Cuna a dos pechugas de pollo 18 h antes de detam®dodos los recipientes y

utensilios empleados fueron esterilizados previaeng?1° C/ 15 min).

Posteriormente, una vez descongelada la carnergeen trozos con un cuchillo y
tenedor y se colocaron en un refractario de vidlanolino (molino manual para carne
marca ROTTER # 32) fue esterilizado previamenteatanol al 70% por aspersion y se
dej6é secar cerca del mechero para mantener lascaores de esterilidad. Después de
esto, los trozos de carne se molieron y la careedaibida en un plato de vidrio estéril.
De alli se pesaron 10g y se colocaron en bolsgdédtico las cuales posteriormente
fueron inoculadas y a las que se les determindidata bacteriana a diferentes dias (0,

1, 3,5y 7). Se prepararon un total de 40 bolass fodos los tratamientos.
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5.9.2 Preparacion del inoculo deC. jguni

Se activo la cepa tomando una asada del caldo 8&Cektracto de levadura y se
estrié en placas de agar Mueller-Hinton (Bioxonplementado con el 5% de sangre
hemolizada y se incubaron a 42° C por 48 h en cmmis de microaerofilia.
Posteriormente se tomaron asadas de la cepa p@ddron en un matraz que contenia
40 ml de agua peptonada (Peptona Bioxon) al 0.18la@sstar la concentracion celular
al 0.5 de McFarland con una densidad 6ptica a 60Cen Absorbancia (Bhaduri and

Cottrell, 2004).

5.9.3 Preparacion del inoculo de las cepas daalmonella
Para dicho procedimiento, se activd cada cepa tdmana asada del medio ICC en
pico de flauta y se inoculé en 10 ml de TSB (B@uimandose a 37° C por 24 h. Pasado
el tiempo de incubacion, el cultivo se pasé a tulmsendorf de 15 ml y se centrifugd
por 10 min a 10,000 rpm a 4°C. El sobrenadanted&sechado y el precipitado fue
resuspendido en agua peptonada estéril obteniéndose concentracion de
aproximadamente 2QUFC/ml. Se prepararon 4 tubos de la misma marea gbtener

un volumen total de 40 ml.

5.9.4Inoculacion y tratamiento de la carne molida de pdb

Para este procedimiento, se realizé la metodoldgsarita por Bhaduri and Cottrell

(2004) con algunas modificaciones:
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De las 40 bolsas con carne preparadas anteriorreergepararon en lotes de 10 para
los tratamientos de la tabla 4.El primer lote nobe tratamiento alguno, esto con el

objetivo de determinar la presencia de microfl@anapariante en la carne.

Posteriormente cada bolsa de los tres lotes restémé inoculada con 1 ml de la cepa
respectiva (ya se@. jejuni o Salmonella spp, resultando una concentracion aproximada
de 10 UFC/g) y se homogeniz6 manualmente por 1 minutostd?iormente se
separaron en tres lotes de 10, para los diferettamientos. El primer lote

correspondio a la carne inoculada sin ningun triztaio.

Al segundo lote (que correspondieron al extracto laccepa), se agregé el volumen
de extracto necesario (p/v) para que en 10g decpradara ajustada a la concentracion

deseada (100% de la CMB) y después de esto se kraimognanualmente por 1 min.

Al ultimo lote de 10 bolsas se agreg6 el solvemtelecual el extracto seleccionado

fue resuspendido (agua o EtOH) y se homogenizé ateramte por 1 min.

Al finalizar los tratamientos las bolsas se cematmtando de dejar la minima
cantidad de oxigeno posible en el cas&dpguni y se almacenaron a 4° C, realizando

un conteo de células alos dias 0,1, 3,5y 7.
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Tratamientos correspondientes al modelo alimenticio

Tratamiento Cepa (ml) Extracto (ml) Solvente (ml)
Carne Sola - - -
Carne + Cepa 1 - -
Carne + Cepa + Extracto 1 Correspondiente -
al peso/volumer|
Carne + Cepa + Solvente 1 - Correspondient

11

al peso/volumer

Se realizdé el mismo procedimiento para las mezd#sinica diferencia para este

ensayo es que se prepararon “stocks” de las mdpatpsde limén:tamarindo y jugo de

limén:tomillo) para un volumen final de 12 ml y agregaron 1 ml de la mezcla a cada

bolsa con 10g de carne. De la misma manera serprapdstock” de la mezcla de los

solventes y se agregd 1 ml a la carne (etanoletpaca la mezcla jugo de

limén:tamarindo y el etanol:agua, correspondienta mezcla jugo de limon:tomillo)

(Tabla 5).
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Tabla 5.

Tratamientos correspondientes al modelo alimenticiolas mezclas de los
extractos probados (jugo delimon:tamarindo y juglinabn:tomillo)

Tratamiento Cepa (ml) | Stock Mezclas Mezcla
(ml) Solventes (ml)
Carne Sola - - -
Carne + Cepa 1 - -
Carne + Cepa + Extracto 1 1 -
Carne + Cepa + Solvente 1 - 1

5.9.5Sobrevivencia de C. jejuni, S. Typhi y S. Typhimumum en la carne
molida de pollo.
A todos los tratamientos anteriores al dia 0, 5 8,7 de incubacion a 4° C se les
agregaron 90 ml de agua peptonada al 0.1 % honmigelose perfectamente. Se

tomaron 200 pl del homogenizado y se realizarotat&sliluciones decimales seriadas

en tubos con solucion salina fisioldgica estéeri806 p/v).

De cada tubo se tomaron 25 pl y se inocularon paédnica de goteo (Miles y
Mishra) en placas de agar Brucella (Difco) con samgmolizada al 5% y se incubaron

a 42° C por 48 h en el caso @Gejguni y posteriormente se contaron las colonias
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caracteristicas de dicha cepa, las cuales se @lpsptanas, con bordes irregulares, de

aspecto acuoso y de un color grisaceo (Figura 4).

Para el conteo de las cepasSdémonella se repite el procedimiento anterior pero se
plaquedé en agar XLD (Difco) y se incub6é a 37° C pdrh, pasado este tiempo se
contaron las colonias de color transparente coim @entro negro caracteristicas de

Salmonella (Figura 5).

2010/02/26

Figura 4. Recuento celular de. Figura 5. Recuento celular de las
jguni por medio de la técnica de cepas dgalmonella por medio de la
gotecen agar Brucell. técnica de goteo en agar XLD.
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5.10Determinacion colorimétrica de grupos quimicos premntes en los extractos

A los extractos de plantas que mostraron tenevidatl biologica se les realizaron
ensayos quimicos con las metodologias reportadasDemninguez (1988), para

determinar en forma general los grupos quimicospggeen.

5.10.1 Hidrocarburos insaturados
Para determinar insaturaciones se utilizo la pruebBayer en donde se colocaron 2
gotas del extracto en una placa de porcelana yggaon 1-2ml de acetona (CTR
Scientific), posteriormente se le agregd gota aagaha solucion acuosa de
permanganato de potasio (Fermont) al 1%. La aparide un precipitado café indico la

presencia de hidrocarburos insaturados (Domindi8&8).

5.10.2 Saponinas
Se coloco un mililitro del extracto concentrado ena placa de porcelana,
posteriormente se agitd vigorosamente con un vdfex). La aparicion de abundante

espuma indic6 la presencia de saponinas (Domind983).

5.10.3 Flavonoides
Para esto se utilizo la Prueba de Shinoda dondgatas del extracto fue mezclado
con un fragmento de limadura de magnesio (CTR 8t@ny cuatro gotas de acido

clorhidrico concentrado (CTR Scientific). La prudba positiva cuando se presentaron
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coloraciones: naranja (flavonas), roja (flavonasja azulosa (flavonoles) o violeta

(xantanas o flavonoles) (Dominguez, 1988).

5.10.4 Sesquiterpenlactonas
Se utilizé la prueba de Legal. En este caso, secamdn 2 gotas del extracto en una
placa de porcelana, se agregaron 3 gotas de pirfBiaker) y una gota de nitroprusiato
de sodio (CTR Scientific) al 0.5%. Después se aiiadi gota a gota, 4 gotas de
hidroxido de potasio 2N. Una coloracion rosa fudidio de lactonas y  insaturadas

(Dominguez, 1988)

5.10.5 Carbohidratos
Se determinaron carbohidratos mediante la pruebda Aatrona. Se coloc6 una gota
del extracto disuelto en agua con 1 gota de an{ffeeanont) al 0.2% en acido sulfurico
concentrado (EM Science) sobre una placa de pocela prueba se considerd positiva

al formarse un anillo-verdoso en la interfase (Dujuéez, 1988).

5.10.6 p-benzoquinonas
Para esta determinacion se mezclé una gota delcextsobre una placa de porcelana,
con una gota de solucion etandlica al 0.2% derpfeitilacetonitrilo (ALFA AESAR) y
1 gota de hidroxido de sodio al 0.1 N (CTR ScigjtifLa prueba fue positiva al

observarse una coloracién azul o violeta (DominglLi@&8).
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5.10.7 Alcaloides

Se utilizé la prueba de Dragendorff para determialaaloides, para lo cual se
realizaron dos soluciones. La solucion A se prepagpclando 8 g de nitrato de bismuto
(Fermont) con 20 ml de acido nitrico (CTR Scienjifial 30%, y la solucién B
mezclando 27.2g de yoduro de potasio (Técnica ga)men 50ml de agua. Se
mezclaron las soluciones A y B y se dejaron rep8dah. Esta mezcla se filtré y se
aforé a 100 ml con agua bidestilada. Se agreganas ouantas gotas de este reactivo a
unagota de extracto que habia sido previamenteaddoen una placa de porcelana. La
prueba fue positiva cuando se presentd un predipitde color naranja-marrén

(Dominguez, 1988).

5.10.8 Cumarinas
Este compuesto se determind con la prueba de Eme8® mezclaron 0.5% de
carbonato de calcio (Merck), 0.9% de 4-aminoantipir (Spectrum), 5.4% de
ferrocianuro de potasio (CTR Scientific) en agusa gota de esta mezcla se agrego a
una gota del extracto sobre una placa de porcelanprueba fue positiva al observarse
una coloracién amarilla. Por otro lado, como conéicion se mezclo una gota del
extracto con una gota de hidroxido de sodio (CTRrfific) al 10% y una coloracion

amarilla indico la presencia de cumarinas (Domirgu888).

5.10.9 Aldehidos y cetonas
Para la determinacion de aldehidos y cetonas, sotaeplaca de porcelana, a una
gota del extracto se le agregaron 2 gotas de etaf6l% (DEQ) y 1 gota de 2,4-

dinitrofenilhidracina (Spectrum), para lo cual sesotlid6 en caliente 5 gr de 2.4-
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dinitrofenilhidracina en 60 ml de acido fosforid@TR Scientific) al 85%, se diluyeron
con 39.5 ml de etanol al 96 % y después se filtedpresencia de un precipitado rojo
indico la presencia de carbonilos aromaticos, @tipitado naranja indico carbonilas

y B insaturados y/o un precipitado amarillo fue pwsitpara carbonilos saturados

(Dominguez, 1988).

5.10.10Cloruros
Para esta determinacion, en una placa de porcstanalocé una gota del extracto y
se disolvié en 3 ml de agua bidestilada, se leiefmu2 6 3 gotas de una solucion de
nitrato de plata, la cual se preparé disolviendontOde nitrato de plata (CTR Scientific)
con 20 ml de agua bidestilada. La presencia deirdsrse manifesté con precipitado

blanco (Dominguez, 1988).

5.10.11Taninos
En la determinacion de taninos, se disolvié 1 miadmuestra en 1 ml de aguay 1 ml
de etanol (96 %) (DEQ), se afiadieron dos gotadadaro férrico (CTR Scientific) en
5% etanol (p/v); una coloracion verde oscuro o aege indicativo de hidroxilos

fenolicos (Dominguez, 1988).
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5.11Andlisis estadistico

La evaluacion de los experimentsvitro se hicieron con tres repeticiones y por
duplicado. Se realiz6 la determinacion de la mgddesviacion estandar (x DS). Los
resultados obtenidos en el modelo alimenticio salizaron mediante el programa
estadistico SPSS version 17.0 mediante un Andsi&arianza Mdltiple (ANOVA)

seguida de comparacion de medias de Tukey.
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6. RESULTADOS

6.1Ensayo de susceptibilidad antimicrobiana

Se probaron un total de 45 extractos, de los cidldaeron resuspendidos en agua y
21 en etanol al 96 %. En la tabla 6 se puede ohsewe algunos de los extractos
etanolicos resuspendidos en agua mostraron inbibid) como el de cascara de pifia,
pifia, tamarindo y tomillo par@. jegjuni. Mientras que para ambas cepasaleondlael
tomillo fue el Unico que presentd inhibicion y lestractos de cascara de pifa, col,
jicama, pimienta, pifia y tamarindo sélo mostrareduccion (R) del crecimiento del

microorganismo.

En cuanto a los extractos etandlicos resuspendidostanol se observé que los
extractos de cebolla, jugo de limon y tamarindordoeefectivos contra las tres
cepasprobadas presentando inhibicién en su cretimiMientras que el extracto de té
verde, a diferencia de los anteriores sélo fuetefecontraC. jegjuni, al igual que el

extracto de té negro resuspendido en metanol (Tigbla



Tabla 6.

Campylobacter y Salmonella (cm, + DS).

Nombre Cepa
Comdn Salmonella Typi Salmonella Campylobacter
ATCC 19430 Typhimurium jeluni NADC

ATCC 14028 5653

Ajo NI NI NI

Betabel NI NI NI

Brocoli NI NI NI

Cascara de Betabel NI NI NI

Cascara de Jicama NI NI NI

Cascara de Mel6n NI NI NI

Céascara de Papaya NI NI NI

Céscara de Pifa R (30%) R (30%) 10.85+0.07

Cascara de

Tamarindo NI NI NI

Cebolla NI NI NI

Cebollita NI NI NI

Col R (30%) R (30%) NI

Jicama R (50%) R(50%) R (60%)

Jugo de Pifa NI NI NI

Meldén NI NI NI

Mostaza NI NI NI

Papaya NI NI NI

Pimienta R (20%) R(20%) NI

Pifia R (60%) R (60%) [1.05+0.10

Rabano NI NI NI

Semilla de Melén NI NI NI

Semilla de Papaya NI NI NI

Semilla de

Tamarindo NI NI NI

Tamarindo R (70%) R (70%) 10.83+0.24

Té Negro NI NI NI

Té verde NI NI NI

Tomillo [(1.5+£0.2) (1.8 £0.1) [(1.9 £ 0.09)

NI: No Inhibicién, R: % de Reduccion, I: Inhibiciéon
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Efecto de extractos de plantas etandlicos resugmndn agua,sobre el crecimiento de cepas de



Efecto de extractos de plantas etandlicos resug@ndn etanol,sobre el crecimiento de cepas

Tabla 7.

de Campylobacter y Salmonella (cm, + DS).

Nombre Ceps
Comun Salmonella Salmonella Campylobacter jejuni
Typi ATCC Typhimurium NADC 5653
19430 ATCC 14028
Ajo NI NI NI
Betabel NI NI NI
Brocoli NI NI NI
Cascara de Betabel NI NI NI
Cascara de Jicama NI NI NI
Cascara
de Meloén NI NI NI
Cascara de Papay NI NI NI
Cascara de Pifi NI NI NI
Cascara de
Tamarindo NI NI NI
Cebolla | (1.6+0.15) | (1.3+0.16) 1 (0.35% 0.07)
Cebolla Morada NI NI NI
Cebollita NI NI NI
Cilantro NI NI NI
Col NI NI NI
Jamaica NI NI (1.5 £0.21)
Jicama NI NI R
Jugo de Pifia NI NI NI
Jugo de Limén | (1.4£0.10) (1.2 £0.27) (1.3 £0.14)
Meldén NI NI NI
Mostaza NI NI NI
Papaya NI NI NI
Pimienta NI NI NI
Pimiento Morrén NI NI NI
Pifia NI NI NI
Rabano NI NI NI
Semilla de Melén NI NI NI
Semilla de Papay NI NI NI
Semilla de
Tamarindo NI NI NI
Tamarindo (1.2 £0.15)| 1(1.4 £0.26) | (1.6 £ 0.08)
Té Verde NI NI 10.68 +0.25
Té Negrc NI NI 10.7 £0.12

NI: No Inhibicién, R: % de Reduccion, I: Inhibiciéon
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Los extractos que presentaron un halo de inhibickoricm de diametro fueron
seleccionados para ensayos posteriores. Estosmfuesoextractos etandélicosjdgo delimon,
tamarindo yel extracto acuoso de tomillo ya que fueron los eféstivos para las tres

cepas analizadas.

En el caso del extracto de pifia resuspendido ea sgobservo una reduccion (R) de
aproximadamente el 40 % del crecimiento bacterd@m@mbas cepas dalmonella,
razéon por la cual se descartd, debido a que entredtajo se buscaba que el mismo

extracto fuera efectivo contra las tres cepas.

Por lo tanto los extractos seleccionados parazagala CMB fueron los extractos de

jugo de limon, tamarindo, y tomillo.

Sin embargo antes de determinar la CMB, probamo®fetto de diferentes
concentraciones de etanol en los extractos de feggdimén y tamarindo sobre el
crecimiento de las bacterias con la finalidad degaylo al alimento, encontrando que la

concentraciéon de etanol no alter6 el efecto antin@mno del extracto.

6.2 Determinacion de Concentraciéon Minima Bactericida CMB).

De los extractos anteriores, se seleccionaron plgtede limén, tamarindo y tomillo

y se les determino la CMB para las tres cepastdeies
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Las CMBs obtenidas de los extractos oscilaron ehtye5 mg/ml dependiendo de la
cepa y el extracto, sin embargo se observo qudBR @el tamarindo contra las cepas de
Salmonella sobrepasépor mucho estos valores, siendo de 2@Ir(ibabla 8), razon por

la cual se descarto para ser probado en el motielergicio.

También se determind la CMB del producto comembéglvado de extractos citricos
Citrol-K-Ultra. Segun la ficha técnica del produst® indica que bastan 0.2 mg/ml (200
ppm) para inhibiSalmonella lo cual coincide con nuestros resultados. Pacas® deC.
jguni no estd determinada la CMB en la ficha técniga,eshbargo la obtenida por

nosotros (0.019 ppm) es mucho menor a la determipachSalmonella (Tabla 8)

Tabla 8.

Concentracidon minima bactericida de extractos seleados con actividad
antimicrobiana (x 0.5 DS)

Cepa
Extracto Salmonella Typhi Salmonella Campylobacter
ATCC 19430 Typhimurium jgiuni NADC(5653)
ATCC 14028
Jugo de 4 mg/ ml 3 mg/ ml 2 mg/ mi
Limon
Tamarindo 20 mg/ ml 20 mg/ ml 3 mg/ mi
Tomillo 5 mg/ mi 5 mg/ ml 3 mg/ ml
Citrol K Ultra 0.2 mg/mi 0.2 mg/mi 0.000019 mg/mi
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6.3 Determinacion de combinaciones efectivas de los ettos

Las mezclas de extractos probadas co@trggjuni mostraron varios puntos de CFB
convaloresd, los cuéles segun la literatura indicaron lateriga de efecto sinérgico de

los extractos (LOpez-Malet al, 2005b).

Sin embargo se observdé que el extracto dejugo delbomillo tiene mas
combinaciones efectivas contra las cepas (Tabtu8)la mezcla del extracto de jugo

delimon:tamarindo (Tabla 10).

Lo contrario ocurrié cuando probamos las mismasctaszde extractos contra
Salmonella ya que los CFB encontrados fuergfi lo que refirid existencia de

antagonismo (Lopez-Malg al, 2005).
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Tabla 9.

Concentraciéon Fraccionada Bactericida (CFB) obeen&h la mezcla del extractos de
jugo delimon mas tomillo conti@. jejuni NADC 5653.

TOMILLO

CMB %  0,7/5% 1,5% 3,1% 6,25% 12,5% 25% 50%

% [mg] 0,022 0,045 0,09 0,187 0,375 075 1,5
’g 50% 2 NE 05156 0,531 0,5625 0,625 0,75 1
D 25% 1 NE 02656 0281 0,312 0375 05 0,75
=~ 12,5% 05 NE NE NE NE NE 0,3750 0,625
2 6.25% 025 NE NE NE NE NE 0,31250,5625
4 31% 0125 NE NE NE NE NE 0,28120,5312

1,5% 00625 NE NE NE NE NE 0,26560,5156

0,75% 0,0312 NE NE NE NE NE 0,25780,5078
NE: Mezcla No Efectiva para inhibir el crecimiemt®C. jguni

En la tabla anterior se puede observar que hay 8iclas posibles del jugo
delimén:tomillo con efecto sinérgico cont€a jejuni mientras que para la mezcla de

tamarindo:jugo delimén (Tabla 10) solo se obsemwv&mezclas con efecto sinérgico.
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Tabla 10.

Concentracién Fraccionada Bactericida (CFB) obtnih la mezcla de los extractos de
jugo delimén mas tamarindo conttajejuni NADC 5653

TAMARINDO
CMB % 0,75% 1,5% 3,1% 6,25% 12,5% 25% 50%
% [mg] 0,022 0,045 0,09 0,187 0,375 0,75 15
g 50% 2 05076 0,515 0,53 0,562 0,625 0,75 1
=2  25% 1 NE NE NE NE NE NE 0,75
; 12,5% 0,5 NE NE NE NE NE NE 0,625
g 6,25% 0,25 NE NE NE NE NE NE NE
= 3,1% 0,125 NE NE NE NE NE NE NE
1,5% 0,063 NE NE NE NE NE NE NE
0,75% 0,031 NE NE NE NE NE NE NE

NE: Mezcla No Efectiva para inhibir el crecimiemt®C. jguni

De acuerdo a los resultados anteriores, para lesyes en el modelo alimenticio se
seleccionaron la mezcla tomillo;jugo delimén (25 %75 % CMB) y la mezcla

tamarindo:jugo delimén (0.75 %:50 % CMB).

6.4 Efecto de extractos de plantas contra el crecimientde Salmonella y

Campylobacter en carne molida de pollo

Con el objetivo de probar la actividad antibactaiae las mezclas obtenidas en el
ensayaoin vitro, se seleccionaron las que presentaron un FIC neamola finalidad de

saber si dichas concentraciones ejercian un efactibacteriano en el alimento,
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inoculado previamente. Para lo cual, se aplicaifarehtes tratamientos a la carne, los
cuales fueron:1l) carne inoculada Unicamente €njeguni para monitorear la
sobrevivencia durante su almacenamiento a 4°C,aB)ecinoculada corC. jguni
expuesta al extracto (o sus mezclas) por 7 di&€ay 4er el efecto antibacteriano del
extracto y 3) la carne inoculada expuesta al stdvéEtOH 40 y 50 %, o agua), éste

ultimo para verificar que el solvente no tuvierglal efecto antibacteriano.

Al aplicar las mezclas seleccionadas en la carndidanade pollo inoculada
artificialmente conC. jguni no se observé diferencia significativa (p > 0.@h) la
reduccién de la poblacion con respecto a los difesetratamientos, por lo que se probo
el efecto antibacteriano delos extractos de tomifionarindo y jugo de limén aplicados

de manera individual.

Primeramente se probo el efecto de los extraclasancentracion de 1X de la CMB
en el alimento, sin embargo esta concentracionfectéla sobrevivencia de las tres
cepas, por lo que se probd el extracto a mayorertracion (3X) ya que en un estudio
realizado por Pandit and Shelef (1994) observarom € efecto antibacteriano del

extracto de romero sobkésteria monocitogenes dependia de la concentracion.

Al probar el efecto del extracto de tomillo a urmgaentracion de 3X agregado a la
carne molida de pollo inoculada c@ jguni(Figura 6) se observé que si existia

diferencia significativa (p < 0.05) en la reducci@e 3.5 log UFC/ml) de la poblacion
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bacteriana en los tres primeros dias a 4°C en gawipa con la carne inoculada
noexpuesta al extracto y la carne inoculada tratadaagua como solvente.

Con respecto a la carne inoculada sin adicion taer se observo que la poblacidon de
C. jgunidisminuyo al tercer dia de incubacion a 4°C, esfaacion se mantuvo para el
dia 5, sin embargo al dia 7 disminuyé aun mas. fstbablemente es debido a que la

temperatura afecta el desarrolloG@gejuni(Blankenship and Craven, 1982)

Sin embargo, aunque se presente esta tendendratahiento de la carne inoculada
expuesta al extracto siguié mostrando diferengaificativa (p< 0.05) en la reduccion de
la poblacion hasta el tercer dia. Al comparar &l5ly 7, tanto la carne inoculada tratada con el
extracto y la carne inoculada sin tratar no mostratiferencia significativa (p 0.05) entre
ambos, por lo que se puede decir que para estas ali®&xtracto ya perdid su efecto
antimicrobiano. Por otro lado, la poblacion@ejejuni en la carne inoculada tratada con agua
destilada (solvente) se mantuvo constante los posniges dias en comparacion con la carne

inoculada sin tratar y posteriormente disminuyo.
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Extracto de Tomillo 3X

Campyilobacter jejuni NADC 5653

91—-
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e
= Came + Cepa + Agua
f=]
3
5—-
3—|
I | ] ] I
1] 1 3 5 i
Dia

Barras de error; +- 2 DT

Figura 6. Efecto del extracto de tomillo(DS * 2, p < 0.05)irsa concentracién de 3X
aplicado a la carne molida de pollo contaminadi@aimente coi€. jgjuni. Carne +
Cepa: Carne molida de pollo inoculada artificialteeoon 1ml deC. jegjuni; Carne +
Cepa + Extracto: Carne molida de pollo inoculadafi@almente con 1ml deC.
jgunimas la CMB del extracto de tomillo al 3X (p/v); @ar+ Cepa + Agua: Carne
molida de pollo inoculada artificialmente con 1ml@ jguni mas agua destilada estéril.
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En el caso del extracto dejugo de limon a la comaeidn de 3X (Figura 7), se observo
gue durante los primeros 3 dias de almacenamien#® &, no hubodiferencia
significativa (p > 0.05) en la reduccion de la @adn deC. jguni, ya que la carne
sometida a los diferentes tratamientos, siguiéitama tendencia en la disminucién de la

poblacion bacteriana.

Sin embargo, se observd que a partir del 5to diaald@cenamiento hubouna
reduccién de ~2.8 log (UFC/ml) en la poblacionGlgeguni presente en la carne a la
gue se agregd extracto, en comparacion con la ealague no se le agrego, y con la
carne tratada con el solvente (EtOH al 40%), oldsetwse que la poblacién de estos dos
ultimos tratamientos permanecio casi igual en fas 8 y 7 por lo que se podria pensar
gue el extracto tuvo actividad antibacteriana aana gstos dias de almacenamiento de la

carne.
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Extracto de Limon 3X

Campylobacter jejuni NADC 5653
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Figura 7. Efecto del extracto de jugo de limén (DS = 2, p.85) a una concentracion
de 3X aplicado a la carne molida de pollo contadwnartificialmente corC. jeguni.
Carne + Cepa: Carne molida de pollo inoculadaiceimente con 1ml d€. jejuni;
Carne + Cepa + Extracto: Carne molida de polloutanta artificialmente con 1ml d&
jguni mas la CMB del extracto de jugo de limén al 3X¥)pCarne + Cepa + Etanol
(40%): Carne molida de pollo inoculada artificialtecon 1ml deC. jejuni mas etanol
al 40%.
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Por otro lado, la carne inoculada cBnjeguniy expuesta al extracto de tamarindo no
presento diferencia significativa (p > 0.05) emdduccion de la poblacion con respecto

a la carne que no fue tratada ni con la que tdsi@l\ente (EtOH 50%) (Figura 8).

Extracto de Tamarindo 3X
Campylobacter jejuni NADC 5653

Tratamiento

—— Carne + Cepa
Carne + Cepa + Extracto
—— Carne + Cepa + Etanol 50%

Log (UFCiml)

| | |
Tiempo (Dias)

Barras de error: +-2 DT

Figura 8. Efecto del extracto de tamarindo (DS 2, p> 0@®%&a concentracion de 3X
aplicado a la carne molida de pollo contaminaddi@aimente conC. jeuni. Carne +
Cepa: Carne molida de pollo inoculada artificialteeoon 1ml deC. jgjuni; Carne +
Cepa + Extracto: Carne molida de pollo inoculaddi@almente con 1ml de€. jguni
mas la CMB del extracto de tamarindo al 3X (p/\ariee + Cepa + Etanol (50%): Carne
molida de pollo inoculada artificialmente con 1ml@ jguni méas etanol al 50%.



79

Debido a que el extracto de tomillo fue el mastefeacontra el crecimiento de. jguni
inoculada en la carne molida de pollo durante limgros 5 dias, se prob6 el efecto del
mismo contra Salmonella Typhi y Salmonella Typhimurium inoculados a una

concentracion de 2QFC/m.

El analisis estadistico indicé que no existido @iferia significativa (p> 0.05en la
reduccién de la poblacion dgalmonellaentre los diferentes tratamientos usando el

extracto de tomillo (Fig 9 y 10).
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Extracto de Tomillo 3X
Salmaonella Typhi ATCC 19430
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Figura 9. Efecto del extracto de tomillo (DS + 2, p > 0.05)rea concentracion de 3X
aplicado a la carne molida de pollo contaminadéicgaimenteS Typhi. Carne + Cepa:
Carne molida de pollo inoculada artificialmente donl deS Typhi; Carne + Cepa +
Extracto: Carne molida de pollo inoculada artificiante con 1ml d& Typhi mas la
CMB del extracto de tomillo 3X (p/v); Carne + Cepagua: Carne molida de pollo
inoculada artificialmente con 1ml &Typhi mas agua destilada estéril.



Extracto de Tomillo 3X
Salmaonella Tyohimurium ATCC 14028
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Tratamiento

—— Carne+cepa
— Carne+cepa+ Agua
— Carne+cepa+ extracto

Figura 10. Efecto del extracto de tomillo (DS + 2, p > 0.05)rea concentracion de 3X
aplicado a la carne molida de pollo contaminaddi@aimente cos Typhimurium.
Carne + Cepa: Carne molida de pollo inoculada i@gimente con 1ml deS
Typhimurium; Carne + Cepa + Extracto: Carne molida pollo inoculada
artificialmente con 1ml d& Typhimurium mas el triple de la concentracion deECdé
extracto de tomillo (p/v); Carne + Cepa + agua:n€amolida de pollo inoculada
artificialmente con 1ml d& Typhimurium mas agua destilada estéril
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6.5 Determinacion colorimétrica de grupos quimicos preantes en los extractos

de plantas activos.

Se determind la presencia grupos quimicos que padiestar involucrados en la
actividad antimicrobiana del extracto de tomillcedue el mas efectivo en el modelo

alimenticio obteniéndose los resultados mostradda &bla 11.
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Tabla 11

Caracterizacion parcial de compuestos quimicogptes en el extracto de tomillo

Compuesto Extracto de Tomillo Extracto de Jugo de imo6n
Hidrocarburos - +
Saponinas - -
Flavonoides + +
Sesquiterpenlactonas + +
Carbohidratos + -
p-benzoquinona + -
Alcaloides + +
Cumarinas + -
Aldehidos y Cetonas + +
Cloruros - +
Taninos + +

+: Presencia del compuesto, -: Ausencia del compuesto
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7. DISCUSION

En el presente estudio se probo el efecto antili@no de 45 extractos conté
jgiuni y Salmonella spp, de los cuales el de cebolla, jugo de limaGmatando y tomillo
fueron los que presentaron halos de inhibicibneefit? a 1.9 cm de didmetro contra
estos patdgenos. Estos resultados son similaes @tenidos por Hammet al(1999)
quienes probaron el efecto antibacteriano del etxtrde tomillo y jugo de limén contra
microorganismos com8. Typhimurium, E.coli, K. pnemoniae, S aureus, S paratyphi,

S flexnerii, S faecalis y Citrobacter spp. Obteniendo halos de inhibicion similares a los

obtenidos en este estudio en el cas&atimonella(Hammeret al, 1999)

El efecto antimicrobiano del tomillo ha sido muyuesado y se ha visto que el timol
(componente del tomillo) es capaz de desintegrandenbrana externa dgalmonella
liberando lipopolisacéaridos e incrementando la peatnlidad de la membrana
citoplasmica. Diferentes autores infieren que etoti se une a las proteinas de
membrana hidrofébicamente por medio de enlaces idedgeno cambiando la
permeabilidad de la misma, otorgandole asi su aguh@ntimicrobiana (Lambeet al,

2001).
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Al probar la actividad antimicrobiana de otros agtos como el ajo y la cebolla, se
pudo observar que a primera instancia fueron efestcontra las bacterias usadas en
este estudio, sin embargo, al preparar nuevo éairga no se observé la actividad que
presentaron el principio, lo cual pudiera debergaela composicion de los extractos de
plantas varia de acuerdo a diferentes condiciooe® @l clima o la fecha de colecta de

las mismas (Janssehal, 1987).

Es importante mencionar que cualquier parte déalasig puede contener compuestos
activos que tengan capacidad antimicrobiana. Eoasb del extracto de tamarindo,
cuando se analizo la actividad antimicrobiana dediterentes componentes del mismo
como la pulpa y la semilla, se obtuvieron fraccgselubles en diferentes solventes
como agua (en el caso de la semilla y la pulpajancd (pulpa). A partir de alli se
observé que el extracto de semilla no tuvo efeotwresel crecimiento d& jguni, S
Typhi S Typhimurium, mientras que el extracto de pulpauspsndido en etanol

presentaron halos de inhibicion de 1.2 a 1.6 culi@®etro para las tres cepas.

Este resultado es de gran importancia ya que soosdos microorganismos en los
cuales se haya probado el efecto antimicrobiandadehrindo, por ejemplo Lazcameb
al (2005) observaron el mismo comportamiento de iaetds del extracto acuoso y
etanolico sobreCandida albicans y E. coli, siendo mas efectivo el extracto etandlico

sobreE. coli presentando halos de inhibicién de 1.4 cm de didme
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El mecanismo de accion que proponen Lazcan@l (2005) para el extracto de
tamarindo es el dafio a la pared celular de la bagieovocando cambios morfoldgicos
en la misma afectando su viabilidad, ya que enadédtudio, observaron estos cambios
en la membrana dE. coli y que al comparar los halos de inhibicion con ecef de
algunos antibidticos, el halo es muy similar al guesentan log-lactamicos ampicilina

y cefalotina, que afectan la pared celular provdofancambios morfolégicos (Lazcano

et al, 2005).

Con ello, nuestros resultados dan la pauta parlisisnfosteriores ya que seria
interesante ver si el extracto de tamarindo adetedener efecto antimicrobiano contra
C. jguni, S Typhi S Typhimurium pueden alterar la membrana celularefind el

mecanismo de accion del extracto.

La CMB obtenida de los diferentes extractos vantiee2 a 30 mg/ml dependiendo
de la cepa, estas variaciones dependen en grandeata composicion de la planta asi
como del microorganismo contra el que se prueb&aSeportado que para el limon en
el caso deC. jguni/coli es de 2mg/ml y par&lmonella es de entre 4-8 mg/ml los
cuales concuerdan con los resultados obtenidosterestudio (LOpez-Malet al, 2005;

Valtierra-Rodriguezt al, 2010).
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Posteriormente, al realizar las mezclas de losaetds y probarlos contra las cepas de
Salmonella y C. jgjuni y determinar su efectose observo que la mezclaxttacto de
jugo de limén con tamarindo presentd efecto siwérgn menos combinaciones que las
observadas con la mezcla de extracto de jugo dmlyrtomillo contraC. jejuni, lo que
sugiere que esta Ultima combinacion es mas efecbinra dicha bacteria. Este efecto es
similar a un estudio realizado por Ettayebial (2000), donde encontraron que la
combinacién de nisina y timol (compuesto obtenigbtdmillo) son mas efectivas en
menor concentracion cuando son usadas en comhingeepor si solos (Ettayedtial,

2000).

Sin embargo, es dificil comparar los resultadosmiibs debido a los diferentes
métodos para desarrollar las mezclas y la manerka eue se interpretan, ya que
muchos investigadores difieren de los resultaddsnadios con los diferentes métodos

gue existen (Smith-Palnetral 1998; Ettayelst al, 2000; Delaqui al, 2002).

En este caso se usoO el método del tablero por diigctdn el cual se ha reportado
ser eficaz para la determinacion de actividad darlazclas pudiendo determinar todos
los efectos de la combinacion, como aditividad, egismo, indiferencia y/o
antagonismo, ademas del grado del efecto mostrabante la cuantificacion de los
resultados (Rui-Song al, 2009). Tal es el caso de este trabajo dondendietamos las
CFB, que mostraron que una mezcla de 50% del ¢axtdecjugo de limon con el 50%

de la CMB del extracto de tomillo provoco aditivifldo que significé que no es
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necesaria la presencia de un extracto u otro perdngya efecto antimicrobiano. Para la
mezcla de tomillo:jugo de limon (25%:0.75% CMB) seBtd un efecto sinérgico, de la

misma manera que una mezcla de extracto tamarniggate limon (0.75%:50% CMB).

Cuando estas mezclas fueron aplicadas a la carrdelamde pollo inoculada
artificialmente corC. jguni, no se observoé efecto alguno. Esto pudiera sedaebque
existen diferentes factores que pueden alteraradiattividad, entre las que se
encuentran: las condiciones en que se realiza leclspeel modelo alimenticio, las
concentraciones de cada extracto usado en la cambdmy la cepa bacteriana (Lopez-

Malo et al, 2005b).

Al probar los extractos individualmente de jugolidedn, tamarindo y tomillo a la
CMB obtenida en la carne molida, no se observdidistion en la poblacion bacteriana
deC. jguni, por lo que se evaluo el efecto de dichos extsaatana concentracion 3X,
ya que hay reportes que indican que se necesitaectvaciones mayores de extractos
naturales que las determinadas por la CMB pardiméi crecimiento de patdgenos ya
en alimentos. Dichas concentraciones varian y seepartado que la concentracion
pudiera ser hasta 10 veces mayor a la repontedro (Pandit and Shelef, 1994; Shelef

et al, 1984; Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn, 2010).
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Los resultados obtenidos fueron satisfactoriosl easo del extracto de tomillo el cual a
una concentracion de 9 mg/ml disminuy6 aproximadaen®.5 log UFC/ml d€. jguni
durante los primeros 5 dias a 4° C, mientras qued easo del extracto de jugo de limén
a 6mg/ml, se observé una reduccion de ~2.8 log WF€h el dia 5y 7 a 4° C. Estas
diferencias en la actividad de los extractos, padser debido a: 1) la complejidad del
modelo alimenticio probado, en este caso la estraictle la carne molida de pollo
debido a que probablemente no va a estar en cond#@cto con la cepa, y 2) las
propiedades del extracto usado en el extracto usadw la solubilidad o pH que
pueden alteran su actividad una vez probado enodelm alimenticio (Ismaiel and

Pierson, 1990; Birlet al, 2010).

En el caso del extracto de tomillo al ser solulnleagua, su actividad se pudo haber
visto favorecida ya que al agregarlo a la carnemiés facil homogenizar la mezcla
asegurandose que el extracto estuviera en contactda cepa, por lo que se podria
pensar en usar el extracto de tomillo como adiivta carne molida de pollo para
asegurar la calidad microbiologica del mismo cospeeto aC. jguni. Sin embargo,
existen ciertas regulaciones para el uso de estpuwesto en alimentos, principalmente
el timol el cual estd presente en el extracto aeilim De acuerdo a la Legislacion
Europea se permite el uso de timol purificado cosaorizante en productos
alimenticios cuyo limite permisible es de 0.05 mfifglconeet al, 2007), que es una
concentracion mucho menor a la obtenida en estelieston el extracto crudo, por lo

gue se hacen necesarios mas estudios antes de eersmgegarlo al alimento. Ademas
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es importante obtener un extracto que no afectedeacteristicas organolépticas del

alimento en cuestion.

Por otro lado, el pH del extracto de jugo de linfae de 2.3 al agregarlo a la
carnemodificé la estructura de la misma dando &iepcia de carne “cocida”, o que
pudo haber ocasionado que el extracto no quedanpletamente homogéneo y por eso

se observara un efecto retardado en la actividbhideno.

Al probar la actividad antimicrobiana en la carnelida de pollo con el extracto de
tamarindo al 3X de la CMB, no se observd disminuogh las cuentas de. jejuni
durante los 7 dias de almacenamiento a 4° C. Esliena estar relacionado con el hecho
de que las concentraciones usadas del extractm aradfueron lo suficientemente
efectivas como para observar actividad antibactariasto en relacion a un estudio que
realizé Oveet al (2009) en el cual se probo el efecto antimicrabidel extracto de
tamarindo aplicado a una concentracion de 4X ehygecde pollo contaminada c&n
coli, L. monocytogenes y S Typhimurium en comparacion con la concentracio3 dé
mM obtenidadgn vitro presentando esta concentracion la reduccion de 2na 5 log

UFC/ml. (Oveet al, 2009).

Finalmente, al realizar las pruebas colorimétriqzera la determinacion de

compuestos quimicos presentes en los extractodhs®vo la presencia de taninos,
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cumarinas, flavonoides, quinonas, alcaloides ysgsgenlactonas. Estos compuestos
ya se han relacionado con la actividad antimicrodbide algunos productos naturales
(Cowan, 1999), por lo que la actividad antibactexiabservadan vitro comoin vivoen

este estudio pudiera estar asociada a la preseéaadechos compuestos en los extractos

seleccionados.

Sin embargo a pesar de que los resultados obtehidosn satisfactorios en el caso
del extracto de tomillo, aun quedan mas estudiasrealizar antes de agregarlo al
alimento, ya sea realizando mezclas con otros @gBsaprobar el compuesto activo
purificado, revisar que no se modifiquen las prdades organolépticas del mismo entre
otros factores que se ha visto pueden modificactaidad del extracto. Quedando este

trabajo como antecedente para futuras investigasion

Cabe mencionar que un hallazgo de este trabajae<®lgextracto de tamarindo se
prob6 contraC. jguni, S Typhi y S Typhimurium y se obtuvieron resultados que
pudieran dar pauta a trabajos posteriores debgleealicho extracto no ha sido del todo

estudiado.

En resumen el uso de extractos de plantas conesstiblivo e in vitro poseen

actividad antimicrobiana conti@ampylobacter jejuni y Salmonella spp, mientras que
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las mezclas de los extractos solamente poseennteta actividad antibacteriana

vitro contra dichas cepas.

Lo anterior es de gran importancia debido agalaonellay C. jgjuni hoy en dia son
dos de los patdgenos mas importantes transmitidoslpnentos, lo que ha llevado a
gue se realicen investigaciones como ésta, queeramifuncionar como tratamiento
alternativo para el control de dichos microorgamisnen alimentos como la carne
molida de pollo la cual se puede contaminar durantgroceso de manufactura y/o

empaque.
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8. CONCLUSIONES

Los extractos etandlicos de jugo de limon y tantbrin el extracto acuoso detomillo,
presentaron actividad biologica contra las cepaS @gphi, S. Typhimurium yC. jejuni
cuando fueron probadas vitro, asi como la mezcla de jugo de limén con tamarindo
(0.75 %:50 % CMB) y jugo de limon con tomillo (2334/5% CMB) que presentaron

efecto sinérgico conti@. jguni.

Cuando las mezclas fueron probadas en el modetoeiticio, no se observo

actividad antibacteriana para ninguna de las cepdmmdas.

Al probar los extractos solos en la carne molidpal®, el extracto de tomillo fue el
unico que presento reduccion de la poblacié@.dejuni inoculada artificialmente por ~
3.5 log UFC/ml. Mientras que para ambas cepaSatisonella el extracto de tomillo no

presento disminucion de la poblacion.
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La determinacion colorimétrica de compuestos quimitel extracto de tomillo, revelo
la presencia de flavonoides, sesquiterpenlactonadyohidratos, p-benzoquinonas,

alcaloides, cumarinas, aldehidos y cetonas y tanino

En el caso del jugo de limén se observo la preaeteihidrocarburos, flavonoides,

sesquiterpenlactonas, alcaloides, aldehidos y astaforuros y taninos.
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