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RESUMEN.

El ajo posee varias virtudes tanto culinarias como farmacéuticas, que despierta gran
interés en la medicina natural sobre todo por su actividad antimicrobiana. El ajo es
el que contiene mayor concentracion de compuestos azufrados de toda la familia
Allium, dichos compuestos le dan una potente actividad antimicrobiana, entre sus
enzimas mas importantes se encuentran la alinasa, peroxidasa y mirosinasa,
aminoacidos como la arginina y glucésidos, que influyen en la actividad
antimicrobiana, al igual que algunos minerales. Por lo que en este estudio se evaluo
la inhibicion antibacteriana del extracto acuoso de dos tipos de ajo: ajo negro (Allium
sativum) y ajo elefante (Allium ampeloprasum complex) sobre Escherichia coli
ATCC® 25922. El estudio es de tipo experimental in vitro. Se realizé la siembra de
la bacteria en cajas Petri y se colocaron discos de papel celulosa impregnada a
diferentes concentraciones (500 mg/mL; 250 mg/mL; 125 mg/mL) del extracto de
cada ajo para luego exponer la bacteria y a partir de ello se determiné su capacidad
antibacteriana, midiendo los halos de inhibicion. Los resultados evidenciaron que la
concentracion (500 mg/mL) de extracto acuoso de ajo elefante (Allium
ampeloprasum complex) mostré mayores halos de inhibicion (11.44+1.30 mm), en
comparaciéon con las concentraciones de extracto acuoso de ajo negro que no

mostraron halos de inhibicion.

Palabras clave: Ajo, inhibicion, bacteria, resistencia, in vitro.
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I. INTRODUCCION.

Actualmente, alrededor del 80% de los habitantes del planeta cubren principalmente con
medicamentos tradicionales sus necesidades de atencion primaria de salud (Akerele,
1993). En América Latina, con escasas excepciones, y dando espaldas a la realidad,
seguimos perdidos en un mar de riguezas verdes. Esto es debido a una falta general de
informacion sobre los beneficios que las plantas medicinales nos brindan, no solamente

para la salud, sino también para la economia (Cabieses y Rivas, 1995).

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos es un problema de salud mundial, las
investigaciones relacionadas con este problema emergente son indispensables para
reconocer y desarrollar programas para su vigilancia y control. A través del tiempo se ha
ido detectando resistencia a diferentes antimicrobianos, en los afios 60°s fue resistencia
a la penicilina y a partir de los afios 70’s se ha observado multirresistencia a las
ampicilinas. El uso de farmacos en la produccién animal ha sido una practica regulada
gue carece de control y supervisién, como consecuencia favorece el uso inadecuado de
medicamentos causando el desarrollo de cepas resistentes a los antimicrobianos, tanto

de bacterias patdgenas como no patdgenas (Rodriguez et al., 2014).

Los efectos generados por el uso inadecuado de antimicrobianos, son el fenédmeno de
multirresistencia  antimicrobiana, toxicidad aguda, carcinogenicidad, efectos
reproductivos y reacciones alérgicas en individuos susceptibles, esto ha creado
preocupacion en los organismos regulatorios, y ha obligado a tener un control mas
riguroso en los farmacos empleados, en las dosis y el tiempo de aplicacion (Cota et
al.,2014).

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, esta bacteria coloniza el intestino de los seres vivos pocas horas

después del nacimiento, se le considera un microorganismo de microbiota nativa, pero
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hay cepas que pueden ser patdgenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros

clinicos, entre ellos diarrea (Rodriguez, 2002).

El uso de las plantas medicinales como remedio para aliviar la enfermedad se remonta a
los origenes de la humanidad. Este conocimiento se ha ido trasmitiendo de generacion
en generacion conservando algunas de las connotaciones magicas que eran atribuidas a
las propiedades curativas de las plantas. A principios del siglo XX los remedios vegetales
ocupaban un lugar predominante en todas las farmacopeas del mundo. A partir de los
afos 60°s, la necesidad de encontrar nuevos farmacos con menos efectos secundarios
renovo el interés por dotar de base cientifica la utilizacion de las plantas en terapéutica,
y se dedicaron esfuerzos en estudiar los efectos de las plantas utilizadas en diferentes
culturas y en aislar sus componentes (Pla, 2003).

El ajo (Allium sativum) por sus propiedades medicinales es el mas estudiado sobre todo
en el &mbito farmacéutico. Sus particularidades van desde la aplicacioén culinaria hasta
sus estudiados efectos en la medicina natural como: su accion antioxidante,
hipolipemiante, hipotensora, antitrombatica, antimicrobiana, antifingica y antiparasitaria.
Posee componentes sulfurados donde el principal de ellos es el sulfoxido de alilo alicina
cuya caracteristica antibiotica es eficaz para la inhibicién del desarrollo de bacterias
patdgenas, sobre todo en agentes como Escherichia coli y Staphylococcus aureus
(Chalar et al., 2014).

Algunos extractos de ajo son capaces de prevenir el crecimiento de algunas bacterias,
hongos e incluso de tener propiedades antivirales. Se ha identificado la alicina del ajo
como el agente activo de este resultado. El mecanismo por el cual el extracto de ajo actua

es alterando el perfil lipidico de las membranas celulares (Ganado, 2001).
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ll. REVISION DE LITERATURA.

2.1. HISTORIA Y ORIGEN DEL AJO.

El género Allium contiene mas de 300 especies de plantas; entre ellas se encuentra el
Allium sativum, un bulbo perteneciente a la familia de las liliaceas, cuyas caracteristicas
olorosas permitieron su denominacion con el uso del término allium, que significa oloroso
en latin, y donde provienen tanto el vocablo espafiol ajo, como el francés ail. La
denominacion inglesa garlic se origina del escandinavo antiguo, mediante la combinacion
de las palabras gar y leac que significan lanza y hierba, en una clara alusién a una planta
con hojas en forma de lanza, en aleméan es knoblauch, en &rabe tum, en indio lashunal y
en chino da suan. Desde épocas remotas esta planta a coexistido como una parte
fundamental de la cultura humana, siendo utilizado por diversas civilizaciones en la
elaboracion de alimentos, en multiples preparaciones medicinales y en variados brebajes

y ritos magicos religiosos (Ledezma y Apitz, 2006).

A finales del siglo XV los espafioles introdujeron el ajo en el continente americano. El ajo
es una planta de origen asiatico aclimatada en Europa desde hace unos 4 mil afios y
actualmente diseminada en todas las regiones climéaticas del mundo; aun en paises de
zonas templadas. Esta planta es mencionada en el papiro de Ebers y en “De Materia
Médica”, libros muy antiguos y en donde ya se menciona como un gran remedio, ademas
se utiliza como alimento y sazonador de comidas. De la planta de ajo se utilizan: semillas,
bulbo y hojas. Desde la antigliedad algunas personas han creido que poner un collar de

ajo tiene un efecto de repelencia para malos espiritus (Ramos et al., 2012).

La planta de ajo (Allium sativum) es originaria del sur de Europa, de Africa mediterranea
o de Asia central, se utilizan los bulbos, tanto para su uso culinario como por sus
propiedades terapéuticas. Fue conocida por las culturas mediterrdneas y en la Edad
Media la utilizaron para combatir la peste. Mas tarde se conocié en el continente

americano y en la actualidad se cultivan diversas variedades de ajo en numerosos paises
Vania Lizet Alpizar Martinez 3
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del mundo como Espafia, Italia, Egipto, Argentina, México, Estados Unidos, China e India
(L6pez, 2007).

El ajo es una planta que ya se conocia 300 afios a.C. su cultivo se remonta a los tiempos
de Babilonia y muchas han sido las personalidades que recomiendan su uso.
Independientemente de otras acciones terapéuticas, a la par que culinarias, se le
atribuyen propiedades antimicrobianas. Los primeros pasos para identificar los
constituyentes activos del ajo datan de la mitad del siglo pasado, cuando Cavallito y Bailey
en 1944, citados por Domingo et al., (2003) descubrieron la alicina (dalil sulfato), una
sustancia que se formaba por la accion de la enzima aliinasa, presente en la cubierta,

cuando actuaba sobre la aliina que forma parte de los dientes de ajo al triturarlos.

2.1.1 Descripcion de la planta de ajo.

El ajo es una planta herbacea, perene, acaule con bulbos secundarios de color blanco o
cremoso, hinchados, ovales de apice agudo, llamados dientes de ajo, muy olorosos,
reunidos sobre un tallo discoide, recubiertos por escamas membranosas, translicidas,
blanco amarillosas, que forman la llamada cabeza de ajo, cada una con 8 a 14 dientes,
gue podemos observar en la figura 1. Hojas de color verde azuloso o verde rojizo, planas
con un canal central, apice agudo, hasta de 50 cm de longitud y 3 cm de ancho, tiene
flores rosadas o blanquecinas agrupadas en pequefias umbelas densas, esféricas,

localizadas entre los bulbos (Escaff, 1991).

Es una planta de bulbo que requiere ciertas condiciones relacionadas con las horas luz y
temperatura ambiente por lo cual sus mayores zonas de siembra estan ubicadas sobre
los 1.200 m.s.n.m, asegurando una temperatura fresca durante ciertas épocas del afio

propicias para su cultivo (Ramos G., 1991).

Figura 1. Panta de ajo completa.
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Fuente: (Ramos, 1991).

2.2 PROPIEDADES MEDICINALES DEL AJO.

A las propiedades culinarias y alimenticias del ajo se le anexan sus propiedades
medicinales, estas se conocen desde la antigliedad. Los chinos y egipcios ya lo utilizaban,
alimentaban con ajos a los esclavos que construian las piramides porque creian que el
ajo les aportaba energia, también se utilizaba en el proceso de momificacibn y como
moneda. Se recomienda contra las infecciones, tumores, parasitos gastrointestinales,

enfermedades cardiovasculares, dolores de cabeza y mordeduras (Ganado, 2001).

La planta del ajo es considerada por la poblacién como la mas extraordinaria de todas las
plantas medicinales, es depurativo, desinfectante, tonificante, vermifuga, anticatarral,
antirreumatica, combate la congestion, antihipertensiva, en infecciones internas y
externas, para diabetes, tos, antiséptico respiratorio en bronquitis y sinusitis,
estrefiimiento, palpitaciones del corazén, dolores de cabeza, hemorroides, escorbuto y
antifangica, fortalece el sistema inmune, es antiinflamatorio, anticoagulante,

vasodilatador y antibiotico natural. Sus propiedades antimicrobianas se confrontaron
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frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y otros patégenos que se enlistan en el

cuadro 1 (Domingo et al., 2003; Fonnegra y Jiménez, 2007; Ramos et al., 2012).

Cuadro 1. Sensibilidad de diversas especies bacterianas a alicina.

Cepa bacteriana Concentracion de alicina (*LDsopg/mL)
Escherichia coli 15
Staphylococcus aureus 12
Streptococcus pyogenes 3
Streptococcus hemolyticus >100
Proteus mirabilis 15
Pseudomona aeruginosa 15
Acinetobacter baumanii 15
Klebsiella pneumoniae 8
Enterococcus faecium >100

Fuente: (Mirelman y Serge, 1999). *LD (dosis letal 50).

2.2.1 Composicion quimica.

En la composicion quimica del ajo fresco existen mas de 100 compuestos biolégicamente
activos (Florencio, 2011). Estdn presentes agua, carbohidratos, proteinas, lipidos,
minerales y vitaminas E, B1, B2 y C que aparecen en el cuadro 2, asi como los

compuestos azufrados que se mencionan en el cuadro 3 (Garcia y Sanchez, 2000).

Cuadro 2. Composicion quimica del ajo (Allium sativum) por cada 100 gramos.

Componentes | Medida | Promedio | Componentes Medida | Promedio
Agua g 6.05 Yodo Mg 440
Proteinas g 0.12 Boro ug 5.69
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Lipidos g 28.41 Vitamina E Mg 100
Carbohidratos g 1.42 Alfa- tocoferol Mg 90
Calcio Hg 460 Vitamina B1 Mg 200
Magnesio mg 1.40 Vitamina B2 Mg 80
Hierro Hg 149 Nicotinamida Mg 600
Cobre Mg 575 Vitamina C mg 14
Zinc ug 10 Acido salicilico ug 100
Molibdeno Hg 1.80 Acido laurico mg 24
Aluminio mg 134 Acido estearico mg 3
Fosforo mg 30 Acido oleico mg 62
Cloro ug 2.70 Acido linoleico mg 5.50

Fuente: (Garcia y Sanchez, 2000).

Cuadro 3. Compuestos azufrados del ajo.

Compuesto Actividad bioldgica
Aliina Hipotensora, hipoglucemiante
Ajoeno Previene la formacién de codgulos, ayuda a disolverlos.

Antiinflamatorio, vasodilatador, hipotensor, antibiotico.
Alicina y Tiosulfatos Antibidtico, antifungico, antiviral

Alil mercaptano Hipocolesterolemia, previene la  ateroesclerosis,
antitumoral, antidiabética, hipotensora.

Sulfuro de dialilo y Hipocolesterolemia, aumenta la producciéon de enzimas,

afines desintoxicantes, anticancerigeno. Previene los dafios
guimicos del ADN.

S- alil- cisteina Hipocolesterolemia, antioxidantes, quimioprotectores

frente al cancer.
Fuente: (Souci et al., 1994).

De todo el género de Allium, el ajo es el que contiene la mayor concentracion de
compuestos azufrados, lo que le da una actividad antimicrobiana muy potente, los
principales compuestos son la aliina, alicina, ajoeno, trisulfuro de dialilo, salicisteina,

vinilditiinas, disulfuro de alilpropilo, S-alil-mercaptano cisteina y otros. Entre las enzimas
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importantes en la actividad antimicrobiana se encuentran la alinasa, peroxidasa y
mirosinasa. Los glucésidos y aminoacidos, en especial la arginina, también influyen de
manera importante en la actividad antimicrobiana, al igual que el selenio, germanio, telurio

y trazas de otros minerales (Bhandari, 2012).

Tiene un contenido de agua alrededor del 65%, con la mayor parte del peso seco que
comprende fructooligosacaridos, seguido de compuestos de azufre, proteina, fibra y

aminoécidos libres (Rahman y Lowe, 2006).

Los bulbos pulverizados y secos contienen 1% de aliina como sulféxido principal. En
presencia de la enzima alinasa, la aliina que se muestra en la figura 2, se convierte en
alicina. La alicina es precursor de varios productos de trasformacion, incluidos ajoenos,
compuestos de vinilditina, mencionados en el cuadro 4, oligosulfuros y polisulfuros. El ajo
también contiene compuestos no azufrados que se encuentran en el cuadro 5, como
saponinas, adenosina, fractanos y quercetina, se considera que este alimento puede ser

de gran ayuda para reducir los riesgos de contraer cancer (Fonnegra y Jiménez, 2007).
Figura 2. Estructura quimica de aliina.

0 NH,
.
HO

Fuente: (Stoll y Seebeck., 1952).

Cuadro 4. Metabolismo de algunos componentes del ajo.

| Compuesto | Metabolismo

Vania Lizet Alpizar Martinez 8



Estudio comparativo In vitro de la inhibicion bacteriana del ajo elefante (Allium ampeloprasum complex) y ajo negro
(Allium sativum) sobre Escherichia coli ATCC® 25922

Ajoeno Reacciona con la cisteina para formar ajocisteina y S-allyl-
mercaptocisteina (SAMC). Al ponerse en contacto con el
aminoacido cisteina, el methyl-allyl-trisulfuro también se
metaboliza en SAMC.

Aliina En gran medida es absorbida en el intestino, y cerca de un
60% es biodisponible. Parte se transforma en sulfuro de
dialilo y luego en SAMC o sulfatos. La absorcion es muy
rapida. Desaparece de la circulacion en 6 horas.

Sustancias que | Estas reaccionan con la alicina y otros tiosulfinatos para
contienen formar SAMC. La alicina abandona rapidamente el torrente
cisteina circulatorio, siendo convertida en sulfatos en el higado. No
se detecta alicina en sangre u orina después de ingerir ajo.
Sulfuro de dialilo | Se convierte en parte en sulfato y en parte se excreta por

orina.
S-alil- Se transforma en la sangre en alilmercaptano.
mercaptocisteina
(SAMC)
S-alil- cisteina Una vez absorbida alcanza un maximo en sangre a los 30

minutos, encontrdndose en todos los 6rganos excepto en los
rifiones, después de 6 horas desaparece completamente de
sangre. En el higado se transforma parcialmente en N-acetil-
S- alicilcisteina que luego es filtrada por los rifiones.
Compuestos de | Lentamente absorbidos durante 2 horas. Algunos de ellos se
vinilditina acumulan en los adipositos, mientras que otros se excretan
rapidamente, por lo que no suelen detectarse en plasma.

Fuente: (Ramos et al., 2012).

Cuadro 5. Compuestos no azufrados del ajo.
Compuestos Actividad biolégica
Adenosina Hipotensora, vasodilatadora, miorelajante. Estimula la
sintesis de hormonas esteroidicas.
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Fractanos Efectos cardioprotectores. Estimula el sistema inmune
Fraccion proteica F-4 | por medio de macréfagos y células esplénicas.
Quercetina Estabiliza los mastocitos. Ejerce por tanto efectos

beneficiosos en el asmay la alergia.

Saponinas (Gitonina F.

Hipotensoras. La gitoninaF es antivirica, el eurobosico B

Acidos fenélicos

Eurobosico B)| es antifungico.
Escordina
Selenio Antioxidantes, antiinflamatorios, antiviricos,

antibacterianos.

Fuente: (Drago et al., 2006).

La aliina o S- alilcisteina suféxido es el compuesto sulfurado mas abundante en el ajo

fresco, es inodora y estable. El ajo contiene 7-14 mg de aliina por gramo de peso fresco,

y de 18-42 mg/g de peso seco. Es estable en soluciones acuosas y a temperaturas
elevadas (Stoll y Seebeck., 1952).

Cuando las células del ajo se rompen, la aliina reacciona, y en aproximadamente 10

segundos toda la aliina expuesta se convierte en alicina que se muestra en la figura 3,

que emiten el aroma caracteristico del ajo fresco (Lawson et al., 2005).

Figura 3. Estructura quimica de alicina.

Alicina

Fuente: (Ramos et al., 2012).
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2.3 DESCRIPCION DE DOS VARIEDADES DE AJO.
2.3.1 Ajo negro (Allium sativum).

Familia: Liliaceae (Liliacea).

Género: Allium.

Especie: sativum.

El ajo negro parece tener su origen en Corea, se produce al envejecer ajo entero a alta
temperatura (70°C) y alta humedad (90%) (Jang et al., 2008). Durante este proceso, los
compuestos inestables de ajo fresco, incluida la aliina, se convierten en compuestos
estables que incluyen S-alilcisteina (SAC), el compuesto soluble en agua con potente

efecto antioxidante (Corzo et al., 2007).

El ajo negro se transforma tradicionalmente en los paises asiaticos y en los ultimos afios
se ha introducido en paises de occidente. Se caracteriza por su mejor aroma y sabor que
el ajo fresco (Allium sativum), ademas de tener mayor capacidad antioxidante,
convirtiéndose en un producto estrella, debido al alto precio que alcanza en los mercados
(Medina, 2017). El ajo negro es un producto elaborado a partir del ajo fresco (Allium
sativum) mediante un proceso industrial a temperatura y humedad controlada durante un
periodo prolongado de tiempo. Las temperaturas varian de 40 a 90 °C, la humedad
relativa 80 a 95% Yy los tiempos oscilan entre 10 y 40 dias, dependiendo de la intensidad
del tratamiento (Lee et al., 2011).

Estudios recientes describen los cambios producidos en la composicion quimica del ajo
fresco al transformarse en ajo negro (Choi et al. 2014). En el calentamiento se producen
varios cambios en el sabor, olor y contenidos en nutrientes. Asi, el tratamiento térmico
permite las reacciones del pardeamiento no enzimatico o reaccién de Maillard, la
caramelizacién y oxidaciéon quimica de los fenoles. Asi, en el ajo negro aparecen un
elevado nimero de compuestos bioactivos, como son los fenoles, flavonoides, piruvato,
tiosulfato, SAC, y S-alil-mercaptano-cisteina (SAMC) (Shin et al., 2008).
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Como se ha mencionado anteriormente, el compuesto precursor del olor y sabor del ajo
fresco es la S- Alil-cisteina-sulféxido (Aliina); cuando el ajo es cortado o macerado,
indicado en el cuadro 6 la enzima alinasa actta sobre este compuesto generando alicina,
acido piravico y amoniaco. Sin embargo, en el ajo negro la alicina se transforma en otros
compuestos por lo que desaparece el olor y sabor pungente. Este hecho se debe a
cambios en la alicina compuesta, que es responsable del olor acre, en compuestos
antioxidantes solubles en agua, tales como SAC, tetrahidro-B carbolinas, alcaloides
bioldgicamente activos y compuestos similares a flavonoides (Rahman, 2007). Los
derivados tetrahidro-B-carbolina se forman por condensacion entre triptéfano y aldehido,
similar a la produccion de acido piravico por la via allinallicin o el proceso de reaccion de
Maillard (Banerjee et al., 2003).

Cuadro 4. Preparados de ajo mas utilizados y sus caracteristicas.
Ajo deshidratado, | Su manipulacion origina perdidas casi totales de aliina.
pulverizado y
encapsulado.

Aceite esencial de| Se obtiene por destilacion y carece de alicina y de

ajo. compuestos hidrosolubles en medio oleoso (disulfuro de
dialilo y Trisulfuro de dialilo).
Macerado de ajo. Es el producto obtenido por maceracion de ajo.

Contiene aliina y alicina

La alicina se descompone instantaneamente en
numerosos compuestos organosulfurados (sulfuros,
ajoenos y ditiinas).

Extracto envejecido| Es el extracto obtenido por maceracién de laminas de
de ajo. bulbo de ajo en solucién hidroalcohdlica (15 a 20%)
durante 20 meses 0 mMAas, a temperatura ambiente
(posteriormente se filtra y concentra a baja temperatura y
presién reducida).

Este extracto es rico en derivados azufrados solubles en
agua, especialmente S-alil-mercaptano-cisteina.

También contiene alil-sulfuros liposolubles estables,
flavonoides, compuestos fendlicos, saponinas y otros
nutrientes esenciales

Carece de compuestos liposolubles inestables (alicina).

Fuente: (L6pez, 2007).
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2.3.2. Ajo elefante (Allium ampeloprasum complex).

Familia: Alliaceae.

Geénero: Allium.

Especie: ampeloprasum.

El ajo elefante (Allium ampeloprasum complex), llamado también ajo gigante, ajo ruso,
bladino o ajo chilote. Se trata de una hortaliza comercializada por la via gourmet,
consumida en fresco y apreciada por su sabor suave y el gran tamafio de sus dientes.
Esta hortaliza forma un bulbo compuesto por no mas de 6 dientes. Los dientes pequefios
y las plantaciones tardias producen por lo general bulbos simples llamados unibulbos, o

vulgarmente llamados ajos machos o cebollones (Lanzavechia, 2007).

Esa especie y sus variedades botanicas son originarias de la zona comprendida entre el
oeste de Portugal y el este de Iran. El Allium ampeloprasum se utiliza generalmente en
huertos caseros, ocasionalmente en cultivos de poca extension. Las caracteristicas
quizds mas reconocidas del género Allium son su olor y sabor tipicos, dados por
compuestos azufrados que son liberados al dafiarse o destruirse sus células. Tales
compuestos han generado un renovado interés por los investigadores, ya que presentan

beneficios cada vez méas reconocidos para la salud humana (Celis, 1999).

Las caracteristicas botanicas de ajo chilote son muy parecidas a las de ajo comun,
excepto por ser un hexaploide (48 cromosomas), la planta presenta una apariencia
general mucho mas robusta, forma un tallo floral grueso de 1 a 2 metros de longitud, hojas
anchas y gruesas, un bulbo muy grande, con aproximadamente 6 bulbillos de gran
tamafio y otros pequeios con flores blancas y purpuras, estos bulbos tienen sabor y olor

menos intenso que el ajo verdadero (CORFO, 1987).

Entre los compuestos azufrados encontrados en los distintos tipos de Allium, el mas
importante y que se encuentra en mayor proporcion es la aliina. Es un aminoacido

azufrado, insaturado, de férmula empirica C6H11NO3S y precursor de la alicina, la cual
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es una molécula dienoica con un grupo sulféxido, de formula empirica C6H10S20. Se
forma al romperse la estructura del bulbo del ajo, cuando la aliinasa liberada produce la
reorganizacion de dos moléculas de aliina; posee sélo un débil olor a ajo y tiene

propiedades antienzimaticas, antitumorales y bactericidas (Adrian y Frangne, 1990).

2.4 Escherichia coli.

Es una bacteria, bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia
Enterobacteriaceae, género Escherichia. Esta bacteria coloniza el intestino de los
mamiferos pocas horas después del nacimiento, se le considera un microorganismo de
microbiota nativa, algunas cepas que pueden ser patégenas y causar dafio produciendo

diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea (Rodriguez, 2002).

La mayoria de las cepas de E. coli son inocuas, pero otras pueden causar graves
intoxicaciones alimentarias. Algunas de estas bacterias son productoras de la toxina
Shiga, puede causar graves enfermedades a través de los alimentos. El origen principal
de los brotes de E. coli productora de toxina Shiga son los productos de carne cruda o
poco cocinada, la leche fresca no procesada y los vegetales contaminados por materia
fecal, E. coli O157: H7 es el serotipo de E. coli productora de toxina Shiga mas importante
por su impacto en la salud publica, pero hay también otros serotipos frecuentemente
implicados en brotes y casos esporadicos, E. coli productora de toxina Shiga por su
semejanza con las toxinas producidas por Shigella dysenteriae, puede crecer a
temperaturas que oscilan entre 7 °C y 50 °C, con una temperatura éptima de 37 °C.
Algunas pueden proliferara en alimentos acidos, hasta pH de 4.4 y en alimentos con una
actividad de agua minima de 0.95 (OMS, 2018 a).

2.4.1 Cepas patégenas de Escherichia coli.

Escherichia coli estd presente en grandes concentraciones en la microbiota intestinal

normal de las personas y los animales donde, por lo general, es inocua. Sin embargo, en
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otras partes del cuerpo E. coli puede causar enfermedades graves, como infecciones de
las vias urinarias, bacteriemia y meningitis. Un numero reducido de cepas
enteropatdgenas pueden causar diarrea aguda. Se han determinado varios tipos de E.
coli enteropatdogenas, basandose en diferentes factores de virulencia: E. coli
enterohemorragica (ECEH), E. coli enterotoxigena (ECET), E. coli enteropatégena
(ECEP), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli enteroagregativa (ECEA) y E. coli de
adherencia difusa (ECAD), (Nataro y Kaper, 1998).

Theodore Escherich, bacteridlogo aleman, descubridor de Escherichia coli, no imaginaria
gue este microorganismo se convertiria en la primera causa de infeccion nosocomial y la
segunda comunitaria, pero mucho menos de pensar que con el pasar del tiempo, un
patbgeno tan sensible frente a mdultiples antimicrobianos tendria una relevancia
importante por sus niveles de multirresistencia antimicrobiana. El uso inadecuado de
antimicrobianos en los diferentes cuadros clinicos ha provocado, que E. coli haya
desarrollado una serie de mecanismos de resistencia antimicrobiana que hoy preocupan
al médico de asistencia, tanto en las unidades cerradas, como en la comunidad. En un
momento en que las enterobacterias se estan robando el protagonismo de la
multirresistencia hospitalaria, la E. coli junto con la Klebsiella pneumoniae son sus

principales representantes (Morejon, 2013; OMS. 2018 b).

2.4.2 Escherichia coli ATCC® 25922.

Escherichia coli, una bacteria Gram negativa bacilo corto, es mejor conocida por su
capacidad de causar brotes transmitidos por los alimentos. La cepa ATCC® 25922 es de
control de calidad utilizada particularmente en ensayos de sensibilidad a antigenos, se
aislé originalmente a partir de una muestra clinica humana recogida en Seattle, WA
(1946). Es del serotipo O6 y biotipo 1. Un ensamblaje previo del genoma estad a

disposicion del publico (Minogue et al., 2014).
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2.5 RESISTENCIA BACTERIANA.

En el mes de marzo del 2006 la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosa (IDSA)
publicd una lista de impacto para enfatizar sobre la importancia de seis bacterias de alto
riesgo no soélo por su patogenicidad sino por ser resistentes a la mayoria de
antimicrobianos que disponemos. Estos microorganismos multirresistentes son el
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina, Escherichia coli, Klebsiella spp,
Acinetobacter baumanni, Enterococcus faecium y Pseudomonas aeruginosa. Igualmente,
en enero del 2008, esta sociedad llamo la atencion a la comunidad médica sobre la
epidemia de infecciones resistentes a antimicrobianos en numerosos patdégenos como

los sefalados y la gravedad de los mismos (Paz et al., 2008).

2.5.1 Mecanismos de accidon patogénica.

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos para resistir la accion de los
antimicrobianos. El primero de ellos es por la posicién de un sistema de expulsién activa
del antimicrobiano, una especie de bomba expulsora que utilizan las bacterias para la
excrecion de productos residuales o téxicos, con la que puede eliminar ademas muchos
de estos agentes antibacterianos. El segundo, se realiza mediante la disminucion de la
permeabilidad de la pared bacteriana, con la pérdida o modificaciéon de los canales de
entrada (porinas). Por ultimo, algunos antimicrobianos ejercen su accién uniéndose a una
proteina esencial para la supervivencia de las bacterias. La resistencia bacteriana se
produce cuando ésta modifica la proteina diana y cambia su funcién o produce enzimas

diferentes (Fernandez et al., 2003).

Los investigadores hallaron que los transposones contienen una proteina llamada
transposasa que permite a estos elementos genéticos unirse al ADN en un estado
inactivo, lo que evita la division y, por lo tanto, la destruccion del transposon. Esta proteina

también obliga al ADN del transposon a desenrollarse y abrirse, lo que le permite insertar
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su carga de resistencia a los antimicrobianos en muchos lugares en una gama diversa de
bacterias (Infobae, 2018).

2.5.2 El ajo como antimicrobiano natural.

En el siglo XIX, Louis Pasteur finalmente demostré cientificamente que el ajo contiene
propiedades antibidticas. Su descubrimiento condujo a la iniciacion de cientos de estudios
gue han fundamentado sus hallazgos. A finales del siglo XIX, el ajo era utilizado
rutinariamente por los médicos como un tratamiento eficaz para el tifus, el colera y la
tosferina. Fue altamente recomendado por los médicos y considerado como tratamiento
basico para la infeccion. A principios del siglo XX, la tuberculosis fue tratada con ajo y
también se us6 como un antibidtico/antiséptico para las heridas durante la Segunda
Guerra Mundial (Torija et al., 2013).

El mecanismo de la actividad antimicrobiana del ajo, se basa en la inhibicion de la
actividad de enzimas como: fosfatasa alcalina, invertasa, ureasa y papaina, asi como de
enzimas sulfhidricas. La alicina inhibe la actividad de enzimas sulfhidricas debido a la

presencia de los grupos quimicos S-O-S (Davidson y Parish, 1989).

La actividad antibacteriana del ajo es ampliamente atribuida a la alicina (Bayan et al.,
2014). Cuando Wills en 1956; citado por Cacao y Mora (2019), se sabe que la alicina
tiene propiedades antibacteriales y antifungicas debido a la interferencia con las enzimas
sulfhidrilo. La cisteina y el glutation contrarrestan la actividad de tiolacion de la alicina. Se
ha demostrado que el extracto de ajo y la alicina ejercen efectos bacteriostaticos sobre
algunos enterococos resistentes a la vancomicina. Se observé un sinergismo inhibidor
cuando se us6 en combinacién con vancomicina (Jonkers et al., 1999). Se ha informado
que inhibe Aerobacter, Aeromonas, Bacillus, Citrella, Citrobacter, Clostridium,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Lactobacillus, Leuconostoc, Micrococcus,
Mycobacterium, Proteus, Providencia, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella,

Staphylococcus, Streptococcus y Vibrio (Sivam, 2001).
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Se considera que la alicina tiene actividad antimicrobiana por que modifica la biosintesis
de los lipidos y sintesis del RNA de los microrganismos y disminuye el perfil de lipidos de
los mismos. Este compuesto activo reacciona rapidamente con grupos tiol libres, por ello
se cree que el principal mecanismo antimicrobiano se produce a través de la interaccion
de alicina con enzimas que contienen grupos tiol, como proteasas y alcohol

dehidrogenasas (Rahman, 2007).

La alicina inhibe a méas de 300 bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas, tales
como Bacillus subtilis, Bacillus megateriom, Bacillus sphaericus, Bacillus polymyxya,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli (Kumar y Jain, 2010) Salmonella typhy,

Salmonella paratyphy (Abraham, 2010) y Helicobacter pylori (O'Gara et al., 2000).

2.6 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL AJO

La concentracion minima inhibitoria (CMI), es la menor concentracion de antibiético capaz
de inhibir el crecimiento de 10° bacterias en 1 mL de medio de cultivo, tras 18 a 24 horas
de incubacion (Paredes y Roca, 2004). Debido a que el ajo mostré resultados positivos
de inhibicion, se calculan las cantidades necesarias para obtener un efecto inhibitorio
sobre las bacterias. En un estudio realizado por Arroyo et al., en 2015, reportaron que la
cantidad de ajo necesaria para inhibir el crecimiento de E. coli fue de 12.5 mg/mL.
Yaguana en 2015, realiz6 un estudio donde la concentracion minima inhibitoria de Allium
sativum sobre E. coli es de 62.5 mg/mL es decir gue, mientras sea mayor la concentracion

del extracto de ajo, se obtendran halos de inhibicion mucho mayores.

I1l. JUSTIFICACION
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El uso indiscriminado de farmacos sintéticos ha generado resistencia a muchos
antimicrobianos por parte de ciertos microorganismos. Es necesario desarrollar drogas
antibacterianas alternas para el tratamiento de enfermedades infecciosas. La medicina
herbolaria representa una rica fuente para obtener nuevos agentes quimioterapéuticos,
antibacteriales y fungicidas. Debemos tomar en cuenta que existen alternativas naturales
gue funcionan como antimicrobianos, como es el caso del ajo, que es considerado como

un antibiotico natural que inhibe el crecimiento de algunos microorganismos.

Se ha comprobado que el ajo tiene muchas propiedades, tanto culinarias como
medicinales y que contiene componentes sulfurados como la alicina que es capaz de
inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas, entre ellas Escherichia coli, la cual hoy en
dia ha logrado obtener una mayor resistencia a los antimicrobianos siendo la principal
causante de las enfermedades gastrointestinales, que son uno de los principales

problemas de salud publica en México.

Por lo tanto, el presente trabajo pretende evaluar si los extractos acuosos de ajo elefante
(Allium apeloprasum complex) y negro (Allium sativum) a diferentes concentraciones
inhiben el crecimiento de la cepa Escherichia coli ATCC® 25922 con el propdsito de abrir
nuevas investigaciones en la busqueda de antimicrobianos de tipo natural que causen

menos efectos nocivos.

IV. HIPOTESIS
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El extracto acuoso de ajo elefante (Allium ampeloprasum complex) tiene mayor inhibicion
al crecimiento bacteriano in vitro sobre la bacteria Escherichia coli ATCC® 25922 que el

extracto acuoso de ajo negro (Allium sativum).
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V. OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar la inhibicién in vitro del extracto acuso de ajo elefante (Allium ampeloprasum
complex) y ajo negro (Allium sativum) sobre el crecimiento de la bacteria Escherichia coli
ATCC® 25922.

5.2 Especificos

- Determinar la inhibiciébn bacteriana del extracto acuoso de ajo elefante (Allium

ampeloprasum complex) sobre la bacteria Escherichia coli. ATCC® 25922 in vitro.

- Determinar la inhibicion bacteriana del extracto acuoso de ajo negro (Allium

sativum) sobre la bacteria Escherichia coli. ATCC® 25922 in vitro.

- ldentificar la concentracion de extracto acuoso de ajo que presente mayor

inhibicidon bacteriana in vitro.
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VI. MATERIAL Y METODO.
6.1. Material bioldgico.

e Ajo elefante (Allium ampeloprasum complex)
e Ajo negro (Alliun sativum)
e Bacteria Escherichia coli ATCC® 25922 ™

6.1.1 Material de laboratorio.
Equipo.

» Asa bacteriologica

* Autoclave AESA® modelo: CV300, serie: 999.

+ Balanza analitica BOECO® modelo: BPS 51 Refrigerador

+ Espectrofotometro Thermo Scientific™ Genesys™ 10 UV-Vis.
» Hisopos estériles

* Incubadora Riossa® modelo:BD, serie:BDME

* Mechero Bunsen

* Mortero con pistilo
* Regla de vernier Mitutoyo®
Equipo de proteccion personal.

e Bata
e Guantes de Asbesto para autoclave
e Guantes de latex

Cristaleria.

e Cajas Petri

e Matraz Erlenmeyer 500 mL

e Tubos de ensayo de vidrio
Medios de cultivo.

e Agar Mueller Hinton BD BIOXON®
e Agua destilada
e Peptona de carne BD BIOXON®

6.1.2 Material para la preparacion de sensidiscos.

e Jeringal0mLy 3 mL

e Papel de celulosa Membrane filter 100 pack 25mm 0.2 pum Pall Corporation
Suppor®-200

e Papel Whatman® 1filter papers 110mm cat no. 1001 110
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e Sensidiscos para bacterias Gram-negativas Multibac |. D®
e Tubos conicos de plastico Coning® 15 mL

6.1.3 Material de oficina.

* Boligrafo
* Hoja milimétrica
* Libreta

* Marcador indeleble
* Perforadora

6.2 Método.

La metodologia para este trabajo, consistio en elaborar los extractos acuosos de ajo
negro (Allium sativum) y ajo elefante (Allium ampeloprasum complex), con la finalidad de
realizar pruebas de inhibicion del crecimiento de la Escherichia coli cepa ATCC® 29922,

que se describen continuacion.

6.2.1 Preparacion de los extractos acuosos de ajo negro (Allium sativum) y ajo

elefante (Allium ampeloprasum complex).

Para preparar los extractos acuosos y determinar las concentraciones se siguié la
metodologia de Yaguana, (2015). Los ajos se pelaron y se lavaron con agua destilada,
para la primera concentracion (P/V) se pesaron 200 g de ajo en una balanza analitica
BOECO® modelo: BPS 51 y se agregaron 400 mL de agua (500 mg/mL), para la segunda
concentracion 100 g de ajo por 400 mL de agua (250 mg/mL) y para la tercera
concentracion 50 g de ajo por 400 mL de agua (125 mg/mL). Se realiz6 el macerado de
los ajos durante 15 minutos en un mortero con pistilo y se utilizé6 agua destilada como
diluyente. El extracto se filtr0 con papel Whatman 1, el resultante se almaceno en
refrigeracion (4°C) por 12 horas.
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6.2.2. Elaboracion de los discos impregnados en extractos de ajo.

Se utilizé papel Whatman® 1 filter papers 110 mm cat no. 1001 110, con una perforadora
se realizaron 120 discos de 6 mm de diametro. Se adicionaron 20 discos en cada tubo
conico de plastico Coning® de 15 mL, se esterilizaron en el autoclave a 121°C durante
15 minutos para después colocarles las diferentes concentraciones de los extractos

acuosos de ajo (EAA) durante 12 horas como se muestra en la figura 4.

Figura 4. Concentracion de extracto acuoso de ajo en los discos de papel Whatman®.

6.2.3. Prueba de sensibilidad antimicrobiana.

Para la preparacion del agar Mueller Hinton se utilizaron 9 g de medio, diluido en 200 mL
de agua destilada mezclando mediante agitacion frecuente, se esterilizé en autoclave a
121 °C durante 15 minutos se dejo enfriar a 45 °C. Posteriormente con una probeta estéril
de 50 mL se midieron 20 cm?® para vaciarlos en una caja Petri estéril hasta obtener un

grosor uniforme de 4 mm.

6.2.4 Pruebas de inhibiciéon de crecimiento de E. coli ATCC® 25922.

Para determinar los controles de inhibicion de crecimiento bacteriano, se realizé una
prueba en la que se desafio a la bacteria Escherichia coli (ATCC® 25922) utilizando una
de las cajas Petri estériles con Miuller Hinton en la cual se coloco un multidisco para Gram
negativos (productos biolégicos Multibac |. D®), eligiendo al antibidtico que esté en la

categoria de sensible (Sulfametoxazol/Trimetroprim 25 mcg) para ser utilizados como
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control de inhibicion de crecimiento de la E. coli y el antibiotico que no presente inhibicion
de crecimiento bacteriano (Nitrofuranoina 300 mcg), se eligi6 como control de no

inhibicién del crecimiento bacteriano (categoria de resistente) que podemos observar en

el cuadro 7.
Cuadro 5. Comparacion de halos de sensibilidad en mm.
Antimicrobianos Resistente (<) Intermedio Sensible (2)

Amikacina 30 mcg 14 15-16 17

Ampicilina 10 mcg
Cefalotina 30 mcg 14 15-17 18
Cefotaxima 30 mcg 14 23

Dicloxacilina 1 mcg
Ceftriaxona 30 mcg 13 21
Cloranfenicol 30 mcg 12 13-17 18
Gentamicina 10 mcg 12 13-14 15
Netilmicina 30 mcg 12 13-14 15
Nitrofurantoina 300 mcg 14 15-16 17
Sulfametoxazol/Trimetoprim 25 10 11-15 16

mcg

Fuente: (Gutiérrez, 2014) Multibac |.D®.

Se realizo el cultivo bacteriano de Escherichia coli (ATCC® 25922) para llevar a cabo el

método de Kirby-Bauer que se muestra en la figura 5 (Bauer et al., 1966).
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Figura 5. Secuencia de la metodologia usada para determinar la inhibicién de crecimiento

de la E. coli ATCC® 25922.

1

Se seleccionaron de 4 a 5 colonias
de a cepa Eschrichia coli ATCC®
25922,

Se trasfirieron a un tubo con peptona
de carne.

Se incubaron a 35+2° C por 8 horas.
Se diluyo el cultivo con solucién
salina estéril hasta obtener una
turbidez equivalente al tubo 0.5 de la
escala de Mc Farland lo que
corresponde a 108 microorganismos
viables por mililitro.

2

Se sumergio6 el hisopo de algodén
estéril, dentro del caldo con el
crecimiento bacteriano, se coloco
el hisopo a nivel del contenido y se
roto en las paredes para remover
el exceso

Fuente: Datos Originales

5

Se colocaron los discos de papel
Whatman®1 impregnados de los
extractos de cada ajo con sus
diferentes concentraciones
dejando un espacio uniforme entre
disco y disco (aproximadamente
de 2 cm) como se muestran en la
figura 6 , para evitar que las zonas de
inhibicién queden imbricadas.(Maye y
Guzman, 1984).

4

Se colocaron los discos con los
antimicrobianos de referencia en el
agar con pinzas estériles, presionando
para asegurar un contacto uniforme.

3

Se sembro el inoculo sobre la
superficie del medio agar Mueller
Hinton con el hisopo, realizando la

siembra en tres direcciones

6

Se incubaron las cajas
inmediatamente a 37° + 2 °C por 18
horas para su posterior lectura.

7

Con una regla de vernier se
midi6 el area de inhibicién
bacteriana alrededor del disco, de
acuerdo al halo de inhibicién se

clasifico (cuadro 7) en
resistente(R), Intermedio (I) y
sensible (S).

*Modificacion debido a que en el medio de cultivo peptona de carne la cepa mostré mejor

crecimiento.
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VII. DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con arreglo factorial 2x3, donde
las variables de estudio fueron los 2 extractos acuosos de ajo elefante (EAAE) y negro
(EAAN) y las 3 concentraciones (500 mg/mL, 250 mg/mL, 125 mg/mL).

Los datos se analizaron mediante un andlisis de varianza a un nivel de confianza del 95%

para evaluar el efecto de los extractos acuosos de ajo sobre la inhibicién bacteriana.

Cada tratamiento tuvo siete repeticiones (Mujica y Mogollon, 2004), distribuidas de la
siguiente manera:

Disco 1: (EAAE) a la concentracion 500 mg/mL.

Disco 2: (EAAE) a la concentracion 250 mg/mL.

Disco 3: (EAAE) a la concentracion 125 mg/mL.

Disco 4: (EAAN) a la concentracién 500 mg/mL.

Disco 5: (EAAN) a la concentracién 250 mg/mL.

Disco 6: (EAAN) a la concentracion 125 mg/mL.

Disco 7: control positivo de inhibicion de crecimiento bacteriano (antimicrobiano sensible)
(Sulfametoxazol/Trimetroprim 25 mcg).

Disco 8: control negativo de inhibicion de crecimiento bacteriano (antimicrobiano

resistente) (Nitrofuranoina 300 mcg) se observa en la figura 6.

La variable respuesta es la medida del halo de inhibicion en milimetros del crecimiento
bacteriano de Escherichia coli ATCC® 25922.

Vania Lizet Alpizar Martinez 27



Estudio comparativo In vitro de la inhibicion bacteriana del ajo elefante (Allium ampeloprasum complex) y ajo negro
(Allium sativum) sobre Escherichia coli ATCC® 25922

Figura 6. Patron de distribucion de los discos impregnados de extracto acuoso de ajo

negro, ajo elefante y controles (antibioticos) en el medio de cultivo.

8 Antimicrobiano
resistente

7. Antimicroblano
serzible

4 EAAN
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VIII. LIMITE DE ESPACIO.

La preparacion de material, la siembra, incubacion de la bacteria y las pruebas de
laboratorio, se llevaran a cabo en el Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en
Salud Animal (CIESA), ubicado en el Kilometro 15.5 Carretera Panamericana Toluca-
Atlacomulco, Toluca, Estado de México.

Localizacion:

Centro!interamericano gg
de/Recursos del Agua

@ [nstituto’de Ciencias
Agr?pg%uarlﬁy,Rurales

_.’{

]

.
.

‘\
‘ 2 |
A 7 - Centroidellnvestigacion
¢ yiEstudiosiAvanzados.-
.
‘\

2
/ A
Centro.Conjunto &

de Investigacionen

-
- \
-~

Centrode'Mejoramientoliss
s of GenéticolOvinole =

’
N

https://www.google.com.mx/maps/place/Centro+de+Investigaci%C3%B3n+y+Estudios+Avanzados+en+Salud+Animal/@18.263283
2,-100.5863011,8z/data=!4m8!1m2!2m1!1sCIESA!3m4!1s0x85d277526dd83a37:0x4af5c946af25868a!8m2!3d19.3992479!4d-
99.7130349

4
Fuente: Google maps.
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IX. LIMITE DE TIEMPO

El presente trabajo se realizé conforme a lo descrito en el siguiente cuadro:

ACTIVIDAD FECHA
Elaboracién del protocolo y revision Abril 2018
bibliogréafica
Aprobacioén del protocolo Julio 2019
Inicio de estudio Agosto 2019
Investigacion bibliografica Agosto a Septiembre 2019
Desarrollo del estudio Octubre 2019
Aprobacion del trabajo concluido Marzo 2020
Presentaciéon de examen Abril 2020
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X. RESULTADOS

Durante el presente trabajo se evaluaron a seis concentraciones de extracto acuoso de
ajo elefante (Allium ampeloprasma complex) y ajo negro (Allium sativum), como
inhibidores del crecimiento in vitro de Escherichia coli ATCC® 25922.

El extracto acuoso de ajo elefante en la concentracién 500 mg/mL mostré un halo de
inhibicion de 11.44+1.30 mm y la concentracion 250 mg/mL mostré un halo de inhibicion
de 7.14+£1.53 mm. sobre el crecimiento bacteriano de Escherichia coli ATCC® 25922,
mientras que la concentracion 125 mg/mL no mostré inhibicién en el crecimiento in vitro
de la bacteria. Las concentraciones de extracto acuoso de ajo negro no mostraron
inhibicion en el crecimiento bacteriano. En cuanto a los antibidticos utilizados como
referencia de inhibicion del crecimiento microbiano, la Sulfametoxazol-Trimetroprim tuvo
un promedio de inhibicion de 28.24+0.07 mm. y la Nitrofurantoina presenté un promedio
de inhibicién de 28.77+0.79 mm. (Cuadro 8).

Los halos de inhibicidén del extracto acuoso de ajo elefante (EAAE), extracto acuoso de
ajo negro (EAAN) y los antibioticos sobre el crecimiento de Escherichia coli ATCC®

25922, se clasificaron segun Multibac I.D.

Cuadro 6. Promedio de los halos de inhibicién de los antibi6ticos y los extractos

aCuosos.
Antibiético EAAE EAAN
il . SXT NF
Aislamiento 500 250 120 500 250 120
mg/mL mg/mL mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL
Escherichia coli 28.24+0.07 28.77+£0.79 11.44+1.30 7.14+1.53 0 0 0 0
ATCC 25922 mm. mm. mm. mm.

SXT: Sulfametoxazol/ Trimetroprim 25mcg (antibidtico sensible).
NF: Nitrofurantoina 300mcg (antibidtico resistente).
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De acuerdo a la medicidn del halo de inhibicion se observo que el extracto acuoso de ajo
elefante en la concentracion 500 mg/mL se encuentra en la categoria de intermedio (1),
la concentraciébn 250 mg/mL se encuentra en la categoria resistente (R), esto en
comparacion con los antibiéticos utilizados (Gutiérrez, 2014 *Multibac 1.D®) como se

muestra en los cuadros 9y 10.

Cuadro 7. Clasificacion del halo de inhibicién de los extractos acuosos sobre el
crecimiento de la Escherichia coli ATCC® 25922 en comparacion con el
Sulfametoxazol/ Trimetroprim

Antibiotic EAAE EAAN
(0]
Aislamiento SXT 500 250 120 500 250 120
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Esciirl:‘:h'a 28.24+0.07 | 11.44+1.30 | 7.14+1.53 0 0 o 0
ATCC® 25922 mm. mm. mm.
cLsI S | R R R R R

SXT: Sulfametoxazol/ Trimetroprim 25mcg; R<10 mm, | 11-15 mm y S=16mm.
Referencia: *Multibac 1.D®, (CLSI, 2012)

Cuadro 8. Clasificaciéon del halo de inhibicibn de los extractos acuosos sobre el
crecimiento de la Escherichia coli ATCC® 25922 en comparacion con la
Nitrofurantoina *Multibac |.D®.

Antibiotic EAAE EAAN
(0]
Aislamiento NF 250 120 500 250 120
500 mg/mL
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Escrgl:‘:h'a 28.77+0.79 | 11.44+1.30 | 7.14+153 0 0 0 0
ATCC® 25922 mm. mm. mm.
cLsI S R R R R R R

NF: Nitrofurantoina 300 mcg; R<14mm, | 15-16 mmy S=17mm.

Se muestra que la inhibicion in vitro del EAAE en una concentracion 500 mg/mL es de
10.23 mm (didmetro), en la concentracion 250 mg/mL es de 7.89 mm y en la
concentracion 125 mg/mL no mostro inhibicion, de la misma manera que el EAAN en
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ninguna de sus concentraciones se mostraron resultados a diferencia de los antibioticos,
Nitrofurantoina (NF) con 29.34 mm y Sulfametoxazol/Trimetroprim (SXT) con 28.19 mm
gue se exponen en la figura 7.

Figura 7. Cultivo de la Escherichia coli ATCC® 25922 in vitro con sensidiscos de extractos
acuosos de ajo elefante, negro y antibioticos en donde se observa el halo de inhibicion de
Nitrofurantoina y Sulfametoxazol/Trimetroprim.

EAAE
500 mg/mL
EAAN EAAN
125 mg/mL 250 mg/mL

Antibidtico resistente
(NF)

Antibiético sensible
(STX)

EAAE
EAAE 125 mg/mL
250 mg/mL

EAAN
500 mg/mL

(STX): Sulfametoxazol/Trimetroprim
(NF): Nitrofurantoina
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La inhibicion del crecimiento in vitro EAAE sobre E. coli ATCC® 25922 en una
concentracion de 500 mg/mL fue de 10.45 mm, en la concentracion 250 mg/mL fue de
7.53 mm y la concentracion 125 mg/mL no mostré inhibicidn, al igual que el EAAN no se
mostro inhibicidén del crecimiento de la cepa E. coli ATCC® 25922 (Figura 8).

Figura 8. Cultivo de la cepa Escherichia coli ATCC® 25922 con sensidiscos de extractos
acuosos de ajo en donde se observa inhibicion del crecimiento de extracto acuoso de ajo

elefante (EAAE).

EAAE
500 mg/mL
EAAN
EAAN 250 mg/mL
125 mg/mL
EAAE EAAE
250 mg/mL 125 mg/mL

EAAN

500 mg/mL

(EAAE): Extracto Acuoso de Ajo Elefante.
(EAAN): Extracto Acuoso de Ajo Negro.
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XI. DISCUSION.

De manera natural los seres vivos conviven en simbiosis con billones de microorganismos
como bacterias, hongos, levaduras y mohos, principalmente concentrados en el tracto
gastrointestinal y la piel. Estos microorganismos juegan un papel trascendental para la
salud, pero también constituyen un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades.
Existe la necesidad de crear una variedad de compuestos antimicrobianos que sean mas
efectivos y menos toxicos. En diversas investigaciones sobre el ajo, demostraron la
presencia de alicina la cual posee un amplio espectro de actividad antibacteriana contra
bacterias Gram negativas y Gram positivas como Salmonella, Escherichia coli, Klebsiella,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococus, Streptococcus, Proteus, Bacillus, Clostridium

y Micobacterium tuberculosis (Ramirez, 2016).

Uno de los principales riesgos de la transmisiébn de microorganismos patdgenos, es a
través del consumo de alimento contaminado. Entre microorganismos patégenos se
encuentran las bacterias como: Escherichia coli, Salmonella spp. Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Bacillus cereus, siendo, por esto, reconocidos como

microorganismos de vital importancia para la salud publica (Riveros y Ochoa, 2015).

Christensen et al., (2001) mencionan que los patégenos Gram positivos y patdgenos
Gram negativos se vuelven cada vez mas resistentes a uno o mas antibiéticos usados,
por lo que establecen la necesidad de nuevas alternativas en los tratamientos

antimicrobianos.

Por su parte, Lucero (1999) seiala que el "ajo elefante" es considerado una planta
hipotensora, el cual produce una disminucion significativa de la presion arterial sistélica
y diastolica. Lo mismo sefialé Hoffmann en 1992 para el Allium sativum. La planta no es

igual, pero contienen en su mayoria componentes similares. En el transcurso de ese afio
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Ankri y Milerman comprobaron que los extractos de ajo tienen actividad antibacteriana

sobre algunas enterobacterias de interés clinico como Escherichia coli.

En el 2014, Salazar demostrd el efecto antibacteriano del ajo sobre Escherichia coli
ATCC® 25922 , con una concentracion de extracto acuoso a 125 mg/mL, en ese estudio
el promedio de didametro en los halos de inhibicién es de 14.3 mm, en contraste en el
presente estudio el halo de inhibicion que manifestd el extracto acuso de ajo a una
concentracion de 500 mg/mL fue de 11.44 mm, sin embargo en comparacion con el
antibidtico que se utiliz6 como referencia esta inhibicion de crecimiento de Escherichia
coli ATCC® 25922 lo ubica en la categoria de resistente. Garcia y Herrera, en (2007)
también realizaron un estudio en el cual se evaluo la actividad antibacteriana del extracto
acuoso de tres especies de la familia Allium (Allium sativum, Allium fistulosum y Allium
cepa) sobre cinco cepas bacterianas, en su estudio encontraron que el extracto acuoso
de Allium cepa fue el que mostré mayor accion efectiva contra Escherichia coli al generar
halos de inhibicion de 15 mm de didmetro en promedio, en comparacion con el presente
estudio solo el extracto acuso de ajo elefante mostré inhibicién del crecimiento de la
Escherichia coli ATCC® 25922.

En micro bulbos de ajo (Allium sativum L.) Mujica y Mogollon en (2004), adicionaron
citocininas in vitro que son hormonas vegetales responsables de la division celular para
lo cual se utilizé un disefio completamente al azar con arreglo factorial regular 3 x 3 (tres
dosis de la citocinina combinadas con tres de sacarosa) con ocho réplicas, este disefio

es similar al establecido para este trabajo.

El principal efecto antimicrobiano de alicina se debe a su reaccién quimica con los grupos
tiol de las diferentes enzimas, ademas, se ha demostrado que el ajo ejerce una inhibicion
diferencial entre la micro flora intestinal y las enterobacterias y que esto se produce en
un grado mucho menor si el extracto se almacena entre 0 y 4 °C, lo que indica la

existencia de inestabilidad térmica en los componentes activos (Ramirez et al., 2016).
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El presente estudio puede ser utilizado como referencia de que el ajo elefante pone en
manifiesto cierta utilidad in vitro como antimicrobiano a una concentracion de 500 mg/mL
contra Escherichia coli ATCC® 25922 y el ajo negro no expreso actividad antimicrobiana
en ninguna de las tres concentraciones utilizadas para este trabajo. Por lo que abre
nuevas puertas para realizar mas estudios tanto in vivo como in vitro para reforzar la
inhibicién del crecimiento bacteriano en diferentes bacterias patdgenas probando otros

métodos de extraccion o aislando Unicamente los principios activos.

XIl. CONCLUSIONES.

La concentracion de 250 mg/mL y 500 mg/mL de extracto acuoso de ajo elefante (Allium

ampeloprasum complex) fueron capaces de inhibir el crecimiento de la bacteria
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Escherichia coli ATCC® 25922. Mientras que la concentracion de 125 mg/mL) no fue

suficiente para inhibir el crecimiento bacteriano.
Ninguna de las concentraciones de extracto acuoso (500 mg/mL; 250 mg/mL; 125

mg/mL) de ajo negro (Allium sativum) fueron capaces de inhibir el crecimiento bacteriano
de Escherichia coli ATCC® 25922.

XIll. SUGERENCIAS.

Realizar estudios en relacion con los diferentes métodos de extraccion de los principios

activos del ajo que provocan inhibicién antimicrobiana.
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Favorecer el cultivo de ajo en uso de suelos organicos libres de pesticidas para asi

garantizar un ajo de alta calidad y a su vez obtener un extracto eficaz.

De igual manera se sugiere hacer estudios referentes a la viabilidad y efectividad del

extracto de acuerdo al tiempo de almacenamiento.

Realizar estudios in vivo en animales como una opcioén natural de tratamiento preventivo.
Realizar pruebas con distintos tipos de ajo a diferentes concentraciones en bacterias que

tienen cierta resistencia a los antibiéticos comerciales.

Concluimos que el campo de estudio de la funcién antimicrobiana del ajo es amplio y

debe profundizarse més en conocer la sustancia que inhibe el crecimiento de bacterias.
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