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RESUMEN

En la actualidad, es creciente el interés por nuevas alternativas para reemplazar
los antimicrobianos quimicos debido a los efectos adversos para el consumidor. Existen
especies botanicas con efecto antimicrobiano como los frutos de Capsicum que son de
uso comun en nuestro pais. Los extractos obtenidos de los ajies y pimientos poseen
compuestos activos con efecto antimicrobiano sobre bacterias, hongos y virus; ademas,
su uso es seguro debido a su naturaleza organica. Por ello, el objetivo del presente
estudio fue evaluar la actividad bacteriostatica y bactericida de extractos de Aji Panca
(Capsicum chinense) y Pimiento (Capsicum annuum var. annuum) sobre Escherichia
coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. Se elabor6 extracto de ambos
frutos con rendimientos de 12.53 + 0.30% y 12.17 + 0.23% para Aji Panca y Pimiento,
respectivamente. Asimismo, el extracto de aji panca contuvo 1.39 mg de capsaicina y
0.54 mg de dihidrocapsaicina, determinadas por HPLC. Estos compuestos no se
analizaron para el pimiento ya que los niveles son no detectables en variedades dulces.
Se evalud el efecto de ambos extractos a concentraciones de 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56,
0.78, 0.39, 0.20, 0.10 y 0.04% usando el método de microdilucién en caldo y posterior
crecimiento en agares selectivos. Los resultados muestran que no existe efecto
bacteriostatico para ambas cepas. Asimismo, la viabilidad de E. coli ATCC 25922 no
fue afectada por los dos extractos mientras que para S. aureus ATCC 25923 solo el aji
panca no afecto su viabilidad. Finalmente, el efecto bactericida para S. aureus ATCC
25923, fue observado con el extracto de pimiento a concentraciones de 25, 12.5 y

6.25%.

Palabras clave: Capsicum annuum var. annuum, Capsicum chinense, Escherichia coli

ATCC 25922, microdilucién en caldo, Staphylococcus aureus ATCC 25923
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ABSTRACT

Nowadays, interest in new alternatives to replace chemical antimicrobials is
growing due to the adverse effects they cause in the consumer. Among botanical species
with antimicrobial effect demonstrated on many studies, Capsicum fruits are of
common use in our country and belong to gastronomic culture of almost every region.
Many studies prove that extracts obtained from chili peppers contain active compounds
with antimicrobial effect against bacteria, fungi and virus. Furthermore, their use is safe
due to their organic nature. Thus, the objective of the present study was to evaluate the
bacteriostatic and bactericidal activity of extracts from Aji Panca (Capsicum chinense)
and Pimiento (Capsicum annuum var. annuum) on Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923. An extract was elaborated from each fruit with
yields of 12.53 + 0.30% and 12.17 + 0.23% for Aji Panca and Pimiento, respectively.
Besides, Aji Panca extract contained 1.39 mg of capsaicin and 0.54 mg of
dihidrocapsaicin, determined by HPLC. These compounds were not analysed for
Pimiento since its levels are not detected in sweet varieties. The effect of both extracts
at concentrations of 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78, 0.39, 0.20, 0.10 and 0.04% was
tested with broth microdilution method and subsequent growth on selected agars.
Results show there is no bacteriostatic effect on the strains at any tested concentration.
Also, neither of the extracts affected viability of E. coli ATCC 25922, and only Aji
Panca extract was not bactericidal for S. aureus ATCC 25923 at tested concentrations.
However, Pimiento extract at concentrations of 25, 12.5 y 6.25% proved to be

bactericidal for S. aureus ATCC 25923.

Key Words: Capsicum annuum var. annuum, Capsicum chinense, Escherichia coli

ATCC 25922, broth microdilution, Staphylococcus aureus ATCC 25923
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L. INTRODUCCION

En los udltimos afios ha crecido la preocupacion por los efectos adversos de los
antimicrobianos quimicos convencionales. Esto debido a que pueden generar
intoxicaciones y efectos residuales en el consumidor; asi como resistencia microbiana
debido a la exposicion a pequenas dosis. Frente a esta problematica, es creciente el
interés por el desarrollo de nuevas alternativas que tengan un efecto equivalente a los
antimicrobianos convencionales y que sean seguras para el consumidor. Es asi que
diversas investigaciones apuntan al aprovechamiento de moléculas de origen vegetal
con capacidad de concentrar compuestos quimicos que tienen actividad antimicrobiana
frente a bacterias, hongos y virus (Domingo y Lépez-Brea, 2003; Piyawan et al., 2005;

Zampini et al., 2007).

Nuestro pais posee una gran biodiversidad de especies botdnicas, muchas de las
cuales son de uso tradicional y ya se han demostrado diversas propiedades benéficas
para el hombre, como antimicrobianas, antioxidantes, antinflamatorias,
anticancerigenas, etc. Existen estudios que han demostrado estas propiedades en
especies comunes como manzanilla, eucalipto, menta, pimienta, aji, pimiento, entre
otros (Domingo y Lopez-Brea, 2003). Un género vegetal cuyo uso se ha extendido a
casi todas las regiones del Peru es el Capsicum. Sus frutos; los ajies y pimientos; han
formado parte de la cultura peruana desde tiempos ancestrales y en la actualidad son
aprovechados principalmente como condimentos debido a su sabor y caracteristico

picor al ser consumidos.



Los extractos de estos frutos, también conocidos como oleorresinas, son sustancias
oleosas y viscosas, de coloracién rojiza intensa y aroma caracteristico de la especie.
Debido a la ventaja técnica y econémica que representan estos productos concentrados
y de mayor tiempo de vida util, son aprovechados en la industria alimentaria para la
elaboracién de confiterias, embutidos, postres y otros alimentos (Ferndndez, 2007).
Ademads, diversos estudios han demostrado que las oleorresinas poseen actividad
antimicrobiana contra una serie de microorganismos, muchos de ellos de interés en
salud publica. Esto debido a la presencia de moléculas activas como capsaicinoides y
compuestos fendlicos. Por ejemplo, se sabe que los extractos poseen actividad frente a
bacterias como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus (Dorantes et al., 2000; Careaga et al., 2003; Colivet et al., 2006;
Nascimento et al., 2014) y hongos como Aspergillus sp., Penicillium sp., y Rhizopus sp.
(Moreno-Limon et al., 2012; Soumya y Nair, 2012; Cerén-Carrillo et al., 2014).

Es por ello que el objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad
bacteriostatica y bactericida de oleorresinas de aji panca y de pimiento; dos especies
botanicas de uso extendido en nuestro medio; frente a Escherichia coli ATCC 25922 y

Staphylococcus aureus ATCC 25923.



II. REVISION DE LITERATURA

A.- ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LAS PLANTAS

Actualmente, la aparicion de bacterias multirresistentes debido al uso indiscriminado
de antibidticos constituye una preocupacion en salud publica. Por ello, crece el interés
por combuatir las infecciones bacterianas con nuevas alternativas obtenidas de diversas
especies botdnicas, que poseen una accion equivalente a los farmacos conocidos, sin
presentar efectos indeseables en el paciente (Zampini et al., 2007). El aprovechamiento
de sustancias antimicrobianas también se ha extendido a la inocuidad alimentaria. El
principal objetivo del procesamiento de los alimentos es contribuir con el bienestar de la
poblacién, brindando un producto seguro, nutritivo y sensorialmente adecuado. Esto se
debe a que los agentes quimicos empleados para dicho fin producen efectos indeseables
en el consumidor, como intoxicaciones, efectos residuales y resistencias bacterianas

(Rodriguez, 2011).

La naturaleza ofrece una amplia variedad de sustancias biocidas, desde elementos
simples como el oxigeno y el yodo, hasta péptidos producidos por algunos
microorganismos. Sin embargo, es en el reino vegetal donde se concentra la mayor
cantidad de compuestos quimicos con actividad antimicrobiana (Domingo y Loépez-

Brea, 2013).



2.1. Sustancias antimicrobianas en plantas

Las plantas producen miles de compuestos de bajo peso molecular o metabolitos
secundarios que no son esenciales para su desarrollo. Las sustancias antimicrobianas se
encuentran dentro de esta categoria y se subdividen en dos grandes grupos: las
fitoanticipinas, presentes en tejidos vegetales, y las fitoalexinas, cuya produccion
aumenta en respuesta a la invasion de microorganismos patégenos. Sin embargo, esta
definicion no es determinante puesto que los compuestos que actian como

fitoanticipinas en algunas plantas pueden ser fitoalexinas en otras (Dixon, 2001).

Segiin Domingo y Loépez-Brea (2003), la capacidad de sintesis de metabolitos
secundarios es ilimitada en plantas. Un bajo porcentaje de estos compuestos posee
actividad antimicrobiana y se relaciona estructuralmente con el fenol. El cuadro 1
resume los principales grupos quimicos con actividad antimicrobiana ampliamente

demostrada por diversos estudios.



Cuadro 1. Grupos quimicos con actividad antimicrobiana presentes en plantas

Grupo quimico

Planta

Actividad

Fenoles simples

Quinonas

Taninos

Cumarinas

Flavonas

Alcaloides

Tomillo (Thymus officinalis),

Manzanilla (Matricaria chamomilla),

Albahaca (Ocimum basilicum)

Hipérico (Hypericum perforatum)

Roble (Quercus rubra),

Eucalipto (Eucalyptus globulus),

Melisa (Melissa officinalis)

Manzanilla (Matricaria chamomilla)

Té (Camellia sinensis),

Roble (Quercus rubra)

Coca (Erythroxylum coca),
Pimienta (Piper nigrum),

Aji (Capsicum sp.)

General

S. aureus, S. thyphimurium,

Salmonella sp.

VIH

Bacterias y virus

Virus

Shigella sp., Vibrio sp.

Gram positivos
Hongos, Lactobacillus

Bacterias y hongos

Fuente: Domingo y Lopez-Brea (2003).



2.1.1. Fenoles y heterésidos fendlicos
2.1.1.1. Compuestos fendlicos simples

Los compuestos fendlicos son moléculas simples de origen vegetal que tienen un
anillo de fenol sustituido por grupos hidroxilo (OH). Existe una relacién directa entre la
actividad antimicrobiana y la cantidad y posicién de los grupos hidroxilos en el anillo
fendlico, lo que sugiere que un aumento en la hidroxilacién produce mayor toxicidad en

los microorganismos (Domingo y Lépez-Brea, 2003).

Debido a su gran variedad, se cree que los compuestos fendlicos ejercen su accioén
antimicrobiana a diversos niveles. Los principios activos pueden degradar la pared
celular y aumentar la permeabilidad de la membrana citoplasmética a pequefos iones
que alteran su estabilidad estructural. También afectan a las proteinas de membrana,
filtran el contenido celular, coagulan el citoplasma e interactian con el ADN eucariota,
lo que explicaria su actividad antiviral. (Domingo y Lopez-Brea, 2003; Ultee et al.,

2002; Maguna, 2006).
2.1.1.2. Quinonas

Estos compuestos se encuentran en la naturaleza y causan pardeamiento en las frutas
dafiadas. Las quinonas son compuestos que poseen alta reactividad hacia los
aminodcidos hidrofilicos de las proteinas. Cuando se unen a estos, interrumpen la
funcion de la proteina; asi, al unirse a las proteinas solubles y extracelulares de la pared

celular, alteran su permeabilidad (Miskovsky, 2002; Domingo y Lépez-Brea, 2003).
2.1.1.3. Taninos

Los taninos son sustancias vegetales de sabor astringente, solubles en agua, alcohol y
acetona. Se ha usado para el curtido de pieles por su afinidad con las proteinas de la piel
animal, ya que evita su putrefaccion y vuelve el cuero impermeable. Se han descrito
mads de 30 taninos con actividad antibacteriana y antimicética (Domingo y Lépez-Brea,

2003; Lizcano y Vergara, 2008).



2.1.1.4. Cumarinas

Este grupo incluye a la cumarina, esculetina, umbeliferona y escopoletina. Ejercen su
accion antimicrobiana por interacciéon con el ADN eucariota, lo que explicaria sus
propiedades antivirales. También poseen propiedades antiinflamatorias, antitrombdéticas

y vasodilatadoras (Domingo y Lépez-Brea, 2003).
2.1.1.5. Flavonas y compuestos relacionados

Estos compuestos poseen en su estructura fendlica un grupo carbonilo (CO). Su
mecanismo de accién es similar a las quinonas ya que poseen afinidad por las proteinas
extracelulares y de membrana a las cuales se unen inactivando su funcién. Las flavonas

poseen actividad antibacteriana y antiviral (Yiklirim et al., 2000; Fukai et al., 2002).
2.1.2. Alcaloides

Son sustancias principalmente de origen vegetal y constituyen gran parte de los
principios activos en plantas medicinales, los mismos que se han usado para la
produccion de medicamentos. Los alcaloides ejercen su accidon antimicrobiana mediante
intercalacion entre la pared celular y el ADN del microorganismo (Domingo y Lopez-

Brea, 2003; Arango, 2008).
2.1.3. Otros compuestos

Existen otros compuestos quimicos de menor frecuencia que pueden aislarse de
plantas y que ejercen actividad antimicrobiana. Por ejemplo, los aldehidos poseen
actividad genérica, las saponinas son eficaces contra Escherichia coli, Staphylococcus y
hongos; los sulféxidos afectan el desarrollo de Helicobacter pylori, y algunos azicares
de la miel, como glucosa y fructosa, afectan a Staphylococcus aureus, entre otros

(Domingo y Lopez-Brea, 2003).



B.- GENERO Capsicum
2.2. Generalidades

El género Capsicum incluye entre 20 a 30 especies originarias de las regiones
tropicales y subtropicales de América, de las cuales se han domesticado tan solo 5. Sus
frutos, conocidos como ajies y pimientos, son apreciados por su sabor, alto contenido de
vitamina C, y su caracteristico picor o pungencia, cualidades que los han convertido en
los condimentos de mayor uso. Han sido aprovechados por las culturas antiguas y
fueron las primeras especias encontradas por los espafioles distribuyéndose a nivel

mundial debido a que los primeros frutos secos que se exportaban contenian semillas

fértiles (Ledn, 2000).

Segun Biodiversity International, nuestro pais es quizd el que posee la mayor
diversidad nativa de Capsicum en el mundo ya que no es raro encontrar abundantes
variedades de las cinco especies domesticadas en los mercados locales, mientras que

otros paises solo comercializan dos a tres especies (ADEX, 2015).
2.2.1. Taxonomia

La taxonomia de los Capsicum resulta dificultosa debido a que son pocas las
caracteristicas distintivas entre algunas especies. Actualmente, se consideran cinco las
especies domesticadas: C. annuum, C. chinense, C. frutescens, C. baccatum y C.

pubescens (Ledn, 2000). La clasificacion taxonémica del Capsicum es:

Reino : Plantae
Divisién: Spermatofita
Clase : Dicotiledoneae
Orden : Solanales
Familia : Solanéceas

Género : Capsicum



2.3. Aji panca
2.3.1. Descripcion general

El aji panca (Capsicum chinense) (figura 1) es conocido en todas las regiones
tropicales y es el segundo aji mas popular en el Perd. Es originario del hemisferio
occidental, aunque Kikolaus Von Jacquinomist, cientifico que bautizé a esta especie en
1776, sostuvo que provenia de China. La planta posee una altura de entre 30 cm hasta
casi 1.4 m. Las hojas son de tono verde palido a leve, largas y arrugadas, y las flores son
blancas con estambres de color purpura. El fruto mide entre 8 y 12 cm de largo, y entre
2.5 a 3 cm de ancho. Sus semillas miden entre 3 a 5 mm, son redondas, ligeramente
reniformes y de color amarillo, y se insertan en una placenta cénica de disposicion
central. Cuando estd maduro posee coloracién marrén y pungencia leve (Bosland y

Votava, 2000; DeWitt y Bosland, 2009; Mejia, 2013).

Figura 1. Aji panca (Capsicum chinense)
Fuente: LSPSA



2.3.2. Composicién nutricional

Segun las Tablas Peruanas de Composicion de Alimentos (INS, 2009), 100 gramos
de porcién comestible de aji panca seco posee 292 kcal de energia, con contenido de
proteina y grasa de 7 y 7.8 g, respectivamente, valores que son ligeramente superiores a
otros vegetales. El contenido de vitamina A es elevado, con 1324 ug y su contenido de

vitamina C es de 23 mg (cuadro 2).
2.3.3. Situacién comercial

En 2015 las exportaciones de aji panca llegaron a los 23 125 kg con un costo por
kilogramo de aproximadamente US$ 6.43, mientras que los datos de 2014 muestran que
la exportacion de aji panca ascendidé a 27 500 kg con un costo de US$ 3.78 por
kilogramo. Asimismo, reporta que en 2015 se han exportado 913 166 kg a US$ 3.11
cada uno; mientras que en 2014 se exportaron 1 016 123 kg costando US$ 3.21 cada

kilogramo (Agrodataperu, 2016).
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Cuadro 2. Composicion proximal del aji panca seco en 100 g de porcién comestible

Compuesto Contenido

Energia (kcal) 292
Agua (g) 20.2
Proteina (g) 7.0
Grasa (g) 7.8
Carbohidratos totales (g) 58.5
Carbohidratos disponibles (g) 29.8
Fibra cruda (g) 22.4
Fibra dietaria (g) 28.7
Ceniza (g) 6.5
Calcio (mg) 142
Fésforo (mg) 209
Zinc (mg) 1.02
Hierro (mg) 4.90
Retinol (ug) 4412
Vitamina A equivalentes totales (ug) 1324.0
Tiamina (mg) 0.13
Riboflavina (mg) 1.79
Niacina (mg) 3.55
Vitamina C (mg) 23.0

Fuente: INS (2009)



2.4. Pimiento
2.4.1. Descripcion general

El pimiento es un pequeiio arbusto anual originario de América Tropical que mide
entre 0.75 y 1.0 m de alto, de tallo fragil, recto y verde del cual salen ramas que se
subdividen en dos partes. Las hojas son grandes, oblongas, lanceoladas y globosas, de
color verde brillante. Posee flores de color blanco a amarillento y su propagacion se
lleva a cabo por semillas. La mejor temperatura para el desarrollo del pimiento estd
entre los 21 a 26 °C, esta planta se adapta bien a los climas célidos pero son afectadas

por las heladas (FAO, 2014).

El fruto (figura 2) es de tamano medio, con una longitud promedio de 70.98 mm y
amplitud de 19.85 mm. Es una baya verde brillante, poligonal, carnosa y hueca en su
interior, que cambia de color a medida que va madurando, volviéndose amarilla,
anaranjada y finalmente roja. Posee un elevado valor nutritivo debido a su gran
contenido de vitaminas A, C y E, ademds de antioxidantes (Andrawus et al., 2014;

FAO, 2014).

Figura 2. Pimiento (Capsicum annuum var. annuum)
Fuente: LSPSA

El fruto de pimiento se usa en la gastronomia de diversos paises, pudiendo ser
consumido fresco, cocido, como condimento de algunos platos caseros, en ensaladas,
salsas y guisos. También puede ser procesado y usado en encurtidos, conservas y salsas

(FAO, 2014).
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2.4.2. Composicién nutricional

La Tabla Peruana de Composicion de Alimentos (INS, 2009), indica que 100 gramos
de porcién comestible de pimiento brindan un bajo nivel de energia (35 kcal), proteina
(1.5 g) y grasa (0.5 g). Ademds, su contenido de agua es superior, alcanzando 89.6

gramos (cuadro 3).
2.4.3. Situacién comercial

El pimiento rojo se comercializa principalmente como conserva. La presentacién en
conservas representa el 60% de las exportaciones de estos frutos. En el primer semestre
de 2015, se registré un incremento del 16% en comparacién con el afio anterior, lo que
representa casi US$ 65 millones. Las cifras de exportacién de los frutos secos enteros
también van en aumento, lo que no ocurre con los frutos secos molidos y en rodajas

(ADEX, 2015).
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Cuadro 3. Composicion proximal del pimiento en 100 g de porcién comestible

Compuesto Contenido
Energia (kcal) 35
Agua (g) 89.6
Proteina (g) 1.5
Grasa (g) 0.5
Carbohidratos totales (g) 7.7
Carbohidratos disponibles (g) 5.7
Fibra cruda (g) 1.2
Fibra dietaria (g) 2.0
Ceniza (g) 0.7
Calcio (mg) 12
Fésforo (mg) 24
Zinc (mg) 0.25
Hierro (mg) 0.50
Retinol (ug) 125.0
Vitamina A equivalentes totales (ug) 157.0
Tiamina (mg) 0.05
Riboflavina (mg) 0.11
Niacina (mg) 1.58
Vitamina C (mg) 108.3

Fuente: INS (2009)
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2.5. Oleorresina de Capsicum

Existen diversos productos de interés elaborados a partir de los frutos de Capsicum,
entre ellos, la oleorresina; la cual es el aceite resultante de un proceso de extraccidon con
diversos solventes orgdnicos y su posterior concentracion. Posee naturaleza oleosa y
viscosa, color rojo intenso, aroma caracteristico de la especie procedente, es fluido a

temperatura ambiente y soluble en aceites (Ferndndez, 2007).

Su origen data de los afios 30, cuando surgio la necesidad de contar con un producto
de alta pureza que mantenga las caracteristicas de los ajies y pimientos por periodos
prolongados, con uniformidad en aroma y color, y mayor resistencia a la accién
microbiana, constituyendo una ventaja técnica y econdmica en comparacion a las
formas tradicionales de exportacion. Tiene diversos usos dentro de la industria
alimentaria, que incluyen la fabricacion de jaleas, confituras y mermeladas, que son mas
apetecibles tras afiadir oleorresina. También se usan en salsas, ensaladas, embutidos,
conservas, comidas preparadas y congeladas, margarinas, mantequillas, quesos, papas
fritas, cereales, galletas, tortas, gelatinas, pudines, bebidas, etc. Ademads, se ha
adicionado en el alimento de aves de corral para obtener huevos y carne coloreada, asi
como para pigmentar el musculo de las truchas arco iris (Fernandez, 2007; Salamanca y

Sanchez, 2009).

La oleorresina estd compuesta de una gran variedad de agentes lipofilicos, como
mono-, di- y triglicéridos, dcidos grasos libres, pigmentos (carotenos y xantofilas),
aceites esenciales, resinas dcidas, terpenos, ceras, esteroles vegetales y capsaicinoides

(Fernéndez-Trujillo, 2007).
2.5.1. Métodos de extraccion de oleorresina

Las plantas poseen diversos compuestos bioactivos como lipidos, pigmentos,
fragancias y sabores que se aprovechan en la industria alimentaria, farmacéutica y
cosmética. Para extraerlos se aplican métodos que aprovechan la diferencia de
solubilidad de los diversos componentes o solutos presentes en la fase sélida, siendo
necesario el uso de solventes de bajo punto de ebullicién. Cuando ambas fases entran en
contacto, algunos solutos se separan de la estructura natural original y migran hacia el

solvente. A este proceso se le conoce como lixiviacion (Velasco et al., 2007).
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La proporcién de la mezcla sélido-liquido dependerd de la técnica de extraccion y la
parte de la planta de usada (Salamanca y Sdnchez, 2009). Existen dos métodos
principales para la obtencién de oleorresina: la extraccién con solventes orgédnicos y la

extraccion con fluidos supercriticos.

2.5.1.1. Extraccidén con solventes organicos

Es un método tradicional usado para separar componentes lipidicos de un producto
natural con ayuda de un solvente orgédnico. Requiere de poca inversion y es sencillo de
ejecutar. Sin embargo, esta tecnologia requiere del manejo de solventes que pueden ser
voldtiles e inflamables. Ademads, es posible que pequefias cantidades del solvente se
encuentren en el producto final, lo que constituye un riesgo para la salud del
consumidor (Pacho-Carrillo et al., 2002; Salamanca y Sanchez, 2009). Dentro de esta

categoria son comunes la extraccién Soxhlet y por maceracién pasiva.

Extraccion Soxhlet: En el equipo Soxhlet la muestra en polvo se coloca en un
cartucho de material poroso que se encuentra dentro de la cdmara del extractor. El
solvente empleado se coloca en un matraz de ebullicién situado por debajo de la
camara. Cuando se evapora el solvente y alcanza el condensador en la parte superior del
equipo, se condensa y cae sobre el cartucho con la muestra de polvo iniciando la
extraccion. En la parte superior de la cdmara del extractor se encuentra un sifén lateral,
de manera que cuando la cdmara se llena, la mezcla cae hacia el matraz de ebullicion. El
proceso se repite permitiendo la concentraciéon de la oleorresina en el matraz de
ebullicién y la recirculacion del solvente. Posteriormente, la oleorresina se separa del

solvente mediante destilacion (Bautista et al., 2008; Caldas, 2012).

El rendimiento de extraccion depende de la variedad de Capsicum y de los solventes
utilizados. El equipo Soxhlet ha facilitado la obtenciéon de oleorresina de paprika
(Capsicum annuum L.) empleando etanol obteniendose entre 2.48 — 2.72% de
rendimiento (Bautista er al., 2008). Un estudio realizado por Restrepo et al. (2007)
utiliz6 el hexano para obtener oleorresina de Habanero (Capsicum chinense) y Tabasco
(Capsicum frutescens) logrando rendimientos de 5.71 y 8.51%, respectivamente. En el
mismo estudio, se empled el acetato de etilo el cual permitié un porcentaje de
rendimiento mayor, obteniéndose 10.16% para el habanero y 12.29% para el tabasco.

Giraldo et al. (2009) elaboraron oleorresina de paprika empleando solventes como éter
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de petréleo, hexano y acetato de etilo con rendimientos de 11.93, 12.2 y 16.08%,

respectivamente. Las ventajas y desventajas de este método se presentan en el cuadro 4.

Cuadro 4. Ventajas y desventajas del método de extraccién Soxhlet

Ventajas Desventajas

. . . licabl limen
e Eldisolvente y la muestra estan en No es aplicable a alimentos

L. . recubiertos de grasa como los
contacto intimo y repetido. Se &

. . . lacteos.
mejora la extraccion debido al uso

de disolvente limpio. * Es un proceso lento e imposible

. . de acelerar.
e El disolvente proviene de una

condensacion, luego es liquido y * Requiere gran cantidad de

P solvente.
esta caliente. Se favorece la

solubilidad del analito ¢ No es aplicable a analitos

. . . . termolébiles.
® No se requiere filtracion posterior.

. L. ° i
El disolvente orgdnico se evapora Es necesaria una etapa de

dejando al analito. evaporacion final.

Fuente: Salamanca y Sanchez (2009)

Extraccion por maceracion pasiva: Es un método de extraccién sélido-liquido de
uso comun en el laboratorio. Ambas fases estdn en contacto directo y los componentes
del solido afines al solvente quedan disueltos en éste. Posteriormente, la oleorresina se
obtiene evaporando y recuperando el solvente mediante el uso del rotavapor, equipo que
emplea el bafio maria como fuente de calor constante y bajas presiones para la

recuperacion rapida del solvente (Chua et al., 2008; Salamanca y Sanchez, 2009).

El porcentaje de rendimiento que se obtiene depende de la variedad y del solvente.
En Colombia, Rodriguez et al. (2000) obtuvieron oleorresina con rendimientos
variables comprendidos entre 8.95 — 10.85% para C. annuum, 4.20 — 7.70% para C.
chinense y 6.40 — 12.42% para C. frutescens. En nuestro pais, Gutiérrez (2014) elabor6
oleorresina de aji panca y obtuvo un porcentaje de rendimiento de 4.13%. El cuadro 5

resume las ventajas y desventajas de este método de extraccion.
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Cuadro 5. Ventajas y desventajas de la maceracion pasiva

Ventajas Desventajas

e Permite la extraccion directa de los
alimentos en general.

e El proceso se realiza a temperatura e Se requiere una gran cantidad

ambiente, no hay degradacién de de solvente.

cOMPUeSIos. ¢ Esnecesaria una etapa de

e Se puede realizar con o sin agitacion evaporacin final
magnética.
e Se logra extraer las propiedades de

lo que se macera.

Fuente: Salamanca y Sanchez (2009)

2.5.1.2. Extraccién con fluidos supercriticos

Un fluido supercritico es cualquier sustancia sometida a presiones y temperaturas
superiores a su punto critico termodindmico. Estas condiciones confieren a la sustancia
la capacidad de difundir como un gas y de disolver como un liquido, convirtiéndola en
un sustituto de los solventes orgdnicos convencionales. Diversos compuestos pueden
usarse como fluidos supercriticos, entre ellos tenemos: acetileno, acetona, agua, didéxido

de carbono, etanol, metanol, propano y propileno (Velasco et al., 2007).

En este tipo de extraccion se emplea cominmente el CO> denso por su bajo costo y
amplia disponibilidad. Este gas es inocuo, incoloro, inerte, ficilmente separable del
soluto, no inflamable y no corrosivo. Diversos estudios han demostrado que esta
tecnologia permite la obtencién de oleorresina en cantidad similar a la obtenida con
métodos convencionales y con alta pureza (99.995%) e inocuidad (Pacho-Carrillo et al.,

2002; Ferndndez-Trujillo, 2007).

El rendimiento varia segin la materia prima y las condiciones de extraccion.
Fernandez-Trujillo (2007) elaboré oleorresina de variedades dulces y picantes de

Capsicum annuum con un rendimiento entre 5.2 — 17.4%. Por su parte, Gamarra et al.
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(2011) elabor6 oleorresina de rocoto (Capsicum pubescens) usando CO» supercritico y

obtuvo un rendimiento total de 0.511 — 1.728%.
2.6. Compuestos de Capsicum con actividad antimicrobiana
2.6.1. Capsaicinoides

Algunas variedades de ajies son preferidas por ser picantes o pungentes. Esta
cualidad se atribuye a los capsaicinoides, grupo de alcaloides derivados de la
vainillilamina, sintetizados y almacenados en el tejido de la placenta del fruto, lugar
donde se insertan las semillas. Debido a esta ubicacion, se cree que los capsaicinoides
juegan un rol importante en la proteccion quimica de las semillas frente a los animales
herbivoros. Unicamente las aves son insensibles a la pungencia, caracteristica que
facilita la dispersion de semillas a areas lejanas. El grado de pungencia en los frutos de
Capsicum difiere segun la especie y variedad, y en funcién de las condiciones de cultivo

(Garcia-Galindo et al., 1995; Cazares-Sanchez et al., 2005).

Del total de capsaicinoides, mds del 70% es capsaicina [N-(4-hidroxi-3-metil-
metoxibenzil-8-metilnon-6-tran-enamide)] seguida de la dihidrocapsaicina [N-(4-
hidroxi-3-metil-metoxibenzil)-8-metilnonenamida] 'y  otros  derivados, como
nordihidrocapsaicina, homocapsaicina y homodihidrocapsaicina. Estas moléculas se
presentan en estado puro como cristales blancos inodoros y de pungencia severa. La
diferencia entre ellas es netamente estructural pues no se han podido aislar en forma

estable (Ravishankar, 1997).
2.6.1.1. Propiedades

Como antimicrobianos: El efecto antimicrobiano de los extractos de Capsicum son
atribuidos a la accién conjunta de los capsaicinoides y los compuestos fendlicos.
Diversas investigaciones indican que los capsaicinoides poseen actividad antibacteriana
frente a Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa (Dorantes et al., 2000; Careaga et al., 2003; Nascimento et
al., 2014;), Escherichia coli y Bacillus sp. (Colivet et al., 2006). Asimismo, se ha
demostrado que los extractos de Capsicum poseen propiedades antifiingicas sobre

Aspergillus sp., Penicillium sp., y Rhizopus sp. (Moreno-Limén et al., 2012; Soumya y
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Nair, 2012; Cer6n-Carrillo et al., 2014), con resultados comparables a los obtenidos con
la aplicacion de fungicidas comerciales. Estudios realizados por Shayan y Saeidi (2013)
prueban que los extractos de Capsicum también poseen la capacidad de impedir la
formacion de biofilms por bacterias como Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

aeruginosa y Escherichia coli.

Como analgésicos: El efecto medicinal de los capsaicinoides se ha aprovechado
desde épocas precolombinas, en las que se usaban para calmar la tos y el dolor de
garganta. Actualmente, la capsaicina se emplea en trastornos dolorosos como artritis,
debido a su capacidad para reducir la sensibilidad en el drea de aplicacion. Este efecto
se debe a que la capsaicina se une al receptor vainilloide subtipo 1 (VR-1) de las
neuronas nociceptivas. Dicho receptor es un transductor de calor, lo que explicaria el
dolor ardiente producido al consumir ajies. El efecto de la capsaicina unida a su receptor
consiste en la liberacién y agotamiento de la sustancia P, neurotransmisor del dolor,
bloqueando temporalmente la transmision de la sefial de dolor hacia el sistema nervioso
central (Caterina et al., 2000). Las cremas que contienen capsaicina han reducido el
dolor post-operatorio en pacientes de mastectomia, amputaciones, picazén en didlisis,
dolores de cabeza, entre otros. El uso repetido de la crema aparentemente contrarresta la
produccion de sustancia P en la articulacién, por lo tanto, hay menos dolor. La
reduccién de la sustancia P ayuda a reducir la inflamacién prolongada, causada por el

cartilago cuando se rompe (Bosland, 1996).

Como gastroprotector: Contrariamente a la creencia de que el consumo de ajies
produce tlceras pépticas, Delgado (2009) demostré que el fruto liofilizado de Capsicum
annuum L tiene efecto gastroprotector frente a dlceras inducidas experimentalmente en

ratas, pues incrementa la produccién de moco gastrico.
2.6.1.2. Determinacion

La determinacion de capsaicinoides se puede realizar por cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC) (Gutiérrez, 2014), cromatografia liquida de capa fina (TLC)
(Soetarno et al., 1997) o mediante la espectrofotometria usando como estindar una
solucién de vainillina en acetato de etilo que es procesada de la misma forma que la

muestra de oleorresina (Cerén-Carrillo et al., 2014).
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El contenido de capsaicinoides depende de factores como la variedad del fruto y el
estado de maduracién de la planta (Cerdn-Carrillo et al., 2014). Por lo general, el 70%
de estos compuestos es capsaicina y el 20% dihidrocapsaicina (Ravishankar, 1997). El

cuadro 6 resume las concentraciones de capsaicinoides reportadas por diversos autores.

Cuadro 6. Contenido de capsaicinoides en diversos frutos de Capsicum

Especie de Contenido de Solvente — método de
o ) Fuente
Capsicum capsaicinoides deteccion
Poblano (C. EM 1: 0.009 mg/g Metanol —
Cer6n-Carrillo et
annuum var. EM 2: 0.011 mg/g espectrofotometria UV-
al., 2014
annuum) EM 3: 0.020 mg/g Vis
Aji panca (C. C: 10.074 mg/g

Etanol — HPLC Gutiérrez, 2014
chinense) DHC: 6.087 mg/g

Pimenta malagueta C: 31.1 mg/g
Hexano — HPLC

(C. frutescens) ~ DHC: 15.0 mg/g Nascimento et al.,
2014
Habanero (C. C: 5.88 mg/mL . | _HPLC
sopropanol —
annuum) DHC: 0.86 mg/mL Dorantes ef al.,
2000
Morrén (C. C: no detectada Isopropanol — HPLC Dorantes et al.,
annuum) DHC: no detectada 2000

EM: Estado de maduracién; C: Capsaicina, DHC: Dihidrocapsaicina
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2.6.2. Compuestos fenodlicos

Se ha demostrado que los capsaicinoides no son los inicos compuestos con actividad
antimicrobiana en los extractos de Capsicum. (Cichewicz y Thorpe, 1996). Estos
también poseen diversos compuestos fendlicos, como polifenoles, flavonoides y
carotenoides, que poseen actividad antimicrobiana, actdan sinérgicamente con los
antibidticos e inactivan la virulencia bacteriana (Cushnie y Lamb, 2011). Los
compuestos fendlicos afectan la membrana citoplasmatica y el metabolismo, retrasando

o inhibiendo la proliferaciéon microbiana (Domingo y Lépez-Brea, 2003).
2.6.2.1. Propiedades

Los frutos de Capsicum poseen capacidad antioxidante. Esto se atribuye a la
presencia de compuestos polifendlicos que reaccionan con los radicales libres (Deepa et
al., 2005). También abundan flavonoides que sobrepasan el efecto antioxidante de
muchos fitoquimicos (Hasler, 1998). El color rojo en los frutos se debe a la presencia de
pigmentos, entre los cuales se encuentran carotenoides oxigenados como la capsantina,
capsorubina y criptocapsina, exclusivos de este género y efectivos para inactivar

radicales libres (Matsufuji et al., 1998).
2.6.2.2. Determinacion

La determinacion de los compuestos fendlicos totales se realiza mediante el método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. La muestra de oleorresina es tratada con
concentraciones variables de agua destilada y carbonato de sodio. El reactivo de Folin-
Ciocalteu reacciona con la muestra formando un complejo azul cuya absorbancia se
mide por espectrofotometria tras la incubacién en oscuridad y a temperatura ambiente.
El 4cido gélico es usado como estdndar y procesado de la misma manera que la muestra
de oleorresina. Los resultados se expresan en miligramos equivalentes de acido gélico
por gramo de extracto (Ceron-Carrillo et al., 2014; Nascimento et al., 2014). El cuadro
7 resume el contenido de compuestos fendlicos totales en frutos de Capsicum de

diversos estudios.
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Cuadro 7. Contenido de compuestos fendlicos totales en diversos frutos de Capsicum

Especie de Contenido de compuestos Solvente — método de .
uente
Capsicum fendlicos totales deteccion
Poblano (C. EM 1: 1.11 mg EAG/g
Metanol — Folin- Cer6n-Carrillo et
annuum var. EM 2: 1.08 mg EAG/g
Ciocalteu al., 2014
annuum) EM 3: 1.09 mg EAG/g
Serrano (C. EM 1: 1.66 mg EAG/g
Metanol — Folin- Cer6n-Carrillo et
annuum L. EM 2: 1.97 mg EAG/g
Ciocalteu al., 2014
Acuminatum) EM 3:2.43 mg EAG/g
EM 1:2.94 mg EAG/g
Habanero (C. Metanol — Folin- Cer6n-Carrillo et
EM 2: 2.77 mg EAG/g
chinense) Ciocalteu al.,2014
EM 3: 2.12 mg EAG/g
Pimenta malagueta Hexano — Folin-  Nascimento ef al.,
4.9 mg EAG/g )
(C. frutescens) Ciocalteu 2014
110.6 mg EAG/g Acetonitrilo — Folin-

Pimenta malagueta

(C. frutescens)

Ciocalteu

Nascimento et al.,

2014

EM: Estado de maduracién; EAG: Equivalentes de dcido gélico

Para la identificacion y cuantificacién de compuestos fendlicos especificos se emplea

la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Las proporciones difieren

ampliamente seguin la variedad. El cuadro 8 enumera algunos de los compuestos

fendlicos comunes encontrados en diversos cultivares de Capsicum annuum L.
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Cuadro 8. Compuestos fendlicos presentes en cultivares de Capsicum annuum L.

Compuesto fendlico Cantidad (mg/g)
Acido cafeico 0.064 — 0.545
Acido cindmico 0.040
Acido clorogénico 0.799
Acido fertlico 0.072
Acido Protocatecuico 0.343 - 0.519
Acido rosmarfnico 0.060 — 4.019
Acido sindpico 0.250
Acido siringico 0.045
Acido vainillinico 0.146
Miricetina 3.315
Naringenina 0.022 - 0.044
Quercetina 0.041

Fuente: Pavlovic et al. (2012)

C.- BACTERIAS DE INTERES EN INOCUIDAD ALIMENTARIA
2.7. Escherichia coli (E. coli)
2.7.1. Generalidades

Escherichia coli es una bacteria Gram negativa movil y fermentadora de lactosa que
fue descrita por primera vez en 1885 por el pediatra aleman Theodore Escherich tras un
brote de gastroenteritis infantil. En los dltimos 50 afios, se han encontrado diversas
cepas patégenas de E. coli causantes de cuadros diarreicos graves, lo que ha convertido

a esta bacteria en un problema de salud publica a nivel mundial (Nataro y Kaper, 1998).
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El colon contiene un ecosistema microbiano de aproximadamente 10'
microorganismos por gramo de heces, con cerca de 400 especies distintas que conviven
en equilibrio. De éstas, E. coli es la mas abundante de las bacterias anaerobias
facultativas intestinales. Coloniza el intestino humano dentro de un lapso de 2 horas
hasta varios dias después del nacimiento. Es ubicua en el lumen intestinal y en
condiciones normales no es patégena pero en individuos inmunosuprimidos, o cuando
las barreras gastrointestinales son afectadas, cepas no patégenas pueden causar un
proceso infeccioso limitado a la mucosa intestinal o diseminado a todo el organismo

(Nataro y Kaper, 1998; Hooper y Gordon, 2001; Sousa, 2006).

Escherichia coli es el microorganismo mas usado en la produccion de proteinas para
uso humano ya que es uno de los sistemas mas estudiados (Lee, 1996). Usando E. coli
recombinante, es posible la producciéon de interferones, interleucinas, factores
estimuladores de colonias, hormonas de crecimiento, factores de crecimiento tipo

insulina y albimina sérica humana (Hodgson, 1993).

Clinicamente, E. coli puede clasificarse en tres grupos: cepas comensales, cepas
patégenas extraintestinales y cepas patdgenas intestinales entéricas o diarreogénicas.
Las cepas comensales forman parte de la flora intestinal del individuo sano y establecen
con este una relaciéon de mutualismo. En cambio, las cepas extraintestinales poseen
factores de virulencia que provocan infecciones urinarias, intraabdominales, neumonias,
osteomielitis, septicemias y meningitis del recién nacido. Las cepas patdgenas
intestinales son escasas en la flora fecal y producen gastroenteritis en individuos que las

han ingerido en cantidad suficiente (Russo, 2002; Rodriguez, 2003).
2.7.2. Patotipos intestinales

Cuando ingresa una cepa patdgena de E. coli, la infeccién sigue los mismos pasos
que cualquier patégeno en la mucosa: colonizacién, evasion de las defensas del
hospedador, multiplicacién y dafio, siendo el primero de gran importancia pues implica
que E. coli puede resistir las condiciones adversas como el peristaltismo y la

competencia por nutrientes con la microflora presente (Nataro y Kaper, 1998).
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Los seis patotipos intestinales de E. coli son enterotoxigénica (ECET),
enteroagregativa (ECEA), enteropatégena (ECEP), enterohemorrigica (ECEH),
enteroinvasiva (ECEI) y de adherencia difusa (ECAD).

2.7.2.1. E. coli enterotoxigénica (ECET)

ECET coloniza la superficie de la mucosa intestinal y libera la enterotoxina
termolabil (LT), similar a la producida por Vibrio cholerae, la enteroxina termoestable
(ST) o ambas. Tras ser absorbida por el enterocito, la LT incrementa la actividad de la
adenilato ciclasa y el nivel de AMP ciclico intracelular (AMPc). La ST se une a la
guanilil ciclasa ubicada en la membrana celular del enterocito, lo que promueve el
aumento del GMP ciclico intracelular (GMPc). Esto permite una mayor fosforilacién de
los canales de cloro por accién de proteinas quinasas dependientes de AMPc y GMPc,
asi como secrecion exacerbada del i6n CI” con difusion pasiva de agua hacia el espacio

intracelular, generando diarrea osmética (Nataro y Kaper, 1998).

2.7.2.2. E. coli enteroagregativa (ECEA)

El mecanismo de infeccion por ECEA no estd completamente descrito. Se
caracteriza principalmente por el incremento en la actividad de las células caliciformes
y mayor secrecion de moco que en el lumen intestinal actia como una biocapa que
protege a una gran cantidad de bacterias (Nataro y Kaper, 1998). Ademds se ha descrito
destruccion total o parcial de las vellosidades intestinales como consecuencia del efecto

citotoxico que ejerce la biocapa con bacterias en la mucosa (Andrade et al., 2011).

2.7.2.3. E. coli enteropatégena (ECEP)

Las ECEP colonizan el intestino y se adhieren intimamente entre si y a los
enterocitos mediante fimbrias y flagelos, induciendo el reacomodo del citoesqueleto con
formacion de pedestales de actina debajo de la bacteria y desaparicion de las
microvellosidades. Esta alteracion de la morfologia en el enterocito se conoce como
lesion A/E (adherencia y eliminacion) que genera pérdida de la funcién, mala absorcion

y diarrea acuosa en el paciente (Vidal et al., 2007).
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2.7.2.4. E. coli enterohemorragica (ECEH)

ECEH se encuentra en el intestino de diversos animales, principalmente en el ganado
vacuno y los alimentos que se producen con este constituyen una importante fuente de
infeccion para el hombre, sobre todo cuando no se ha realizado el tratamiento térmico

adecuado (Karmali, 1989).

2.7.2.5. E. coli enteroinvasiva (ECEI)

Este patotipo se adhiere a las microvellosidades de las células del colon e ingresa por
endocitosis. Una vez dentro se multiplica y se disemina a las células adyacentes

causando muerte celular masiva y reaccion inflamatoria rapida (Sears, 1996).

2.7.2.6. E. coli de adherencia difusa (ECAD)

Mediante una fimbria de superficie conocida como F1845, este patotipo se adhiere al
epitelio y produce una reacciéon inflamatoria exacerbada, con secrecién abundante de

moco y liberacién de toxinas que causan dafo epitelial (Nataro y Kaper, 2001).

2.7.3. ETA asociada a E. coli

Desde 1892 se propuso que E. coli es indicador de contaminacién fecal reciente en
los alimentos debido a que la bacteria es abundante en el tracto intestinal y no en otros
nichos. Se sabe que la capacidad de E. coli para sobrevivir en el medio ambiente es
relativamente baja, por ello su presencia en los alimentos se atribuye a una posible

contaminacion fecal reciente (Feng et al., 2002).

En los ultimos afios, han aumentado los brotes asociados a esta bacteria, lo que
implica un impacto en los sistemas de salud y la produccién agricola. Las fuentes mas
comunes de ETA incluyen los productos lacteos y jugos no pasteurizados, carne
elaborada con insuficiente tratamiento térmico, frutas y hortalizas crudas. Las malas
practicas de higiene y el mal almacenamiento también influyen en la presentacion de los

casos (FAO, 2016).

Las cepas de E. coli producen diversos tipos de enfermedades segiin sus
caracteristicas patogénicas. Por ejemplo, E. coli shigatoxigénica produce diarrea con

sangre. En cerca del 10% de los afectados por esta cepa; entre ellos nifios y adultos
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mayores; la enfermedad puede evolucionar hasta el sindrome urémico hemolitico. E.
coli enterohemorragica también se asocia a diarreas con sangre y sindrome urémico
hemolitico por la produccién de toxinas como verotoxinas y shigatoxinas. En salud
publica, el serotipo mas importante es E. coli O157:H7, el mismo que estd ligado a una

alta incidencia de infecciones y muertes cada ano (FAO, 2016).
2.8. Staphylococcus aureus (S. aureus)
2.8.1. Generalidades

Es un coco Gram positivo de didmetro de 0.5 a 1.5 um que puede visualizarse
microscOpicamente como células dnicas o agrupadas en pares, tétradas, cadenas cortas o
conjuntos que asemejan racimos de uvas. Esta tltima forma de presentacion fue la que
inspiré al médico Alexander Ogston en 1880 a introducir el término griego staphyle,
que significa “racimo de uvas”, para describir a los microorganismos que aislaba de
cuadros supurativos. Este microorganismo es anaerobio facultativo, fermenta la glucosa
y el manitol. Puede sobrevivir en condiciones ambientales diversas creciendo en un
rango de temperatura que se encuentra entre 6 a 46 °C, siendo la 6ptima de 30 a 37 °C.
Actualmente se le considera un microorganismo de gran potencial para causar diversas

infecciones en el hombre y los animales (Fueyo, 2005; Cervantes-Garcia et al., 2014).

S. aureus es un microorganismo que habitualmente forma parte de la microflora en la
piel, boca, faringe, tracto gastrointestinal, vagina y principalmente a nivel nasal. Cerca
del 20% de los individuos estdn permanentemente colonizados por S. aureus a nivel
nasal, mientras que un 30% lo estd de forma intermitente (Gordon y Lowy, 2008). Esta
bacteria puede comportarse como un patégeno oportunista en pacientes
inmunosuprimidos, segin lo demuestra un estudio realizado por Von Eiff ef al. (2001),
donde los aislamientos de S. aureus en el torrente sanguineo de pacientes con

septicemia fueron idénticos a aislamientos nasales en el 82% de pacientes investigados.

S. aureus es un microorganismo anaerobio facultativo que fermenta la glucosa y el
manitol. Sobrevive en condiciones ambientales diversas pudiendo crecer en un rango de
temperatura de entre 6 a 46 °C, siendo la 6ptima de 30 a 37 °C. Puede tolerar

concentraciones de NaCl de hasta el 20%, lo que permite su desarrollo en alimentos de
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muy baja actividad acuosa (aw). Ademds, resiste la desecacion, la congelacion y el calor

(Fueyo, 2005).

S. aureus puede tolerar concentraciones de NaCl de hasta el 20%, lo que permite su
desarrollo en alimentos de muy baja actividad acuosa (aw), resistiendo ademds la
desecacion y congelacion (Fueyo, 2005). Sin embargo, es sensible al tratamiento
térmico y a los desinfectantes, por lo que la presencia de esta bacteria o de sus toxinas
en los alimentos procesados sugiere malas practicas de higiene por contacto humano o
con superficies contaminadas. Ademads, si bien el microorganismo puede ser eliminado

por el tratamiento térmico, sus toxinas son resistentes al calor (Bennett y Lancette,

2001).
2.8.2. ETA asociada a S. aureus

El hombre es el principal reservorio de S. aureus ya que ésta se encuentra en la piel y
vias respiratorias superiores. Usualmente esta bacteria no causa enfermedad a menos
que sea ingerida en el alimento. Frecuentemente, la contaminacidén ocurre por contacto
directo del alimento con la piel del manipulador, microgotas de saliva o utensilios
contaminados. La leche y productos lacteos también pueden contaminarse cuando los
bovinos y ovinos padecen de mastitis. La refrigeracion inadecuada, alimentos
preparados y mantenidos por tiempo prolongado en bandejas calientes y la coccién

insuficiente contribuyen con la ocurrencia de los brotes (Gonzalez y Cecchini, 1999).

La ETA estafilocdcica es una de las mds frecuentes a nivel mundial. La enterotoxina
termoestable es la responsable de la enfermedad y la dosis para provocarla oscila entre 1
a 5 ug/g de alimento. Una vez dentro del organismo, el periodo de incubacién dura entre
2 a 6 horas y los sintomas se manifiestan bruscamente. Se produce sialorrea, nduseas,
vomitos, mialgia, célico abdominal, diarrea liquida, postracion e hipotermia. La
enfermedad es autolimitante y los sintomas desaparecen en un periodo de 1 a 2 dias. El
tratamiento no requiere antibidticos pero si una terapia de sostén (Gonzalez y Cecchini,

1999).
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D.- METODOLOGIAS PARA EL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA

2.9. Métodos de difusion en disco y en pozo

El método de disco difusion en placas o de Kirby-Bauer, también conocido como
antibiograma, es actualmente recomendado por el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) para determinar la sensibilidad bacteriana a
antimicrobianos conocidos. Consiste en enfrentar un microorganismo en estudio a una
serie de antimicrobianos de concentracion establecida y contenidos en discos de papel
filtro que son colocados en la superficie de agar Miieller Hinton previamente sembrado
con el microorganismo. El antimicrobiano difunde radialmente y genera una gradiente
de concentracién en el agar. Tras la incubacién de 18 a 24 horas, la aparicion de un halo
de inhibicién alrededor del disco indica que el microorganismo es sensible, mientras

que la ausencia de dicho halo indica resistencia (Garcia et al., 2000).

El método de difusién en pozos es una variacion de la técnica de Kirby-Bauer y
también esta recomendado por la NCCLS. Se realizan pozos en el agar Miieller Hinton
y se deposita en ellos una solucién de antimicrobiano de concentracién conocida. Tras
la incubacién de las placas, se forma un halo de inhibicién que indica el nivel de
actividad de la sustancia evaluada (Ramirez y Marin, 2009). Esta técnica presenta
mayor sensibilidad en comparaciéon con el uso de discos, pues estos son hidréfilos y
retienen en su superficie algunos compuestos catidnicos de los extractos vegetales, lo

que impide su difusion sobre el agar (Valgas et al., 2007).
2.10. Métodos de dilucion

Los métodos de diluciéon permiten conocer la concentracién inhibitoria minima
(CIM) y la concentracién bactericida minima (CBM). La CIM se define como la
minima cantidad de antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento de un in6culo
bacteriano in vitro. En cambio, la CBM es aquella que dentro del periodo de incubacion

induce la muerte del 99.9% de bacterias del inéculo in vitro. (Taroco et al., 2006).

Dentro de los métodos de dilucién tenemos a la macrodilucion y la microdilucion.
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2.10.1. Macrodilucion en caldo

En la actualidad este método es poco usado debido a que su metodologia es laboriosa
ya que emplea demasiado tiempo y material. Consiste en la preparacion de tubos con
concentraciones conocidas de antimicrobiano, caldo nutritivo y un indéculo
estandarizado. Las diluciones del antimicrobiano son seriadas y cada una es la mitad de
la anterior; la serie de tubos se completa con un control sin antimicrobiano. Este método
permite la determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM), que se define
como aquella menor concentracion frente a la cual el indculo no se ha desarrollado, lo

que se evidencia por ausencia de turbidez en el tubo (Garcia et al., 2000).

Debido a que la ausencia de turbidez no necesariamente implica la muerte celular,
este método se complementa con la determinacién de la concentracidon bactericida
minima (CBM), que permite comprobar a qué concentracién realmente hubo muerte del
99.9% de la poblacién de microorganismos en el indculo. Para esto, se toman alicuotas
de aquellos tubos sin turbidez y se siembra en placas de agar especifico. Tras 24 horas

de incubacién se evalia si hay crecimiento de colonias tipicas (Taroco et al., 2006).
2.10.2. Microdilucién en caldo

La implementaciéon de micropipetas y placas de microtitulacién de 96 pocillos
facilité la miniaturizaciéon de la técnica de macrodilucion (Taroco et al., 2006). La
técnica de microdilucién también enfrenta diferentes concentraciones de antimicrobiano
con un indculo bacteriano de concentracién conocida en un caldo de cultivo. En una
microplaca se pueden evaluar hasta 8 antimicrobianos y 11 diluciones, usando la dltima
columna como control de crecimiento. Su ventaja radica en la menor cantidad de
material necesario, aunque el costo se eleva si la lectura de turbidez es realizada con
equipos como el lector de ELISA. Tal como en la macrodilucién, la CIM se obtiene a
partir de aquella menor concentracién en donde no se presenta turbidez atribuible al
crecimiento microbiano. Los valores obtenidos en este método son similares a los
obtenidos por macrodilucién. Para determinar la CBM se puede comprobar la viabilidad
bacteriana tomando una alicuota de cada pocillo y sembrandola en agares selectivos

(Garcia et al., 2000; Ramirez y Marin, 2009).
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2.11. Prueba Epsilon (E-test)

El E-test es una variante sencilla de la técnica de difusién en disco y permite la
lectura directa de la CIM. Se emplean placas de agar previamente sembradas con la
cepa de estudio. Sobre ellas se coloca una tira de plastico de 6 cm de largo y 5 mm de
ancho que alberga un gradiente conocido de antimicrobiano equivalente a 15 diluciones,
el cual difunde rdpidamente sobre el agar. Tras el periodo de incubacidn, la zona de
inhibicién es elipsoidal y simétrica. La CIM se considera como aquella concentracién
donde la elipse formada se intersecta con la tira (Garcia et al., 2000; Taroco et al.,

2006).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar y tiempo

El presente estudio se realiz6 en la Facultad de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos en Lima — Pert, durante el periodo de abril
a diciembre del 2015. La obtencién de oleorresina de aji panca y de pimiento, asi como
los ensayos de laboratorio se realizé en el Laboratorio de Salud Publica y Salud
Ambiental. La lectura de densidad 6ptica de las microplacas se realizé en la seccion de

Virologia del Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia.
3.2. Materiales y equipos

Materia prima

- Aji panca

— Pimiento

Materiales

- Microplacas de 96 pocillos

— Micropipetas

- Placas Petri
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— Frascos de vidrio

— Viales de 2 mL

- Jeringas descartables de 1, 5 y 10 mL

— Microfiltros Millipore de 0.45 pm

- Hisopos estériles

- Bolsas ziplog

- Bolsas plasticas

Equipos

— Procesadora de alimentos

- Deshidratadora de alimentos (Blanik BDA020)

— Incubadora

— Estufa

- Autoclave

— Selladora

Medios y reactivos

- Caldo Tripticasa de soya (TSB)

- Agar Eosina Azul de Metileno (EMB)

- Agar Baird Parker (BP)

- Etanol rectificado de 96° (grado alimentario)
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3.3. Metodologia experimental
3.3.1. Elaboracién de oleorresina

Los ajies panca y pimientos fueron adquiridos de un distribuidor mayorista local, y
transportados al Laboratorio de Salud Publica y Salud Ambiental de la facultad. La
preparaciéon de los frutos se realiz6 segun lo indicado por Gutiérrez (2014), con
modificaciones propias. Los frutos enteros fueron lavados con agua corriente y
escobillados suavemente para remover la tierra, restos vegetales, piedras, etc. Se
desinfectaron por inmersiéon en una solucién de agua e hipoclorito de sodio a
recomendacion del fabricante, se enjuagaron con agua destilada, se secaron con papel
toalla y se colocaron en una deshidratadora de alimentos por 30 minutos a 60 °C para

completar el secado superficial (figura 3).

Figura 3. Deshidratacion superficial

Los dos grupos de frutos fueron deshidratados de manera independiente por medio
de conveccién forzada en hornos industriales a 60 °C (realizado en las instalaciones de
una empresa privada de Lima), luego fueron molidos y envasados en bolsas oscuras de
plastico. El polvo obtenido fue molido adicionalmente en el laboratorio con una
procesadora de alimentos y se usé un tamiz Tyler ASTM N° 60 (250 um) para poder
obtener un menor tamafio de particula. Por triplicado, ambas fracciones fueron pesadas

y se realiz6 la granulometria mediante el calculo del porcentaje de particulas menores
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de 250 pm. El insumo obtenido se empacd en bolsas gruesas de polietileno selladas

herméticamente y almacenadas en refrigeracion hasta su uso.

Con el fin de obtener la mayor cantidad de componentes bioactivos, la extraccién de
oleorresina se realizd mediante lixiviacién con etanol (Colivet et al., 2006) empleando
etanol rectificado de 96°, de grado alimentario. La mezcla consistié en una parte de
polvo y 10 de solvente la cual se dejé macerar protegida de la luz solar y a temperatura
ambiente por no menos de 12 horas (Rodriguez et al., 2000). La separacion del solvente
se realiz6 en dos etapas. La primera consistié en la concentraciéon del macerado (figura
4). Para ello, pequenos volimenes de la mezcla se colocaron en placas Petri destapadas
y se sometieron a corrientes constantes de aire a 60 °C, provenientes de una
deshidratadora de alimentos doméstica (Blanik BDA020). Paralelamente a la aparicién
de las primeras gotas de oleorresina, inmiscibles y de color rojizo oscuro, se afiadieron
nuevos volimenes de macerado a las placas con el fin de evaporar la mayor cantidad
posible de etanol. En la segunda etapa, la mezcla concentrada se colocé en recipientes
de fondo curvo y dentro de una estufa a 40 °C por 2 dias (figura 5) con el fin de
concentrar la oleorresina y evaporar el etanol. La oleorresina obtenida (figura 6), fue un
liquido viscoso de coloracién intensa, homogénea y aroma caracteristico; el cual fue
almacenado a temperatura de refrigeracion hasta su uso en frascos de boca ancha y color

ambar.

Figura 4. Evaporacion del solvente

36



Figura 6. Oleorresina obtenida

El procedimiento descrito se realizd para obtener la oleorresina de aji panca y de
pimiento por separado. Ademds, para determinar el rendimiento de la extraccion, se
midié por triplicado el volumen de oleorresina obtenido a partir 100 gramos de polvo

del fruto correspondiente.
3.3.2. Anélisis de compuestos antimicrobianos

Para analizar el contenido de capsaicinoides en el aji panca, se remitieron 5 mL de
muestra de oleorresina a la Unidad de Investigacion de Productos Naturales de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia para su andlisis por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (HPLC). Esta evaluacion no se realizé para la oleorresina de pimiento
ya que el fruto es dulce y los niveles de capsaicinoides no son detectables (Dorantes et

al., 2000).
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3.3.3. Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima

Mediante el método de la microdilucion (figura 7), las cepas de referencia
Escherichia coli ATCC 25922 (anexo 1) y Staphylococcus aureus ATCC 25923 (anexo
2) se enfrentaron a diferentes concentraciones de oleorresina de aji panca y de pimiento.

Se usaron microplacas de 96 pocillos para evaluar los siguientes tratamientos:
- Tratamiento 1: Oleorresina de aji panca frente a E. coli.

- Tratamiento 2: Oleorresina de pimiento frente a E. coli.

- Tratamiento 3: Oleorresina de aji panca frente a S. aureus.

- Tratamiento 4: Oleorresina de pimiento frente a S. aureus.

Como caldo base, se prepard una soluciéon de TSB con 10% de DMSO y 0.5% de
Tween 80 (Gutiérrez et al., 2014, con modificaciones) que se usé en la preparacién de
los in6culos y para los pocillos. El inéculo bacteriano se prepard traspasando colonias
de cultivos previos de E. coli y de S. aureus a tubos con TSB hasta alcanzar una
turbidez visualmente equivalente a 0.5 en la escala de McFarland, que corresponde a
una poblacién microbiana aproximada de 10 UFC/mL. Esta mezcla se diluyé
decimalmente tres veces para obtener la concentracion final de 10° bacterias/mL (Garcia

et al., 2000).

Se utilizaron microplacas de 96 pocillos estériles, las mismas que fueron irradiadas
con luz ultravioleta por 20 minutos antes del experimento. A 11 pocillos de una misma
fila se afiadieron 100 puL de la solucién de TSB. Luego, al primero se agregdé 100 uL de
oleorresina previamente esterilizada por microfiltracion (Millipore 0.45 pm) y a partir
de éste se realizaron diluciones seriadas a la mitad hasta el décimo pocillo, utilizando el
undécimo como control positivo sin oleorresina. Finalmente, se afiadieron 100 uL de
inéculo bacteriano a los 11 pocillos. Las soluciones finales de oleorresina que se
evaluaron fueron: 25; 12.5; 6.25; 3.13; 1.56; 0.78; 0.39; 0.20 y 0.10 y 0.04%, con una
poblacién microbiana final de aproximadamente 10* bacterias/mL (Garcia et al., 2000).

La operacion descrita se realiz6 por cuadriplicado para cada tratamiento (anexo 3).
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Figura 7. Microdilucién en placas de 96 pocillos

En la Seccién de Virologia se determiné la densidad 6ptica de cada pocillo antes y
después de un periodo de incubacién de 22 horas a 35 °C, utilizando un lector de
ELISA. La CIM se consider6 como aquella en cuyos pocillos no hubo aumento de la
densidad O6ptica tras el periodo de incubacidn. Esto corresponderia a la inhibicion del

desarrollo microbiano en el pocillo respectivo.
3.3.4. Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima

Se determind la supervivencia de las bacterias expuestas a diferentes concentraciones
de oleorresina por 22 horas. Para ello, se tom6 una muestra de cada pocillo y se sembr6
en placas Petri con agares especificos, EMB para E. coli y BP para S. aureus. Las placas
se incubaron a 35 °C y se observo la presencia o ausencia de colonias caracteristicas de
cada cepa en 48 horas. La CBM se consideré como aquella donde no hubo crecimiento

bacteriano tras el procedimiento descrito.
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3.5. Analisis de la informacion

Las densidades Opticas antes y después de la incubacion se registraron en una hoja de

calculo de Microsoft Excel y se evaluaron mediante la estadistica descriptiva.
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IV. RESULTADOS

Obtencion de oleorresinas

Los frutos de aji panca y de pimiento se procesaron en el Laboratorio de Salud Ptiblica segin
el protocolo modificado de Gutiérrez (2014). Tras la deshidratacién a 65 °C de los frutos de
Capsicum, se realizé la molienda, tamizado y pesaje del polvo obtenido. El porcentaje de
particulas menores a 250 um fue de 48.32 + 1.36% para el polvo de aji panca y de 51.55 +
1.66% para el pimiento. En cuanto al rendimiento del proceso de extraccion etandlica, nuestro
estudio permitié obtener 12.53 + 0.30 y 12.17 + 0.23 mL de oleorresina de aji panca y de
pimiento, respectivamente, a partir de 100 gramos de polvo. Asimismo, el andlisis de
capsaicinoides mayoritarios de la oleorresina de aji panca mediante HPLC indica que este
insumo posee 1.39 mg y 0.54 mg de capsaicina y dihidrocapsaicina por gramo de muestra,

respectivamente.
Estudio de la actividad bacteriostdtica

Para determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) se realizd el método de la
microdilucién en placas de 96 pocillos. Se registraron las densidades 6pticas de los pozos antes
y después de 22 horas de incubacién. En cuanto al tratamiento de E. coli ATCC 25922 con
concentraciones decrecientes de oleorresina de aji panca, no se determiné una CIM debido a que
las densidades dpticas registradas tras el periodo de incubacién fueron menores para los pocillos

con soluciones de oleorresina de aji panca desde 12.50 hasta 0.04% (Cuadro 9 y anexo 4).
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Cuadro 9. Densidades 6pticas del tratamiento de E. coli ATCC 25922 con

concentraciones decrecientes de oleorresina de aji panca

% OR-AP DO = DE (0 h) DO £+ DE (22 h)
25.00 0.41 +0.06 0.72 +0.09
12.50 1.25+0.24 0.81 £0.10
6.25 1.37 £0.31 0.72 £0.08
3.13 1.09 £0.37 0.61 £0.07
1.56 0.78 £0.21 0.51£0.05
0.78 0.66 £0.17 0.42 £0.04
0.39 0.49 £0.10 0.34 £0.03
0.20 0.54£0.23 0.32 £0.08
0.10 0.38 £0.06 0.21 £0.02
0.04 0.31 £0.08 0.18 £0.03
control 0.06 = 0.00 0.10 £ 0.00

OR-AP: oleorresina de aji panca; DO: densidad 6ptica; DE: desviacion

estandar

La E. coli ATCC 25922 tuvo un comportamiento similar tras el tratamiento con oleorresina

de pimiento, por lo que tampoco se determiné la CIM en este caso, donde las densidades 6pticas

tras la incubacién fueron menores en los pocillos con concentraciones comprendidas entre 25 y

0.39%, aunque ligeramente mayores entre las soluciones al 0.2 a 0.04% de oleorresina de

pimiento (Cuadro 10 y anexo 5).
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Cuadro 10. Densidades o6pticas del tratamiento de E. coli ATCC 25922 con

concentraciones decrecientes de oleorresina de pimiento

% OR-P DO £ DE (0 h) DO £ DE (22 h)
25.00 1.33 £0.51 0.83 £0.33
12.50 2.05+£0.17 1.37 £0.16
6.25 1.56 £0.19 1.05 £0.17
3.13 0.84 +0.18 0.49 +0.11
1.56 0.55+0.13 0.31 £0.07
0.78 0.32 +0.06 0.18 £ 0.03
0.39 0.22 +0.05 0.16 £ 0.03
0.20 0.15 £0.03 0.17 £0.05
0.10 0.10 £0.01 0.31 £0.38
0.04 0.09 £0.01 0.11 £0.05
control 0.06 £0.0 0.10£0.0

OR-P: oleorresina de pimiento; DO: densidad 6ptica; DE: desviacién

estandar

En cuanto a la respuesta de S. aureus ATCC 25923 frente al tratamiento con concentraciones

decrecientes de aji panca, todas las densidades Opticas fueron superiores tras la incubacién

(Cuadro 11 y anexo 6).
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Cuadro 11. Densidades 6pticas del tratamiento de S. aureus ATCC 25923

con concentraciones decrecientes de oleorresina de aji panca

% OR-AP DO + DE (0 h) DO + DE (22 h)
25.00 1.36 + 1.53 1.53 + 1.40
12.50 1.20 +1.32 1.37 +1.02
6.25 0.25 +0.05 0.74 +0.05
3.13 0.26 +0.05 0.73 £0.02
1.56 0.18 +0.02 0.75 £0.01
0.78 0.12 +0.01 0.75 +0.04
0.39 0.12 +0.01 0.82 +0.02
0.20 0.10 + 0.01 0.64 + 0.31
0.10 0.09 + 0.01 0.85 % 0.01
0.04 0.09 + 0.01 0.85 % 0.01
control 0.06 % 0.00 0.82 +0.02

OR-AP: oleorresina de aji panca; DO: densidad 6ptica; DE: desviacion

estandar

En cuanto al comportamiento de esta bacteria frente a la oleorresina de pimiento, a

concentraciones entre 25 y 1.56% se registraron densidades Opticas menores tras el periodo de

incubacidn, mientras que desde 0.78 hasta 0.04% las densidades fueron mayores (cuadro 12 y

anexo 7).
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Cuadro 12. Densidades 6pticas del tratamiento de S. aureus ATCC 25923

con concentraciones decrecientes de oleorresina de pimiento

% OR-P DO + DE (0 h) DO + DE (22 h)
25.00 1.89 £ 0.43 124 £0.16
12.50 2.18 £ 0.06 1.27 £0.02
6.25 1.45 +0.24 0.87 +0.22
3.13 1.12+0.21 0.62  0.07
1.56 0.77 £ 0.20 0.50 +0.05
0.78 0.47 £ 0.07 0.49 £0.01
0.39 0.27 +0.05 0.61 +0.03
0.20 0.20 +£0.04 0.67 +0.02
0.10 0.12 +£0.02 0.75 +0.02
0.04 0.09 +0.01 0.76 +0.01
control 0.06 + 0.00 0.82 +0.02

OR-P: oleorresina de pimiento; DO: densidad 6ptica; DE: desviacién
estandar

Estudio de la actividad bactericida

Se evalué la concentracion minima bactericida (CBM) para todos los tratamientos y
repeticiones. Para ello se sembr6 desde los pocillos de cada microplaca a agares especificos
EMB para E. coli ATCC 25922 y Baird Parker para S. aureus ATCC 25923, registrando la
presencia o ausencia de colonias tipicas tras incubar 48 horas (cuadro 13). En el caso de E. coli,
hubo desarrollo microbiano a todas las concentraciones de aji panca y pimiento (figura 8). La
oleorresina de aji panca no fue letal para S. aureus ya que hubo crecimiento de colonias negras
con halo transparente en el agar Baird Parker (figura 9). Sin embargo, la oleorresina de pimiento
si fue letal para S. aureus en las tres concentraciones mayores que se ensayaron, por lo que la

CBM en este caso fue de 6.25% para todas las repeticiones.
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Cuadro 13. Crecimiento de E. coli y S. aureus en agares selectivos

Concentracién (%) EC-AP EC-PM SA-AP SA-PM

25.00 Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento Ausencia-
12.50 Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento Ausencia

6.25 Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento Ausencia

3.13 Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento
1.56 Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento
0.78 Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento
0.39 Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento
0.20 Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento
0.10 Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento
0.04 Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento
Control Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento  Crecimiento

EC-AP: E. coli vs aji panca; EC-PM: E. coli vs pimiento; SA-AP: S. aureus; SA-PM: S. aureus
vs pimiento; (+): Presencia de colonias; (-): Ausencia de colonias.

. o
Figura 8. Colonias de E. coli ATCC 25922 en agar EMB
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Figura 9. Colonias de S. aureus ATCC 25923 en Agar BP
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V. DISCUSION

El uso indiscriminado de agentes antimicrobianos como antibiéticos comerciales y
desinfectantes quimicos ha conllevado a la apariciéon de bacterias multirresistentes, lo
que actualmente es una preocupacion constante en salud publica. En las tltimas décadas
se ha incrementado el interés por el uso de compuestos de origen vegetal con actividad
equivalente a los antimicrobianos tradicionales y sin efectos adversos para el
consumidor. Esto se debe a que en el reino vegetal se concentra la mayor cantidad de
compuestos quimicos con actividad antimicrobiana (Domingo y Loépez-Brea, 2003;

Piyawan et al., 2005; Zampini et al., 2007).

El interés por nuevas alternativas también se extiende al ambito de la inocuidad
alimentaria. El principal objetivo de la produccién de alimentos es contribuir con el
bienestar del hombre brinddndole un producto seguro, nutritivo y sensorialmente
adecuado (Rodriguez, 2011). Sin embargo, los alimentos son facilmente alterables
debido a su contenido de nutrientes que favorecen la proliferacién de microorganismos,
algunos de ellos patégenos para el hombre. Dentro de la diversidad de bacterias
encontradas frecuentemente en los alimentos, tenemos a Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Si bien la primera es comensal del tubo digestivo, también
puede actuar como oportunista causando enfermedades gastrointestinales o
multisistémicas (Feng er al., 2002). Esta bacteria es abundante en el colon del hombre y
los animales; pero sobrevive poco tiempo en el medio ambiente, por lo que su presencia
en alimentos puede atribuirse a una contaminacién fecal reciente (Dos Santos, 2007). S.

aureus también representa un peligro para el consumidor debido a que produce toxinas
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termoestables que han sido identificadas en brotes de envenenamientos por alimentos
(Bennett y Lancette, 2001). Mds aun, ya que se encuentran en la piel, secreciones y vias
respiratorias del hombre, su presencia en los alimentos puede indicar deficientes
practicas en el procesamiento de los alimentos, ya sea por higiene de los operarios, o

mal manejo de la temperatura de coccion y almacenamiento (Gonzalez y Cecchini,

1999).

Se ha demostrado que los extractos vegetales de especies comunes en nuestro medio
como el tomillo, manzanilla, eucalipto, pimienta, aji, entre otros, poseen eficacia contra
bacterias, hongos y algunos virus (Domingo y Lépez-Brea, 2003). Uno de los géneros
vegetales de uso comun en nuestro pais es el Capsicum. Este incluye a la gran variedad
de ajies y pimientos que forman parte de la cultura gastrondmica de casi todas las
regiones del Peri debido a su sabor y caracteristica pungencia. Hay estudios que
demuestran que los extractos, también denominados oleorresinas, obtenidos de diversas
especies de Capsicum poseen actividad antimicrobiana y antioxidante, atribuida a

compuestos activos como capsaicinoides, fenoles, aceites esenciales, carotenos, etc.

La oleorresina de Capsicum es un producto de naturaleza oleosa, viscosa, coloracién
rojiza intensa y aroma caracteristico que se obtiene mediante lixiviacion del fruto
deshidratado y molido con un solvente de bajo punto de ebullicién. Esto permite
concentrar compuestos activos y conservar el extracto por mayor tiempo, protegiéndolo
de la accién microbiana (Fernandez, 2007; Velasco et al., 2007). Dentro del proceso de
elaboracién de la oleorresina, son importantes la molienda del fruto deshidratado y la
granulometria. Estas se realizan para obtener un tamafio de particula Gptimo que permita
la disolucidn, reactividad quimica y fluidez de una sustancia. Todo esto influird en la
veloz penetraciéon del solvente en toda la particula y la liberacién del soluto hasta
alcanzar rdpidamente el equilibrio en la mezcla (Govindarajan y Salzer, 1986; Romero,

2012).

En nuestro estudio, el porcentaje de particulas de didmetro menor a 250 um fue de
48.32 + 1.36% para el polvo de aji panca y de 51.55 + 1.66% para el pimiento. Estos
valores son superiores a los reportados por Gonzalez et al. (2008), quienes realizaron la
granulometria del polvo de aji dulce (C. chinense) deshidratado a dos temperaturas y

encontraron que el porcentaje de particulas menores a 250 um era de 38.62 y 31.34%
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para ajies deshidratados a 60 y 70 °C, respectivamente. Mds atn, los valores de nuestro
estudio son superiores a lo reportado por Gutiérrez (2014), quien procesé aji panca y
obtuvo 22.72% de particulas de tamafio menor a 300 um. Sin embargo, Gil et al. (2012)
elaboraron oleorresina de péprika (Capsicum annuum L.) con particulas del fruto en
polvo de hasta 500 um. Las diferencias pueden atribuirse a la metodologia de molienda
de los frutos deshidratados. En nuestro estudio, los ajies panca y pimientos fueron
molidos en una empresa privada y también en el laboratorio empleando una procesadora
de alimentos, luego de lo cual fueron tamizados y pesados para la granulometria. Pese a
que es importante considerar el tamafio de particula de las muestras en polvo, las
investigaciones reportan datos muy diversos y no existe un consenso acerca del tamafio

ideal de las particulas.

El rendimiento de la extraccién depende de diversos factores, como el tipo de
solvente, tiempo de maceracion, contenido inicial de componentes activos en el fruto,
condiciones del cultivo, estado de maduracidn, etc. (Vasquez-Flota et al., 2007). En el
presente trabajo, se obtuvo oleorresina con rendimientos de extraccién de 12.53 +
0.30% y 12.17 £ 0.23% a partir de 100 gramos de polvo de aji panca y de pimiento,
respectivamente. Estos valores son superiores a lo encontrado por Rodriguez et al.
(2000), quien reporté rendimientos de 4.20 hasta 7.70% para C. chinense, y de 8.95
hasta 10.85% para C. annuum tras la lixiviacién con etanol. Gutiérrez (2014) extrajo
oleorresina de aji panca obteniendo un rendimiento de 4.13%, diferencia que puede
atribuirse al uso de un rotavapor que habria permitido concentrar ain maéas la
oleorresina. En cuanto a la determinacion de capsaicinoides en la oleorresina de aji
panca mediante HPLC, por cada gramo de oleorresina se detectaron 1.39 mg de
capsaicina y 0.54 mg de dihidrocapsaicina. Dichos valores son mucho menores a los
reportados por Gutiérrez (2014), quien trabajo con aji panca encontrando 10.074 mg de
capsaicina y 6.087 mg de dihidrocapsaicina por gramo de oleorresina mediante la
misma prueba analitica. Sin embargo, cabe mencionar que su extraccién tuvo un
rendimiento de 4.13%, mientras que en nuestro estudio el rendimiento fue 12.53%. El
menor contenido de capsaicinoides que se obtuvo podria deberse a la dilucion de los
compuestos activos cuando el porcentaje de extraccién es mayor, tal como sugieren

Dorantes et al. (2000). En cuanto a la oleorresina de pimiento, no se realizé la
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cuantificacion ya que se trata de un fruto dulce y Dorantes et al. reportan que los niveles

de capsaicinoides en pimiento morrén (Capsicum annuum) no son detectables.

El estudio de la actividad bacteriostatica y bactericida de las oleorresinas de aji
panca y de pimiento frente a E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 se realizé
mediante la microdilucién en placas de 96 pocillos con posterior siembra en agares
especificos. Estos métodos permiten determinar la concentracion inhibitoria minima
(CIM) y bactericida minima (CBM). En el desarrollo de la primera, la turbidez o
densidad 6ptica de cada pocillo después de la incubacién deberia ser superior o igual a
la registrada al inicio; lo que indicaria desarrollo microbiano o ausencia de éste,
respectivamente, y permitiria la deteccion de la CIM (Garcia et al., 2000; Taroco et al.,

2006).

Con respecto a la evaluacion del efecto bacteriostatico de la oleorresina de aji panca
sobre E. coli ATCC 25922, no se determiné una CIM ya que las densidades Opticas en
los pocillos de este tratamiento fueron inferiores tras el periodo de incubacién de 22
horas. Dicha bacteria tuvo similar comportamiento frente a concentraciones
decrecientes de oleorresina de pimiento. En este caso, la densidad 6ptica final fue menor
en las concentraciones comprendidas entre 25 y 0.39%, y mayor en las concentraciones
de 0.2 a 0.04%, por lo que tampoco se determiné una CIM para este tratamiento. Estos
hallazgos sugieren que las oleorresinas obtenidas en el estudio, en las concentraciones
evaluadas, no ejercen efecto bacteriostatico alguno sobre E. coli ATCC 25922. Esto
concuerda con la investigaciéon de Escobar (2010), quien evalué la susceptibilidad de
dos cepas de E. coli O157:H7 frente al extracto etandlico de chile poblano (Capsicum
sp.) y de pimiento rojo (C. annuum) usando la prueba de disco difusién en agar. Dicho
autor report6 la ausencia de halos de inhibicién en ambos casos. Empleando la misma
prueba, Sia Su et al. (2013) demostr6é que el extracto etandlico de C. frutescens L. no
tuvo efecto inhibitorio sobre E. coli y tampoco observaron halos de inhibicién a
concentraciones de 25, 50, 75 y 100%, siendo estas tres ultimas superiores a las
ensayadas en nuestro estudio. En cambio, nuestros resultados se contradicen con el
estudio de Colivet et al. (2006) quienes reportan que una solucién de extracto etandlico
de aji dulce (C. chinense) al 25% es suficiente para formar halos de inhibicién de 11.80
hasta 16.35 mm para E. coli. Por su parte, Gutiérrez (2014), quien trabajé con

oleorresina del mismo fruto, encontré6 mediante la prueba de microdilucién que una
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concentracion de 4.82 mg/mL era suficiente para inhibir el crecimiento de E. coli ATCC
25922. Asimismo, Nascimento et al. (2014) también emplearon la microdilucion y
reportaron que el extracto de pimenta malagueta (C. frutescens) puede inhibir el
crecimiento de E. coli a una CIM de 10 mg/mL. Esta contradicciéon probablemente se
atribuya a la diversidad de compuestos activos presentes en los frutos antes de la
extraccion. Isman (2000) y Espinosa-Garcia (2001) sugieren que factores como la
calidad del suelo, el clima, las enfermedades y situaciones estresantes en la planta,
afectan la concentracion final de fitoalexinas o metabolitos secundarios. Debido a esta
diversidad quimica, es posible que cada extracto posea caracteristicas antimicrobianas

particulares.

En el caso de S. aureus ATCC 25923 enfrentado a concentraciones decrecientes de
oleorresina de aji panca, todas las densidades Opticas fueron superiores tras la
incubacién. Asimismo, para el tratamiento con oleorresina de pimiento, los pocillos con
soluciones comprendidas entre 25 y 1.56% mostraron densidades Opticas menores tras
la incubacién, mientras que aquellos con 0.78 a 0.04% de oleorresina mostraron
densidades 6pticas mayores. Para todos los casos, esto significaria que el crecimiento
microbiano se produjo sin importar el porcentaje de oleorresina empleado en cada
pocillo y que la CIM puede ser superior al 25%. Esto puede inferirse en base a lo
reportado por Sia Su et al. (2013) donde la CIM de extracto etandlico de Capsicum
frutescens L. a partir de la cual se formaban halos de inhibicién fue de 50%. Sin
embargo, Nascimento et al. (2014) y Gutiérrez (2014) han estudiado la CIM de extracto
etandlico de pimenta malagueta y de aji panca, respectivamente. Ambos reportan que
una concentracion de 5 mg/mL es suficiente para inhibir el crecimiento de S. aureus en

la prueba de microdilucién.

Adicionalmente, con el propdsito de evaluar la actividad bactericida de los
tratamientos sobre las cepas en estudio, se tomaron muestras de todos los pocillos y se
sembraron en agar EMB para E. coli y Baird Parker para S. aureus. Tras 24 de
incubaciodn, todas las placas de agar EMB albergaron colonias caracteristicas de E. coli
(tamafio pequefio con centro oscuro y rodeadas de brillo verde metdlico). Este hallazgo
permite afirmar que las concentraciones estudiadas de ambas oleorresinas no son
bactericidas para E. coli. Situacion similar ocurrié para el tratamiento de S. aureus con

oleorresina de aji panca, donde tras la incubacién se observaron colonias negras
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rodeadas de un halo transparente sobre el agar Baird Parker. En cambio, para la
oleorresina de pimiento la minima concentraciéon bactericida para S. aureus ATCC
25923 fue de 6.25%. Las investigaciones sobre la actividad antimicrobiana in vitro de
los extractos de Capsicum solo contemplan la medicion de los halos de inhibicién y la
determinacion de la CIM, mas no de la CBM. Asi, Escobar (2010) menciona que al no
identificar la CIM, no se prosigui6é con la determinaciéon de la CBM. En cambio, un
estudio realizado por Careaga et al. (2003) encontraron que dosis de 1.5 y 0.3 mL/100 g
de extracto de pimiento (Capsicum annuum) sobre Salmonella typhimurium y
Pseudomona aeruginosa inoculadas en carne molida solo inhibieron el crecimiento de
estas bacterias. En cambio, una concentracion de 3 mL/100 g mostr6 un efecto
bactericida sobre P. aeruginosa tras 5 dias de exposicion, mientras que dosis de 4 y 5

mL fueron bactericidas tras 3 dias de exposicion.

Cabe destacar que la respuesta antimicrobiana de las oleorresinas dependerd de su
contenido de capsaicinoides y compuestos fendlicos. Los contenidos de capsaicina y
dihidrocapsaicina en la oleorresina pura de aji panca en este estudio fueron de 1.39 y
0.54 mg/g, respectivamente, valores inferiores en comparacién con lo encontrado por
Gutiérrez  (2014), quienes reportaron 10.074 y 6.807 mg/g de capsaicina y
dihidrocapsaicina, respectivamente para el mismo fruto. Nascimento et al. (2014)
obtuvieron valores de 9.20 y 4.0 mg/g de capsaicina y dihidrocapsaicina,
respectivamente, valores que también son superiores a los de la oleorresina de este
estudio. Por lo que, es posible atribuir el limitado poder antimicrobiano de las
oleorresinas al bajo contenido inicial de compuestos activos como los capsaicinoides.
Ademads, es necesario considerar que para todos los tratamientos, las oleorresinas de
este estudio fueron diluidas obteniendo una serie de 10 soluciones decrecientes
comprendidas entre el 25 y 0.04%, segun lo recomendado por Garcia et al. (2000). Esta
operacion diluyé ain més los componentes activos en cada pocillo, lo que explicaria por
qué las dosis ensayadas fueron insuficientes para afectar el crecimiento de E. coli y S.

aureus.

Mas atn, la reduccién de las densidades Opticas podria deberse a que las bacterias
usadas en el estudio metabolizaron los componentes nutritivos en la oleorresina como
los carotenos, la capsantina y la capsorrubina, dcidos grasos esenciales, vitaminas, etc.

Ademids, Flagan y Leadbetter (2005) indican que algunas bacterias aprovechan la
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capsaicina y sus precursores, como el dcido 8-metilnonaoico y la vainillilamina, como
fuente de carbono y nitrégeno para su nutricién, lo que refuerza la teoria de que las
cepas pudieron desarrollarse en los pocillos, gracias a las bajas dosis de capsaicina y

ademas metabolizaron las moléculas del color.

Los resultados obtenidos sugieren que la bacteria S. aureus ATCC 25923 es mads
susceptible que E. coli ATCC 25922, esto coincide con lo indicado por Nascimento et
al (2014), quienes determinaron que para inhibir el crecimiento de E. coli era necesaria
una concentracion de capsaicina de 5 pug/mL, mientras que el mismo efecto inhibitorio
para S. aureus se observd con solamente 1.2 pg/mL. La mayor resistencia de las
bacterias Gram negativas a los aceites esenciales de las plantas puede atribuirse a la
complejidad estructural de la doble membrana que envuelve a estos microorganismos,
mientras que las Gram positivas solo poseen una capa externa de péptidoglucanos que

no es una barrera efectiva (Bussatta et al., 2008; Nascimento et al., 2014).

La oleorresina del pimiento fue la que mejor efecto ejercid, en base a la accidén
bactericida observada sobre S. aureus. Diversos autores han atribuido la capacidad
antimicrobiana de los frutos de Capsicum a la capsaicina y dihidrocapsaicina,
compuestos presentes en las variedades pungentes, pero el pimiento es un fruto dulce y
los capsaicinoides no son detectables en pruebas como la HPLC (Dorantes et al., 2000).
Mas atin, Soetarno et al. (1997) evaluaron la relacion entre el nivel de pungencia y la
actividad antimicrobiana de extractos de C. frutescens y dos variedades de C. annuum
var. longum; encontrando que la actividad antimicrobiana no se relaciona con el nivel
de capsaicinoides, lo que sugiere la presencia de otros compuestos activos, como los
fendlicos. Esto se apoya en lo encontrado por Moreno-Limoén et al. (2012) quienes
reportan que el extracto de chile piquin (C. annuum L. var. aviculare) genera halos de
inhibicién para Aspergillus flavus de hasta 10.9 mm, mientras que la capsaicina
solamente genera halos de 8.28 mm. Ellos concluyen que el efecto antimicrobiano no
estd ligado totalmente a la presencia de capsaicinoides sino a una mezcla de varios
compuestos. Las plantas producen fitoalexinas o metabolitos secundarios en respuesta a
diversos factores como ataque de patdgenos, situaciones estresantes, infecciones, etc.,
siendo algunos compuestos eficaces contra microorganismos especificos, mientras que

otros actdan en un amplio espectro. Sin embargo, todo esto significaria que el extracto
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que se obtiene poseerd una alta diversidad quimica y, por ende, una accidén

antimicrobiana diferente en cada estudio (Isman, 2000; Espinosa-Garcia, 2001).

Los resultados obtenidos indican que las oleorresinas de aji panca y de pimiento no
presentan actividad bacteriostdtica a concentraciones menores al 25% para ninguna de
las cepas estudiadas, pero es posible que la CIM se manifieste en soluciones de
concentracion superior. Sin embargo, debido a la naturaleza viscosa y oleosa de las
oleorresinas, asi como su color intenso, seria recomendable emplear otros métodos
complementarios a la microdilucién, como el de disco difusién o difusién en pozos. De
igual forma, no se puede afirmar la ausencia de accidn bactericida de las oleorresinas en
los tres primeros tratamientos a menos que se ensayen concentraciones superiores. En
cuanto al cuatro tratamiento, si bien la CBM es 6.25%, el valor real puede estar

comprendido entre dicho porcentaje hasta la dilucién siguiente de 3.13%.
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VI. CONCLUSIONES

Los extractos vegetales poseen una gran variabilidad en cuanto a contenido de

compuestos activos y su efecto antimicrobiano.

El método de microdiluciéon debe complementarse con otros para evaluar la

actividad bacteriostatica.

La determinacion de la CBM da un resultado mds confiable del poder

antimicrobiano de una sustancia.
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VII. RECOMENDACIONES

Son necesarios més estudios para complementar la microdilucién en caldo con

técnicas como la de disco difusion o difusién en pozos.

Se recomienda continuar las investigaciones a concentraciones superiores al
25% para determinar el comportamiento de ambas oleorresinas sobre el
crecimiento y viabilidad de las cepas de estudio. También, estudiar

concentraciones con rangos mas reducidos.

Es necesario conocer la accidén antimicrobiana de las oleorresinas frente a otros
agentes de interés en inocuidad alimentaria como Salmonella spp., Listeria

monocytogenes, Aspergillus sp., etc.

Es recomendable que se cuantifique el contenido de compuestos fendlicos
totales de las oleorresinas mediante métodos como el de Folin-Ciocalteu, ya que

también ejercen efecto antimicrobiano.

Es recomendable identificar cada uno de los compuestos activos y cuantificar a
los mas abundantes mediante métodos como la HPLC. Esto permitiria estimar
qué moléculas dentro de la gran diversidad quimica estdn mds implicadas en un

efecto antimicrobiano.
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De emplearse las oleorresinas del estudio para minimizar la carga microbiana
inicial en un alimento, se recomienda el uso del producto a mayor concentracién
o en estado puro y evaluar la influencia de la matriz alimentaria sobre la

respuesta antimicrobiana.

Se sugiere evaluar la accién antimicrobiana de otros frutos del género Capsicum
que posean mayor grado de pungencia, asi como de otras especies botdnicas

comunes en nuestro medio.
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ANEXO 1: Certificado de E. coli ATCC 25922

O Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2017/6/30

Microorganism Name: Escherichia coli Release Information:

Catalog Number: 0335 Quality Control Technologist: Tracy A Blenker
Lot Number: 335-163 Release Date: 2015/7/16

Reference Number: ATCC® 25922™*
Purity: < 0.1% Total Pellet CFU
Recovery: > 1000 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 4

Performance
Macroscopic Features: Medium:

2 colony types, both are gray & beta hemolytic: one is circular to irregular, SBAP
convex, slightly erose edge & smooth; other’is larger, irregular, low convex,
erose edge & fough

Microscopic Features: Method:

Gram negative straight rod Gram Stain (1)

ID System: Vitek GN (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Oxidase(Kovacs): negative

Beta-glucuronidase (E. coli Broth w/MUG): positive
(1) Ampicillin (10 mcg - Disk Susceptibility): 16 - 22 mm

(1) Gentamicin (10 mcg - Disk Susceptibility): 19 - 26
mm
(1) SXT (1.25/23.75 mcg - Disk Susceptibility): 23 - 29
mm

7

Brad Goskowicz, President
AUTHORIZED SIGNATURE

Disclaimer: The last digit(s) of the lol number appearing on the packing slip is merely a packaging event number. The lot number displayed on this certificate is the actual base Iot humber.

Note for Vitek®: Although the Vitek® panel uses many conventional tests, the unique i of the card, i with the short i ion period, may produce results that differ
trom published results obtained by other methods.

., Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.

Individual products are traceable to a recognized culture collection.

) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of ATCC.

ATCC Licensed \ Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.
\ Derivative )

(1)  These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

lACCREDITEDI

TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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MicroBioLogics

bioMerieux Customer: 05871
System #: C21105

Laboratory Report

Isolate Group: 335 163-1

Card Type: GN Testing Instrument: 00000A6D6328 (1116)

Printed Jul 15, 2015 08:03 CDT

Printed by: tab

Report Version: 1 of 1

Bench: TB

Bionumber: 0405611560566601
Organism Quantity:

: Lot o Feb 14,2016 12:00
Card: GN Number: 241334940 |Expires: csT
'*': Completed: ‘(J:US;“’ e Status: Final _?ir::(ley:sm 5.00 hours

98% Probability Escherichia coli
Selected Organism Excellent

Bionumber: 0405611560566601 Confidence: identification
SRF
Organism
Analysis Organisms and Tests to Separate:
Analysis Messages:
Contraindicating Typical Biopattern(s)
Escherichia coli dTAG(22),
Biochemical Details
2 APPA o ADO - |4 PyrA =5 IARL - |7 dCEL 9 BGAL +
10 |H2S - |11 |BNAG - |12 |AGLTp - |18 |dGLU 14 |GGT 15 |OFF +
17 |BGLU - |18 |dMAL + |19 |dMAN + |20 |[dMNE 21 [BXYL 22 |BAlap
23 |ProA + |26 |LIP = 2y IPLE - |29 |TyrA 31 |URE 32 |dSOR +
33 |SAC - |34 |dTAG + |35 |dTRE + |36 |CIT - |37 |MNT 39 |5KG -
40 |ILATk + [41 |AGLU - |42 |SUCT + |43 [NAGA - |44 |AGAL 45 |PHOS +
46 |GlyA - |47 |ODC + |48 |LDC + |53 |IHISa - |56 |CMT 57 |BGUR +
58 |O129R - |59 |GGAA - |61 |IMLTa - |62 |ELLM + |64 |ILATa

Installed VITEK 2 Systems Version: 07.01
MIC Interpretation Guideline:
AES Parameter Set Name:

Therapeutic Interpretation Guideline:
AES Parameter Last Modified:

Page 1 of 1
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ANEXO 2: Certificado de S. aureus ATCC 25923

@) Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2016/11/30

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Release Information:

Catalog Number: 0360 Quality Control Technologist: Tracy A Blenker
Lot Number: 360-214 Release Date: 2014/12/16

Reference Number: ATCC® 25923 ™*
Purity: < 0.1% Total Pellet CFU
Recovery: > 1000 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 4

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Medium to large, convex, entire edge, both white and pale white colonies, SBAP
smooth, opaque, beta hemolytic

Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters Gram Stain (1)

ID System: Vitek GP (1) Other Features / Challenges: Results

Bt‘:&?é%i/gjﬁatures Res}"“ (1) Catalase(3% Hydrogen Peroxide): positive

PHOSPHATIDYLINOSITOL PHOSPHOLIPASE C
D-XYLOSE

ARGININE DIHYDROLASE 1
BETA-GALACTOSIDASE
ALPHA-GLUCOSIDASE
Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE
CYCLODEXTRIN

|_-Aspartate ARYLAMIDASE
BETA GALACTOPYRANOSIDASE
ALPHA-MANNOSIDASE
PHOSPHATASE

Leucine ARYLAMIDASE
L-Proline ARYLAMIDASE
BETA GLUCURONIDASE
ALPHA-GALACTOSIDASE
L-Pyrrolydonyl-ARYLAMIDASE
BETA-GLUCORONIDASE
Alanine ARYLAMIDASE
Tyrosine ARYLAMIDASE
D-SORBITOL

UREASE

POLYMIXIN B RESISTANCE
D-GALACTOSE

D-RIBOSE

L-LACTATE alkalinization
LACTOSE
N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
D-MALTOSE

BACITRACIN RESISTANCE
NOVOBIOCIN RESISTANCE
GROWTH IN 6.5% NaCl
D-MANNITOL

D-MANNOSE
METHYL-B-D-GLUCOPYRANOSIDE
PULLULAN

D-RAFFINOSE

0/129 RESISTANCE (comp.vibrio.)
SALICIN
SACCHAROSE/SUCROSE
D-TREHALOSE

ARGININE DIHYDROLASE 2

)
) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

) Ampicillin (10 mcg)(Disk Susceptibility): 27 - 35 mm
) Penicillin (10 units)(Disk Susceptibility): 26 - 37 mm
) Oxacillin (1 meg)(Disk Susceptibility): 18 - 24

7

Brad Goskowicz, President
AUTHORIZED SIGNATURE
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OPTOCHIN RESISTANCE
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& Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2016/11/30

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Release Information:

Catalog Number: 0360 Quality Control Technologist: Tracy A Blenker
Lot Number: 360-214 Release Date: 2014/12/16

Reference Number: ATCC® 25923 ™*
Purity: < 0.1% Total Pellet CFU
Recovery: > 1000 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 4

Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the packing slip is merely a packaging event number. The lot number displayed on this certificate is the actual base lot number.

Note for Vitek®: Although the Vitek® panel uses many conventional tests, the unique i of the card, i with the short i ion period, may produce results that differ
from i results i by other
2, Refer to the enclosed product insert for i ions, i use and y

pi are toa i culture

*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivalive word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of ATCC.

ATCC Licensed Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.
\ Derivative )

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 2 of 2 DOC.286
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ANEXO 3: Esquema de pocillos utilizados en microdilucién en caldo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |25.00|12.50 | 6.25 | 3.13 | 1.56 | 0.78 | 0.39 | 0.20 | 0.10 | 0.04 | C
B
C 2500|1250 | 625 | 3.13 | 1.56 | 0.78 | 0.39 | 0.20 | 0.10 | 0.04 | C
D
E |25.00|1250| 6.25 | 3.13 | 1.56 | 0.78 | 0.39 | 0.20 | 0.10 | 0.04 | C
F
G |25.00|12.50 | 6.25 | 3.13 | 1.56 | 0.78 | 0.39 | 0.20 | 0.10 | 0.04 | C
H
C = control

Cada fila representa la serie de 10 diluciones seriadas desde 25% hasta 0.04%, con el
onceavo pocillo como control sin oleorresina. Cada columna representa las 4
repeticiones para una concentracion determinada. Cada microplaca se usé para uno de

los 4 tratamientos.
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ANEXO 4: Densidades opticas del tratamiento 1

Densidades opticas del tratamiento: E. coli — Aji Panca (Hora 0)

Laboratorio de virologia

FMV-UNMSM
Virologia g
23,10,%,15 Plate Listing
Assay: PRRSX3 (User)
Date: 23/10/2015
Template: 23/10/2015-004
Tech: E
Plate - 1 1 2 3 4 5 6 7f 8 9 10 11 12
Row A Neg A A A A A A A A A A A
0.D. 0.323 1.331 1.529 1.123 1.034 0.641 0.466 0.354 0.282 0.285 0.057 0.092
S/P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.165 0.153 1.073 0.931
Result Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos! Pos!
Row B Pos A A A A A A A A A A A
Q:D. 0.075 0.069 0.071 0.070 0.061 0.071 0.075 0.081 0.089 0.082 0.072 0.078
SIP 1.024 1.016 1.020 1.056 1.016 1.000 0.976 0.944 0.972 1.012 0.988
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row C A A A A A A A A A A A A

0.D. 0477 1.422 1.656 1.692 0.918 0.934 0.664 0.927 0.439 0.441 0.061 0.077
s/p - 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 1.056 0.992
Result Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos! Pos!

Row D A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.071 0.079 0.082 0.081 0.074 0.073 0.081 0.079 0.090 0.086 0.092 0.089
SIP 1.016 0.984 0.972 0.976 1.004 1.008 0.976 0.984 0.940 0.956 0.931 0.944
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row E A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.450 1.412 1.442 1.113 0.656 0.576 0.398 0.372 0.402 0.241 0.057 0.076
SIP 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.331 1.073 0.996
Result Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos! Pos!

Row F A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.093 0.080 0.077 0.077 0.094 0.101 0.100 0.103 0.081 0.075 0.095 0.083
SIP 0.927 0.980 0.992 0.992 0.923 0.895 0.899 0.887 0.976 1.000 0.919 0.968
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row G A A A A A A A A A A A A

0.D. 0379 0.842 0.846 0.545 0.500 0.494 0.424 0.506 0.390 0.281 0.058 0.084
Ss/P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.169 1.069 0.964
Result Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos! Pos!

Row H A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.072 0.068 0.067 0.075 0.064 0.079 0.072 0.108 0.095 0.084 0.083 0.076
S/IP 1.012 1.028 1.032 1.000 1.044 0.984 1.012 0.867 0.919 0.964 0.968 0.996

Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Code Assay Count Case Comment
A PRRSX3 94 ECAP
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Densidades opticas del tratamiento: E. coli — Aji Panca (Hora 22)

Laboratorio de virologia

FMV-UNMSM
Virologia e
24,10,3015 Plate Listing
Assay: PRRSX3 (User)
Date: 24/10/2015
Template: 24/10/2015-004
Tech: AS
Plate - 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Row A Neg A A A A A A A A A A A
0.D. 0.712 0.802 0.730 0.609 0:527: 0.420 0.357 0.280 0.208 0.191 0.062 0.094
SIP 0.000 0.000 0.164 0.295 0.466 0.566 0.689 0.804 0.831 1.037 0.986
Result Neg Neg Neg Neg Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row B Pos A A A A A A A A A A A
0.D. 0.085 0.203 0.220 0.208 0.215 0.220 0.216 0.229 0.217 0.234 0.216 0.107
S/P 0.812 0.785 0.804 0.793 0.785 0.791 0.770 0.789 0.762 0.791 0.965
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row C A A A A A A A A A A A A
0.D. 0.747 0.746 0.593 0.717 0.567 0.488 0.380 0.461 0.223 0.225 0.066 0.145
SIP 0.000 0.000 0.190 0.000 0.231 0.357 0.530 0.400 0.780 0.777 1.030 0.904
Result Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row D A A A A A A A A A A A A
0.D. 0.105 0.204 0.212 0.212 0.215 0.207 0.211 0.202 0.218 0.218 0.209 0.131
SIP 0.968 0.810 0.797 0.797 0.793 0.805 0.799 0.813 0.788 0.788 0.802 0.927
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row E A A A A A A A A A A A A
0.D. 0.572 0.705 0.805 0.576 0.516 0.413 0.312 0.248 0.233 0.149 0.065 0.129
SIP 0.223 0.011 0.000 0.217 0.313 0.477 0.638 0.740 0.764 0.898 1.032 0.930
Result Neg Neg Neg Neg Neg Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row F A A A A A A A A A A A A
0.D. 0.117 0.200 0.202 0.208 0.222 0.218 0.226 0.239 0.210 0.210 0.210 0: 441
SIP 0.949 0.817 0.813 0.804 0.781 0.788 0.775 0.754 0.801 0.801 0.801 0.959
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row G A A A A A A A A A A A A
0.D. 0.831 0.972 0.751 0.522 0.433 0.377 0.314 0.300 0.188 0.147 0.060 0.086
S/P 0.000 0.000 0.000 0.303 0.445 0.534 0.635 0.657 0.836 0.901 1.040 0.998
Result Neg Neg Neg Neg Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row H A A A A A A A A A A A A
0.D. 0.061 0.074 0.086 0.111 0.107 0.118 0.107 0.133 0.119 0.088 0.084 0.078
S/P 1.038 1.018 0.998 0.959 0.965 0.947 0.965 0.923 0.946 0.995 1.002 1.011
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Code Assay Count Case Comment
A PRRSX3 94 ECAP
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ANEXO 5: Densidades opticas del tratamiento 2

Densidades opticas del tratamiento: E. coli — Pimiento (Hora 0)

Laboratorio de virologia

FMV-UNMSM
Virologia T
2‘;,10,?015 Plate Listing
Assay:  PRRSX3 (User)
Date: 23/10/2015
Template: 23/10/2015-005
Tech: E
Plate - 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Row A Neg A A A A A A A A A A A
0.D. 2.072 1.774 1.376 0.592 0.336 0.211 0.164 0.104 0.080 0.081 0.063 0.073
S/IP 0.149 0.349 0.741 0.869 0.932 0.955 0.985 0.992 0.997 1.006 1.001
Resuit Neg Neg Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row B Pos A A A A A A A A A A A
0.D. 0.075 0.072 0.088 0.103 0.095 0.119 QA2 0.107 0.098 0.083 0.070 0.074
S/IP 1.002 0.993 0.986 0.990 0.978 0.981 0.984 0.988 0.996 1.003 1.001
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row C A A A A A A A A A A A A

0O.D. 1.528 2.192 1.412 1.007 0.594 0.371 0.278 0.173 0.114 0.102 0.060 0.071
SIP 0.272 0.000 0.330 0.533 0.740 0.852 0.898 0.951 0.980 0.986 1.008 1.002
Result Neg Neg Neg Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row D A A A A A A A A A A A A

0O.D. 0.069 0.073 0.079 0.079 0.103 0.110 0.088 0.095 0.118 0.082 0.078 0.061
SIP 1.003 1.001 0.998 0.998 0.986 0.982 0.993 0.990 0.978 0.996 0.998 1.007
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row E A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.821 2.189 1.842 1.005 0.652 0.328 0.265 0.153 0.116 0.102 0.052 0.068
SIP 0.626 0.000 0.115 0.534 0.711 0.873 0.905 0.961 0.979 0.986 1.012 1.004
Result Pos! Neg Neg Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row F A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.075 0.071 0.068 0.069 0.083 0.090 0.093 0.092 0.094 0.079 0.086 0.091
SIP 1.000 1.002 1.004 1.003 0.996 0.992 0.991 0.991 0.990 0.998 0.994 0.992
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row G A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.909 2.053 1.628 0.758 0.635 0.354 0.170 0.154 0.095 0.090 0.052 0.065
SIP 0.582 0.010 0.222 0.658 0.720 0.860 0.952 0.960 0.990 0.992 1.012 1.005

Result Pos! Neg Neg Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row H A A A A A A A A A A A A
0.D. 0.074 0.073 0.068 0.061 0.063 0.079 0.065 0.101 0.070 0.073 0.101 0.079
S/P 1.001 1.001 1.004 1.007 1.006 0.998 1.005 0.987 1.003 1.001 0.987 0.998
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Code Assay Count Case Comment
A PRRSX3 94 ECPM
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Densidades opticas del tratamiento: E. coli — Pimiento (Hora 22)

Laboratorio de virologia

FMV-UNMSM
Virologia S
241 0,;’015 Plate Listing
Assay: PRRSX3 (User)
Date: 24/10/2015
Template: 24/10/2015-001
Tech: AS
Plate - 1 1 2 3 4 5 6 74 8 9 10 11 12
Row A Neg A A A A A A A A A A A
0.D. 1,332 1.114 0.883 0.349 0.197 0.141 0.192 0.089 0.084 0.077 0.064 0.072
SIP 0.173 0.356 0.779 0.899 0.944 0.903 0.985 0.989 0.994 1.005 0.998
Result Neg Neg Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row B Pos A A A A A A A A A A A
0.D. 0.070 0.072 0.086 0.085 0.076 0.090 0.080 0.072 0.066 0.075 0.070 0.077
SIP 0.998 0.987 0.988 0.995 0.984 0.992 0.998 1.003 0.996 1.000 0.994
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row C A A A A A A A A A A A A

0O.D. 0.920 1.538 0.891 0.591 0.320 0.218 0.172 0.219 0.100 0.090 0.060 0.071
SIP 0.326 0.000 0.349 0.587 0.802 0.883 0.919 0.882 0.976 0.984 1.008 0.999
Result Neg Neg Neg Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row D A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.068 0.074 0.079 0.070 0.082 0.084 0.067 0.092 0.092 0.071 0.078 0.063
SIP 1.002 0.997 0.993 1.000 0.990 0.989 1.002 0.983 0.983 0.999 0.994 1.006
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row E A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.585 1.396 1.252 0.595 0.366 0.181 0.178 0.203 0.096 0.197 0.052 0.068
SIP 0.592 0.000 0.063 0.584 0.765 0.912 0.914 0.895 0.979 0.899 1.014 1.002
Result Pos! Neg Neg Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row F A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.074 0.070 0.068 0.065 0.074 0.078 0.074 0.087 0.095 0.078 0.085 0.091
SIP 0.997 1.000 1.002 1.004 0.997 0.994 0.997 0.987 0.980 0.994 0.988 0.983
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row G A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.485 1.419 19173 0.411 0.350 0.194 0.116 0.163 0.084 0.081 0.053 0.071
SIP 0.671 0.000 0.126 0.730 0.778 0.902 0.964 0.926 0.989 0.991 1.013 0.999
Result Pos! Neg Neg Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row H A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.073 0.074 0.068 0.061 0.063 0.079 0.065 0.101 0.072 0.072 0.102 0.080
SIP 0.998 0.997 1.002 1.007 1.006 0.993 1.004 0.975 0.998 0.998 0.975 0.992
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Code Assay Count Case Comment
A PRRSX3 94 ECPM



ANEXO 6: Densidades opticas del tratamiento 3

Densidades opticas del tratamiento: S. aureus — Aji Panca (Hora 0)

Laboratorio de virologia

FMV-UNMSM
Virologia o ge
23,10,3015 Plate Listing
Assay: PRRSX3 (User)
Date: 23/10/2015
Template: 23/10/2015-002
Tech: E
Plate - 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Row A Neg A 2 A A A A A A A A A A
o.D. *4.000 / 052514 0.203 0.318 0.206 0.135 0.129 0.095 0.101 0.092 0.068 0:113
SIP A74° > 0.969 0.939 0.968 0.986 0.988 0.996 0.995 0.997 1.003 0.992
Result os! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row B Pos A A A A A A A A A A A
0.D. 0.080 0.071 0.072 0.067 0.061 0.080 0.088 0.071 0.084 0.078 0.076 0.083
SIP 1.002 1.002 1.003 1.005 1.000 0.998 1.002 0.999 1.001 1.001 0.999
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row C A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.712 3.476 0.200 0.201 0.159 0.108 0.099 0.097 0.089 0.082 0.061 0.080
SIP 0.839 0.134 0.969 0.969 0.980 0.993 0.995 0.996 0.998 0.999 1.005 1.000
Result Pos! Neg Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row D A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.072 0.079 0.079 0.093 0.085 0.084 0.088 0.083 0.091 0.077 0.076 0.089
S/P 1.002 1.000 1.000 0.997 0.999 0.999 0.998 0.999 0.997 1.001 1.001 0.998
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row E A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.475 0.384 0.275 0.295 0.196 0.131 0.124 0.089 0.076 0.076 0.059 0.078
SIP 0.899 0.922 0.950 0.945 0.970 0.987 0.989 0.998 1.001 1.001 1.005 1.001
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row F A A A A A A A A A A A A

@D 0.088 0.081 0.078 0.072 0.085 0.087 0.089 0.095 0.072 0.066 0.097 0.087
SIP 0.998 1.000 1.001 1.002 0.999 0.998 0.998 0.996 1.002 1.004 0.996 0.998
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row G A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.260 0.366 0.319 0.219 0.147 0.115 0.130 0.106 0.087 0.091 0.053 0.086
SIP 0.954 0.927 0.939 0.965 0.983 0.991 0.987 0.993 0.998 0.997 1.007 0.998
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row H A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.079 0.083 0.069 0.083 0.064 0.078 0.071 0.102 0.093 0.083 0.084 0.076
S/IP 1.000 0.999 1.003 0.999 1.004 1.001 1.002 0.994 0.997 0.999 0.999 1.001

Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Code Assay Count Case Comment
A PRRSX3 94 SAAP
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Densidades opticas del tratamiento: S. aureus — Aji Panca (Hora 22)

Laboratorio de virologia

FMV-UNMSM
Virologia e
24,10,3015 Plate Listing
Assay: PRRSX3 (User)
Date: 24/10/2015
Template: 24/10/2015-003
Tech: AS
Plate - 1 i 2 3 4 5 6 74 8 9 10 11 12
Row A Neg A A A A A A A A A A A
0.D: 3.948 0.900 0.683 0.765 0.769 0.732 0.812 Q.77 0.854 0.841 0.814 0.113
SIP 0.784 0.840 0.818 0.817 0.827 0.806 0.815 0.796 0.799 0.806 0.986
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row B Pos A A A A A A A A A A A
0.D. 0.059 0.071 0.071 0.066 0.060 0.067 0.077 0.071 0.084 0.077 0.075 0.082
S/P 0.997 0.997 0.998 1.000 0.998 0.995 0.997 0.994 0.995 0.996 0.994
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Row C A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.640 3.124 0.752 0.700 0.739 0.755 0.848 0.848 0.872 0.847 0.825 0.079
S/IP 0.851 0.212 0.822 0.835 0.825 0.821 0.797 0.797 0.791 0.797 0.803 0.995
Result Pos! Neg Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row D A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.075 0.079 0.077 0.078 0.072 0.066 0.069 0.065 0.077 0.077 0.076 0.091
SIP 0.996 0.995 0.995 0.995 0.997 0.998 0.997 0.998 0.995 0.995 0.996 0.992
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row E A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.800 0.716 0.723 0725 0.760 0.815 0.791 0.823 0.839 0.856 0.809 0.079
SiP 0.809 0.831 0.829 0.829 0.820 0.806 0.812 0.804 0.799 0.795 0.807 0.995
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row F A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.083 0.080 0.079 0.071 0.084 0.095 0.091 0.094 0.074 0.067 0.096 0.085
S/P 0.994 0.995 0.995 0.997 0.994 0.991 0.992 0.991 0.996 0.998 0.990 0.993
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row G A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.720 0.731 0.816 0.731 0.735 0.711 0.813 0.841 0.843 0.862 0.814 0.085
SIP 0.830 0.827 0.805 0.827 0.826 0.832 0.806 0.799 0.798 0.794 0.806 0.993
Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!

Row H A A A A A A A A A A A A

0.D. 0.078 . 0.075 0.069 0.084 0.066 0.087 0.073 0.103 0.092 0.082 0.083 0.078
S/P 0.995 0.996 0.997 0.994 0.998 0.993 0.996 0.989 0.992 0.994 0.994 0.995

Result Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos! Pos!
Code Assay Count Case Comment
A PRRSX3 94 SAAP
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Laboratorio de virologia

Assay: PRRSX3 (User)

Template: 23/10/2015-003

ANEXO 7: Densidades opticas del tratamiento 4

Densidades opticas del tratamiento: S. aureus — Pimiento (Hora 0)

1

Neg
2.199

2.034
0.078
Neg

0.070
1.004
Pos!

2177
0.010
Neg

0.089
0.995
Pos!

1.143
0.498
Pos!

A

0.071
1.003
Pos!

Assay

FMV-UNMSM
Virologia
23/10/2015
Date: 23/10/2015
Tech: E
Plate - 1
Row A
0.D.
SIP
Result
Row B
0.D.
SIP
Result
Row C
0.D.
SIP
Result
Row D
0.D.
SIP
Result
Row E
0.D.
SIP
Result
Row F
0.D.
SIP
Result
Row G
0.D.
SIP
Result
Row H
0.D.
SIP
Resuit
Code
A

PRRSX3

2.208
0.000
Neg

0.069
1.004
Pos!

2.079
0.057
Neg

0.078
1.000
Pos!

2.210
0.000
Neg

0.083
0.998
Pos!

2.219
0.000
Neg

0.067
1.005
Pos!

1.446
0.355
Neg

0.070
1.004
Pos!

1.086
0.525
Pos!

0.081
0.999
Pos!

1.743
0.215
Neg

0.079
1.000
Pos!

1.515
0.322
Neg

0.066
1.006
Pos!

Count
94

Plate Listing

1.084
0.526
Pos!

0.068
1.005
Pos!

1.457
0.350
Neg

0.081
0.999
Pos!

0.885
0.620
Pos!

0.072
1.003
Pos!

1.060
0.537
Pos!

0.074
1.002
Pos!

A

0.685
0.714
Pos!

0.060
1.008
Pos!

1.110
0.513
Pos!

0.074
1.002
Pos!

0.681
0.716
Pos!

0.084
0.997
Pos!

0.601
0.753
Pos!

0.062
1.008
Pos!

Case
SAPM

A

0.404
0.846
Pos!

0.063
1.007
Pos!

0.522
0.791
Pos!

0.081
0.999
Pos!

0.399
0.849
Pos!

0.090
0.994
Pos!

0.551
0.777
Pos!

0.083
0.998
Pos!

A

0.246
0.921
Pos!

0.065
1.006
Pos!

0.355
0.869
Pos!

0.077
1.000
Pos!

0.217
0.934

0.090
0.994
Pos!

0.252
0.918
Pos!

0.071
1.003
Pos!

8 9
A A
0.172 0.109
0.956 0.985
Pos! Pos!
A A
0.073 0.084
1.002 0.997
Pos! Pos!
A A
0.243 0.139
0.922 0.971
Pos! Pos!
A A
0.067 0.081
1.005 0.999
Pos! Pos!
A A
0.146 0.096
0.968 0.992
Pos! Pos!
A A
0.102 0.075
0.989 1.001
Pos! Pos!
A A
0.222 0.140
0.932 0.971
Pos! Pos!
A A
0.103 0.094
0.988 0.992
Pos! Pos!
Comment

A

0.079
1.000
Pos!

0.077
1.000
Pos!

0.113
0.983
Pos!

0.078
1.000
Pos!

0.079
1.000
Pos!

0.067
1.005
Pos!

0.099
0.990
Pos!

0.083
0.998
Pos!

1

A

0.054
1.011
Pos!

0.072
1.003
Pos!

0.061
1.008
Pos!

0.074
1.002
Pos!

0.057
1.010
Pos!

0.098
0.991
Pos!

0.082
1.008
Pos!

0.084
0.997
Pos!

A

0.093
0.993
Pos!

0.076
1.001
Pos!

0.083
0.998
Pos!

0.091
0.994
Pos!

0.078
1.000
Pos!

0.083
0.998
Pos!

0.081
0.999
Pos!

0.072
1.003
Pos!
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Densidades opticas del tratamiento: S. aureus — Pimiento (Hora 22)

Laboratorio de virologia

Plate Listing

Assay: PRRSX3 (User)

Template: 24/10/2015-002

Neg
1312

Pos
0.077

1.434
0.000
Neg

0.069
1.006
Pos!

1.191
0.098
Neg

0.089
0.990
Pos!

A

1.007
0.247
Neg

A

0.070
1.006
Pos!

FMV-UNMSM
Virologia
24/10/2015
Date: 24/10/2015
Tech: AS
Plate - 1
Row A
0.D.
S/P
Result
Row B
0.D.
SIP
Result
Row C
0.D.
SIP
Result
Row D
0.D.
S/P
Result
Row E
0.D.
S/P
Result
Row F
0.D.
S/P
Result
Row G
0.D.
S/IP
Result
Row H
0.D.
SIP
Result
Code
A

Assay
PRRSX3

1.247
0.053
Neg

0.069
1.006
Pos!

1.264
0.039
Neg

0.077
1.000
Pos!

1.286
0.021
Neg

0.077
1.000
Pos!

1.287
0.020
Neg

0.067
1.008
Pos!

0.825
0.394
Neg

0.070
1.006
Pos!

0.529
0.634
Pos!

0.085
0.994
Pos!

10146
0.159
Neg

0.081
0.997
Pos!

1.009
0.245
Neg

0.067
1.008
Pos!

Count
94

A

0.635
0.548
Pos!

0.067
1.008
Pos!

0.722
0.478
Pos!

0.081
0.997
Pos!

0.516
0.645
Pos!

0.072
1.004
Pos!

0.605
0.572
Pos!

0.077
1.000
Pos!

A

0.505
0.653
Pos!

0.058
1.015
Pos!

0.592
0.583
Pos!

0.068
1.007
Pos!

0.449
0.699
Pos!

0.084
0.994
Pos!

0.471
0.681
Pos!

0.063
1.011
Pos!

Case
SAPM

A

0.480
0.674
Pos!

0.063
1.011
Pos!

0.504
0.654
Pos!

0.080
0.998
Pos!

0.498
0.659
Pos!

0.090
0.989
Pos!

0.483
0.671
Pos!

0.085
0.994
Pos!

A

0.611
0.568
Pos!

0.066
1.009
Pos!

0.616
0.564
Pos!

0.073
1.003
Pos!

0.641
0.543
Pos!

0.089
0.990
Pos!

0.566
0.604
Pos!

0.071
1.005
Pos!

8 9
A A
0.696 0.768
0.499 0.440
Pos! Pos!
A A
0.072 0.082
1.004 0.996
Pos! Pos!
A A
0.656 0.728
0.531 0.473
Pos! Pos!
A A
0.065 0.079
1.010 0.998
Pos! Pos!
A A
0.683 0.738
0.509 0.465
Pos! Pos!
A A
0.099 0.073
0.982 1.003
Pos! Pos!
A A
0.652 0.770
0.534 0.439
Pos! Pos!
A A
0.102 0.096
0.980 0.985
Pos! Pos!
Comment

A

0.765
0.443
Pos!

0.077
1.000
Pos!

0.744
0.460
Pos!

0.076
1.001
Pos!

0.748
0.457
Pos!

0.068
1.007
Pos!

0.776
0.434
Pos!

0.083
0.995
Pos!

14

A

0.820
0.398
Neg

0.072
1.004
Pos!

0.855
0.370
Neg

0.076
1.001
Pos!

0.784
0.428
Pos!

0.097
0.984
Pos!

0.851
0.373
Neg

0.084
0.994
Pos!

A

0.095
0.985
Pos!

0.077
1.000
Pos!

0.083
0.995
Pos!

0.091
0.989
Pos!

0.078
0.999
Pos!

0.084
0.994
Pos!

0.081
0.997
Pos!

0.072
1.004
Pos!
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