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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
In vitro DEL AJO (Allium sativum) CONTRA Streptococcus pyogenes
MEDIANTE EL METODO POR DILUCION'

ROJAS CAMACHO PATRICIAZ; VILLCA VEGA RONALD?

RESUMEN

El presente trabajo de tipo prospectivo y descriptivo fue realizado en el laboratorio de Microbiologia de la Clinica Universitaria UCEBOL
con el fin de determinar la actividad antibacteriana del ajo contra el Strepcoccus Pyogenes. Para obtener el macerado de ajo (Allium
sativum) se utilizaron 3 tipos de solventes de distinta polaridad como son: agua destilada estéril, éter de petréleo 60-80 °C y etanol 96°C.
Se utilizé ajo (Allium sativum) de la variedad colorada y el antibiético bacitracina para la verificacién del Streptococcus pyogenes 'y su
respectiva comparacion con los extractos de ajo en los diferentes solventes. La actividad antibacteriana In vitro del ajo (Allium sativum)
se realizo sobre la cepa ATCC 19615 de Streptococcus pyogenes. Se obtuvo éptimos resultados con el extracto etilico lo que demuestra
que la concentracion minima inhibitoria que tiene el extracto etilico es de 12 mg/ml ya que a concentraciones menores existe desarrollo
del Streptococcus pyogenes.

ABSTRACT

The present prospective and descriptive study was conducted in the Microbiology laboratory of the UCEBOL University Hospital to determi-
ne the antibacterial activity of garlic against Strepcoccus pyogenes. In order to get the marinated garlic (Allium sativum) 3 types of solvents
of different polarities were used such as: sterile distilled water, petroleum ether 60-80 ° C and ethanol 96 ° C. Garlic of the red variety (Allium
sativum) was used and the antibiotic bacitracin for verification of Streptococcus pyogenes and its respective comparison with the garlic
extracts in different solvents. The in vitro antibacterial activity of garlic (Allium sativum) was performed on the ATCC 19615 strain of Strep-
tococcus pyogenes. The best results were obtained with the ethyl extract showing that the minimum inhibitory concentration that the ethyl
extract has is 12 mg / ml and that at lower concentrations there is development of Streptococcus pyogenes.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El empleo de las plantas medicinales con fines terapéuticos
ha estado siempre presente en la vida del hombre, y mantiene
una amplia validez a pesar del poderio y de la competencia de
la quimica farmacéutica, basada fundamentalmente en princi-
pios activos de sintesis.

Pasteur, considerado uno de los cientificos mas reconocido
dentro de la Medicina convencional, en el afio 1858 estudid
los efectos antibidticos del Allium sativum y quiso comprobar
el efecto antibacteriano en infecciones respiratorias del tracto
superior logrando excelentes resultados en su investigacion
(Saavedra, 2000). El Padre de la Medicina Hipdcrates, prescri-
bia bulbos de ajo para el tratamiento de un considerable nume-
ro de sintomas y/o enfermedades. Ademas los chinos también
utilizan el bulbo de ajo ingiriendo en ayunas para desintoxicar
el organismo desde hace 3 mil afios (Hidalgo, 2007).

También se ha podido comprobar el efecto antimicrobiano del
Allium sativum (ajo) a través de diversos estudios in vitro lle-
gando a determinar su componente antimicrobiano efectivo
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contra bacterias Gram positivas y Gram negativas llamado
alicina, muy util para el sistema respiratorio, digestivo y afec-
ciones de la piel (Pelayo, 2007). Debido al problema de re-
sistencia bacteriana por el uso indebido de antibiéticos como
resultado de la automedicacion, surge la necesidad de buscar
nuevas alternativas de tratamiento con la menor cantidad de
reacciones adversas posibles. Para ello se deberan realizar
ensayos in vitro e in vivo demostrando sus propiedades tera-
péuticas y su eficacia ante los distintos tipos de microorganis-
mos patdgenos -los cuales son causantes de infecciones a
nivel de las vias respiratorias del tracto superior- determinan-
do la (CIM) concentracion minima inhibitoria del antibacteriano
de origen vegetal para comprobar su eficacia (Pérez, 1998).

Allium sativum (ajo): Se trata de una hierba anual peren-
ne, caracterizada por crecer formando bulbos de hasta veinte
dientes o mas (Rubén, 1998). Su nombre botanico es Allium
sativum. El término Allium procede de la palabra celta all, que
significa ardiente o caliente, mientras que sativum es un tér-
mino latino que significa cultivado (Garcia et al., 2000). Se co-
noce desde tiempos remotos, habiéndose utilizado por la ma-
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yoria de las culturas, desde los antiguos egipcios, romanos,
griegos, hasta en la misma India u Oriente. Su origen se ubica
en Asia central, donde se extendié ampliamente y se encuen-
tra naturalizado en muchas partes del Mundo (Gomez, 2004).

Es una planta con hojas planas alargadas y una capa que
envuelve alrededor de las flores, las cuales son de un color
blanco verdoso o rosadas y se encuentran agrupadas en el
extremo de un largo tallo, el cual surge directamente del bulbo
de la flor. El bulbo es bien conocido, de color blanco cremoso,
compuesto de dientes cubiertos con bractes membranosas
(Fulder & Blackwood, 1997). La posicién taxondmica e identifi-
cacion del ajo segun Rubén (1998) es la siguiente: Division:
Magnoliophyta; Clase: Liliopsida; Subclase: Allioideae; Or-
den: Asparagales; Familia: Alliaceae; Género: Allium; Espe-
cie: sativum ; Nombre binomial: Allium sativum L.

Nombres comunes (en otros idiomas): ajo (espafiol), garlic
(english), Knoblauch (aleman), ail (francés), aglio (italiano).

El ajo aumenta la actividad de las células defensivas del orga-
nismo como antibiotico natural (Pamplona, 1997). Actualmen-
te estan documentadas muchas de sus propiedades, entre las
que destacan su accioén: antioxidante, hipolipemiante, antia-
terogénica, antitrombotica, hipotensora, antimicrobiana, anti-
fungica, anticarcinogénica, antitumorogénica e inmunomodu-
ladora. Todas estas propiedades farmacoldgicas se atribuyen
principalmente a sus componentes azufrados (Lopez, 2007).

Cuadro 1. Composicion quimica del ajo (Allium sativum)
por cada 100 gramos

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

Fuente: (Garcia et al., 2000).

Cuadro 2. Compuestos azufrados del ajo

Compuesto Actividad biologica

Aliina Hipotensora, hipoglucemiante
Previene la formacion de coagulos, ayu-
da a disolverlos.

Ajoeno

Antiinflamatorio, vasodilatador, hipoten-
sor, antibiotico.

Alicina y Tiosulfatos | Antibiético, antifungico, antiviral

Hipocolesterolemia, previene la ateroes-
clerosis, antitumoral, antidiabética, hipo-
tensora.

Alil mercaptano

Hipocolesterolemia. Aumenta la produc-
Sulfuro de dialilo y|cién de enzimas desintoxicantes, anti-
afines cancerigeno. Previene los dafios quimi-
cos del ADN.

S- glil- cisteina Hipocolesterolemia, antioxidantes, qui-

mioprotectores frente al cancer.

Fuente: (Souci et al., 1994).

Cuadro 3. Compuestos no azufrados del ajo.

Compuesto Actividad biolégica
Hipotensora, vasodilatadora, miorela-
) jante. Estimula la sintesis de hormonas
Adenosina esteroidicas.
Estimula la liberacion de glucagén
Fructanos Efectos cardioprotectores
Fraccion  proteica | Estimula el sistema inmune por medio
F-4 de macréfagos y células esplénicas.
Estabiliza los mastocitos. Ejerce por
Quercitina tanto efectos beneficiosos en el asma
y la alergia.
SEEITES (Qtomna Hipotensoras. La Gitonina F es anti-
F, Eurobosico B) . ) e
. virica, el Eurobosico B es antifungico.
Escordina
Selenio Antioxidantes, antiinflamatorios
Acidos fendlicos Antiviricos, antibacteriano.

Fuente: (Drago et al., 2006).

Familia Streptococcacea: Esta familia de bacterias consti-
tuye la causa de las enfermedades mas difundidas de mayor
morbilidad en los seres humanos, abarca un gran niumero de
especies saprofitas, asi como patdégenas y no patégenas, al-
gunas forman parte de la flora normal de la boca y el intestino
humano (Koneman et al., 1999).

Rodriguez (2000), sefiala que estas bacterias se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza y pueden hallar-
se en la leche, productos lacteos, el agua, polvo, vegetales
y tracto respiratorio e intestinal normales de varios animales,
inclusive en el hombre. Son bacterias grampositivas catalasas
negativas, que tienden a desarrollarse en pares y cadenas,
no poseen esporas, son inmdviles, anaerobias facultativas y
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algunas especies son estrictas requieren para su crecimiento
diéxido de carbono es necesario el uso de medios enrique-
cidos con sangre o suero para su aislamiento, fermentan los
hidratos de carbono con produccion de acido lactico, son se-
paradas de manera arbitraria en alfa-hemoliticas, beta- hemo-
liticas y no hemoliticas (Murray et al., 1997).

Streptococcus pyogenes

Estos microorganismos son cocos grampositivos que normal-
mente se disponen en parejas o en cadenas, la mayoria de
estas especies son anaerobios facultativos, y algunos crecen
solo en una atmaésfera enriquecida con didéxido de carbono.
Streptococcus pyogenes se encuentra clasificado en el grupo
A de los Streptococcus, son la causa mas frecuente de farin-
gitis bacteriana (Myrvik & Weiser, 1991). Es el patégeno hu-
mano principal relacionado con invasién local, generalizada
y trastornos inmunitarios posestreptococicos. En forma tipica
producen zonas grandes de hemolisis de 1cm de diametro y
alrededor de las colonias mayores de 0.5 mm de didmetro,
son positivos a PYR (hidrdlisis de L-pirrolidonil-2-naftilamida)
y en general son susceptibles a la bacitracina (Jawetz et al.,
1992).

Los estreptococos del grupo hemolitico producen enzimas las
cuales son: estreptocina llamada fibrinolisina, capaz de acti-
var una proenzima, existente en el plasma normal, y producir
una enzima fibrinolitica; es decir pueden destruir la fibrina el
cual es un componente esencial del coagulo sanguineo. La
estreptodornasa, con accion litica sobre exudados que se for-
man en procesos infecciosos. La accién de la hialuronidasa
permite un aumento de la permeabilidad de los tejidos al paso
del microorganismo. Otras enzimas que se encuentran dentro
del grupo hemolitico son: nucleasa, nucleotidasa, proteinasa,
y beta- glucoronidasa (Huapaya, 2007).

Sustancias derivadas del ajo

En afos recientes se ha logrado obtener una sustancia deriva-
da del Allium sativum (ajo) a la que se ha denominado ajoeno.
Su accioén abarca un amplio espectro. Han sido demostrados
sus efectos antiviral, antimicrobiano, antiprotozoario, anti-
mutagénico y modulador de las funciones dependientes de
membrana en las células del sistema inmune (Gonzales et al.,
1998). En estudios realizados en diferentes laboratorios del
mundo, se ha visto que el ajo (Allium sativum) contiene com-
puestos como la alicina y la alistatina de comprobada accion
antibacteriana y ejerce una accién inhibitoria sobre el creci-
miento de géneros bacterianos tan diversos como: Aerobacter
sp., Aeromonas sp, Bacillus sp., Citrella sp., Citrobacter sp.,
Clostridium sp., Enterobacter sp., Escherichia sp., Klebsiella
sp., Lactobacillus sp., Leuconostoc sp. , Micrococcus sp., My-
cobacterium sp., Proteus sp., Providencia sp. Pseudomonas
sp., Salmonella sp., Serratia sp., Shigella sp, Staphylococcus
sp., Streptococcus sp., y Vibrio sp (Sivam, 2001 citado por
Garcia & Herrera, 2007)

En el Laboratorio de Micologia, Instituto de Biomedicina, San
Nicolas a Providencia, San José, Caracas, Venezuela se eva-
lud la sensibilidad in vitro de un aislamiento de Trichophyton
rubrum y un aislamiento de Trichophyton mentagrophytes
frente al ajoeno, encontrandose que este compuesto logro
inhibir el crecimiento de ambos aislados mostrando una con-

centracion minima inhibitoria de 60 ug/mL y una concentracion
minima fungicida de 75 ug/mL (Gonzales et al., 1998).

MATERIALES Y METODOS

El trabajo fue efectuado en la ciudad de Santa Cruz de la Sie-
rra en el laboratorio de Microbiologia de la Clinica Universita-
ria (UCEBOL) situada al norte en el km 5% La duracion de
esta investigacion fue de ocho meses desde Octubre del 2008
hasta Junio del 2009.

La poblacién objetivo estd comprendida por las plantas de
ajo de la especie de Allium sativum L. de la familia Alliaceae
procedentes del mercado Abasto.

El presente trabajo es de tipo: Prospectivo y Descriptivo.

Para realizar la determinacion de la concentraciéon minima in-
hibitoria del ajo, se realizaron ensayos por diluciéon para deter-
minar la concentracién adecuada de principio activo extraido
del ajo.

La cepa de Streptococcus pyogenes que corresponde a la
ATCC 19615 utilizada fue obtenida y certificada por el Labora-
torio de Referencia en Bacteriologia clinica INLASA (Instituto
de Laboratorios de Salud) de La Paz.

Se recolect6 el bulbo de ajo (Allium sativum) de la variedad
colorada en el Mercado Abasto de la ciudad de Santa Cruz.
El estudio taxondmico del bulbo se realizé en el Museo de
Historia Natural Noel Kempff Mercado, certificando la familia,
especie de la planta en estudio.

Descripcion del procedimiento

Se utilizé 3 tipos de solventes de diferente polaridad: agua
destilada estéril (elevada polaridad), etanol 96 °C (intermedia
polaridad), éter de petréleo 60-80 °C (baja polaridad).

1° Fase
Preparacion del medio cultivo

» Se preparo 40 g de TSA (agar tripticasa soja) y se reconsti-
tuyé el medio en 100 mL de agua destilada mezclando bien
sin formar grumos y se procedio al enriquecimiento del me-
dio agregando 5 mL de sangre de carnero por cada 100 mL
de medio TSA manteniendo la temperatura menor a 40 °C
se realizo el fraccionamiento del medio en tubos de vidrio.

2° Fase
Siembra de la bacteria

» Se realizo la siembra de la cepa de Streptococcus pyoge-
nes que corresponde a la ATCC 19615 sobre el medio s6-
lido TSA esteéril enriquecido con sangre de carnero al 5%
depositandolo en un area pequefia de la superficie de la
placa préxima al borde. Extendiendo el inéculo formando
estrias muy juntas sobre la superficie de la placa.

» Luego se procedio llevar a incubacién de forma invertida en
la estufa durante 18 horas en condiciones de anaerobiosis;
a una temperatura de 35° C.

3° Fase

Preparacion de la suspension bacteriana

* En un tubo estéril se agregd 1ml de solucion fisioldgica es-
téril y a temperatura ambiente.
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» Se procedié a tomar una parte de colonias aisladas de la
siembra con un hisopo estéril humedecido con solucion fi-
siologica.

» Se comparé la suspension con la escala a la 0.5 de Mc
Farland.

4° Fase
Preparacion de los macerados

+ Se utilizd 3 ml de cada tipo de solventes: agua destilada
estéril, etanol 96 °C, éter de petréleo 60-80 °C.

* En un tubo estéril se prepard 3 ml de solvente y 2 g de ajo
pelado vy triturado. Dejando macerar durante 5 dias al res-
guardo de la luz.

5° Fase
Dilucion en tubo de los macerados

» Se preparo las diluciones en tubos de vidrio con los 3 tipos
de macerados obtenidos en la 4° fase. Los 3 solventes uti-
lizados fueron: agua destilada estéril, etanol 96 °C, éter de
petréleo 60-80 °C.

* Tubo1
- Se coloco 700 pl de solvente y 300 pl del macerado de la 4°
fase y posteriormente se procedié al mezclado.

¢ Tubo 2

- Se agrego 500 pl de solvente y se tomd una alicuota de 500
pl del macerado del tubo 1 y posteriormente se procedié al
mezclado.

* Tubo 3

- Se afadié 500 pl de solvente y se tomo una alicuota de 500
pI del macerado del tubo 2 y posteriormente se procedié al
mezclado.

* Tubo 4

- Se midié 500 pl de solvente y se tomé una alicuota de 500
pl del macerado del tubo 3 y posteriormente se procedié al
mezclado.

* Tubo 5

- Se procedi6é a medir 500 pl de solvente y se tomé una ali-
cuota de 500 pl del macerado del tubo 4 y posteriormente
se procedioé al mezclado (Anexo 8).

6° Fase
Preparacion de los macerados en medio soélido por dupli-
cado

- Se prepard en medio sélido por duplicado con los mace-
rados obtenidos con diferentes solventes (agua destilada
estéril, etanol 96 °C, éter de petréleo 60-80 °C) que fueron
sometidos a diluciones.

* Tubo1

— Se agrego 100 pl del macerado obtenido del tubo 1 de la 5°
fase junto con 20 pl de suspension bacteriana y a esto se
agrego 900 ul de agar sangre no solidificado, se mezclé y
se dejo solidificando.
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Tubo 2

Se colocé 100 ul del macerado obtenido del tubo 2 de la 5°
fase junto con 20 pl de suspension bacteriana y a esto se
agrego 900 ul de agar sangre no solidificado, se mezclo y
se dejo solidificando.

* Tubo 3

Se midié 100 pl del macerado obtenido del tubo 3 de la 5°
fase junto con 20 pl de suspension bacteriana y a esto se
adjunt6 900 pl de agar sangre no solidificado, se mezclé y
se dejo solidificando.

* Tubo 4

Se afiadié 100 pl del macerado obtenido del tubo 4 de la 5°
fase junto con 20 pl de suspension bacteriana y a esto se
agreg6 900ul de agar sangre no solidificado, se mezcld y se
dejo solidificando.

*Tubo 5

Se prepard 100 ul del macerado obtenido del tubo 5 de la
5° fase junto con 20 pl de suspension bacteriana y a esto
se agrego 900 pl de agar sangre no solidificado, se mezclo
y se dejo solidificando.

Se llevo los 3 tipos de macerados en medio sélidos a incu-
bacion en la estufa durante las 18 horas a 35 °C en condi-
ciones de anaerobiosis.

7ma Fase
Dilucién del macerado etilico

Tubo 1
Se midié 1400 pl de etanol 96 °C y se agreg6 600 pl del
macerado de ajo posteriormente se mezclé.

Tubo 2
Se agrego 2000 pl de etanol 96 °C y se saco 2000 pl de
macerado del tubo 1 se mezclé.

Tubo 3
Se colocd 2000 pl de etanol 96 °C y se sacé 2000 pl de
macerado del tubo 2 se mezclé.

Tubo 4
Se tomd 2000 pl de etanol 96 °C y se sac6 2000 ul de ma-
cerado del tubo 3 se mezclé.

Tubo 5
Se prepar6 2000 pl de etanol 96 °C y se tomo 2000 ul de
macerado del tubo 4 procediendo al mezclado.

Tubo 6
Se midio 160 pl de etanol 96 °C y se saco6 3840 ul de mace-
rado del tubo 5 y luego se mezclo.

* Tubo 6.1.

Se prepard con 1000 ul de etanol 96 °C y se tomo 1000 pl
de macerado del tubo 6 y se homogeneizo.

Tubo 7
Se midié 500 ul de etanol 96 °C y luego se adjunté 1500 pl
de macerado del tubo 6 y luego se mezclé.



UCEBOL

UNIVERSIDAD CRISTIANA DE BOLIVIA

8va Fase
Siembra en profundidad en placa por duplicado

Caja Petri 1

» Se coloco 500 pl del macerado del tubo 5 en la 9° fase y se
agrego 100 pl de suspensién bacteriana, se adjunto 4500 pl
del agar sangre no solidificado, se homogenizé hasta que
se solidificé.

Caja Petri 2

» Se preparé 500 pl del macerado del tubo 6 en la 9° fase
y se agregdé 100 pl de suspension bacteriana. Se adjun-
té 4500 pl del agar sangre no solidificado, se homogenizo
hasta que se solidifico.

Caja Petri 2.1.

» Se midi6 500 pl del macerado del tubo 6.1 en la 9° fase y se
agrego 100 pl de suspension bacteriana. Se adjunté 4500
pl del agar sangre no solidificado, se homogenizd hasta
que se solidifico.

Caja Petri 3

* Se prepard 500 ul del macerado del tubo 7 en la 9° fase
y se agregdé 100 pl de suspension bacteriana. Se adjun-
t6 4500 pl del agar sangre no solidificado, se homogenizd
hasta que se solidificé.

» Sellevaron aincubar las cajas Petri forma invertida. a 35 °C
durante 18 horas en condiciones de anaerobiosis.

9na Fase
Preparacion de los controles

» Control de esterilidad, se anadio 4500 pl (caja Petri) o
900 pl en (tubo) de agar sangre no solidificado y se dejé in-
cubando durante 18 horas a 35 °C en condiciones de anae-
robiosis.

» Control del solvente, se afiadio 4500 pl (caja Petri) o 900
pl en (tubo) de agar sangre no solidificado y 500 pl (caja Pe-
tri) o 100 pl (tubo) de los diferentes solventes (agua destila-
da estéril, alcohol etilico 96 °C, éter de petréleo 60-80 °C) y
se dejo incubando durante 18 horas a 35 °C en condiciones
de anaerobiosis.

» Control del crecimiento, en una caja Petri estéril se afa-
di6 4500 pl (caja Petri) o 900 pl (tubo) de agar sangre no
solidificado y 100 pl (caja Petri) o 20 pul (tubo) de la suspen-
sion bacteriana al 0.5 de Mc Farland preparada de la cepa
ATCC 19615 que corresponde a la especie Streptococcus
pyogenes y se dejo incubando durante aproximadamente
18 horas a 35 °C en condiciones de anaerobiosis.

Variables estudiadas

* Actividad antibacteriana porque, la actividad antibacte-
riana no siempre esta presente en todos los extractos de
plantas.

+ Solventes: agua destilada estéril, éter de petréleo 60-80
°C y etanol al 96 °C porque, los solventes cumplen la fun-
cion de extraer los principios activos que se encuentre en

la muestra, por afinidad segun las polaridades que estos
presenten.

» Laconcentracion minima inhibitoria porque, no todos los
principios activos tendran la misma capacidad inhibitoria a
iguales concentraciones.

Analisis estadistico

Para el estudio de las variables se aplicé la herramienta de
estadistica descriptiva, realizando la tabulacion de resultados
y disefio de graficos con el programa de Microsoft Excel ver-
sion 2007.

RESULTADOS Y DISCUSION

Controles de Calidad Internos

El control de crecimiento permite evaluar la viabilidad de la
bacteria sobre el medio de cultivo empleado. El control de es-
terilidad permite evaluar las condiciones asépticas del trabajo.
El control del solvente permite demostrar que el solvente no
aporta carga microbiana (Figura 3).

Cuadro 4. Prueba de controles internos de calidad

CONTROLES RESULTADO

CONTROL DE CRECIMIENTO
CONTROL DE ESTERILIDAD
CONTROL DE SOLVENTE

DESARROLLO
SIN DESARROLLO
SIN DESARROLLO

Control de crecimiento Control de solvente Control de es-
terilidad

Figura 3. Controles de calidad internos
Fuente: elaboracion propia

El control de crecimiento, indica la viabilidad del microorganis-
mo, en caso de no desarrollarse es un indicio que el microor-
ganismo no es viable. En este ensayo la bacteria se desarrollo
adecuadamente.

El control del solvente, se realiza para demostrar que no exis-
te aporte microbiano. Por lo tanto no debe existir desarrollo
microbiano. Para la realizacién del trabajo, la bacteria no se
desarrollé con el solvente, demostrandose que no existié una
contaminacion en el solvente.

El control de esterilidad, se realiza para demostrar que no exis-
te contaminacion en las condiciones de trabajo efectuadas. En
lo resultados obtenidos se encontré que no existe desarrollo
de microorganismo alguno, por lo tanto las condiciones de tra-
bajo fueron realizadas en condiciones de esterilidad.

Ensayo en tubo del macerado con agua destilada estéril
en medio sélido por duplicado.

La actividad del macerado acuoso frente a la bacteria Strep-
tococcus pyogenes a concentracion de hasta 20 mg/ml, no
presentd una actividad inhibitoria en ninguna de las concen-
traciones realizadas (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Macerado en tubo de Allium sativum obtenido
con agua destilada estéril, a concentraciones de 20, 10, 5,
2.5, 1.25 mg/ml con medio sélido por duplicado.

CONCENTRACION sleliEdis
AGUA DESTILADA ESTERIL
20 mg/ml 100
10 mg /ml 100
5 mg/ml 100
2,5 mg/ml 100
1,25 mg/ml 100
0 = Sin desarrollo bacteriano

100 = Con desarrollo bacteriano

Investigaciones realizadas por Guiamet et al. (2006), afirman
que la ausencia de actividad en el caso especifico de Allium
sativum puede deberse a que la alicina y ajoeno, metaboli-
tos de marcada actividad antibacteriana, son compuestos que
tienen limitada actividad en los extractos obtenidos por hidro-
destilacion. Esto sin olvidar que los microorganismos gram po-
sitivos esporulados, como es el caso de Bacillus, han demos-
trado siempre mas resistencia a los antimicrobianos.

Ensayo en tubo del macerado con etanol 96 °C en medio
sélido por duplicado.

El macerado etilico frente al Streptococcus pyogenes no pre-
sentd actividad inhibitoria a concentraciones de 1.25, 2.5, 5
y 10 mg/ml., pero a la concentracion de 20 mg/ml, presento
inhibicion del crecimiento bacteriano. Pudiendo tener actividad
inhibitoria entre los limites de 10 a 20 mg/ml (Cuadro 6).

Cuadro 6. Macerado en tubo de Allium sativum obtenido
con alcohol etilico a 96 °C, a concentraciones de 20, 10, 5,
2.5, 1.25 mg/ml con medio sélido por duplicado.

N SOLVENTE
CONCENTRACION ETANOL

20 mg/ml 0

10 mg /ml 100

5 mg/mi 100
2,5 mg/ml 100
1,25 mg/ml 100

0 = Sin desarrollo bacteriano

100 = Con desarrollo bacteriano

De acuerdo a Brown (2001), en la Bath spa University College
(UK) se realiz6 una investigacion con un método cuantitativo,
que implicaba el recuento de colonias para evaluar los efectos
antibidticos de los ajos (Allium sativum) sobre las bacterias
que originan toxiinfecciones alimentarias. Se investigd duran-
te tres dias el efecto de diferentes concentraciones de ajo, que
variaban desde un 0% a un 20% sobre una base de carne de
pollo que habia estado inoculada con Escherichia coli o con
Staphylococcus aureus. El numero de bacterias se redujo a lo
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largo de este periodo de incubacion a medida que aumentaba
la concentracion de ajo. El calentamiento del ajo durante 30
minutos a 100 °C destruia su actividad antibacteriana.

Ensayo en tubo del macerado con éter de petréleo de 60-
80 °C en medio soélido por duplicado.

La actividad del extracto etéreo frente a la bacteria de manera
analoga al anterior no presentd actividad a concentracion de
hasta 20 mg/ml, por tanto a las concentraciones realizadas no
se evidenci6 actividad inhibitoria (Cuadro 7).

Cuadro 7. Macerado en tubo de Allium sativum obtenido
con éter de petréleo de 60-80 °C, a concentraciones de 20,
10, 5, 2.5, 1.25 mg/ml con medio soélido por duplicado.

R SOLVENTE
CONCENTRACION ETER DE PETROLEO

20 mg/ml 100

10 mg /ml 100

5 mg/ml 100
2,5 mg/ml 100
1,25 mg/ml 100

0 = Sin desarrollo bacteriano

100 = Con desarrollo bacteriano

De acuerdo a los estudios realizados por Troncoso (2001), el
ajo actua contra las bacterias que provocan intoxicacion ali-
mentaria en el sistema digestivo humano a partir de su com-
puesto alicina. Refirid que la accién in vitro actua contra los
microorganismos: Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Tricomonas, Escherichia coli, Salmonella, Vibrio cholerae,
Herpes simples, Influenza B, asi como algunas bacterias
grampositivas y gramnegativas, hongos (dermatofitos y leva-
duras). Se ha comprobado ademas clinicamente su eficacia
en tratamientos de disenteria bacilar, con un 67 por ciento de
eficacia, y amebiana, con un 88 por ciento de eficacia.

Ensayos In vitro en caja Petri por duplicado de los mace-
rados etilicos de 96 °C.

Los ensayos In vitro en duplicado del macerado etilico, mos-
traron actividad inhibitoria a concentraciones de 18, 16, 14
y 12 mg/ml, siendo inactivo a la concentracion de 10mg/ml
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Macerados de Allium sativum obtenidos con
etanol a concentraciones de 18, 16, 14, 12 y 10 mg/ml.

CONCENTRACION
18 16 14 mg/ 12 10
mg/ml | mg/ml ml mg/ml | mg/ml
CRECIMIENTO 1 0 0 0 0 100
CRECIMIENTO 2 0 0 0 0 100

0 = Sin desarrollo bacteriano
100 = Con desarrollo bacteriano
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En estudios realizados por Hall et al. (2002), en extracto de
ajo fresco, la actividad antibacteriana ha sido probada con-
tra Staphylococcus, Streptococcus, Brucellas, Bacillus, Vibrio,
Klebsiella, Proteus, Escherichia, Salmonella' y Aeromonas.

Segun Tsao & Yin (2001), las investigaciones relacionadas con
la actividad antiinfecciosa del ajo son numerosas y abarcan un
amplio espectro de gérmenes. En principio, la alicina le brinda
a esta planta proteccion frente a agentes contaminantes, ya
que se han comprobado in vitro efectos antibacterianos y anti-
micoticos sobre gérmenes fitopatdgenos.

El mecanismo de accion antimicrobiana de los extractos de
ajo estaria en relacion con alguno de los mecanismos involu-
crados en la actividad inmunomoduladora: estimulacién fago-
citaria de macrofagos, estimulacion linfocitaria e inhibicion de
la sintesis del ARN.

Las bacterias mas sensibles a los componentes sulfurados
del ajo resultaron ser Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Proteus vulgaris, Salmonella typhi, Providencia sp., Citrobac-
ter sp., Klebsiella pneumoniae, Hafnia sp., Aeromonas sp., Vi-
brio cholerae y Bacillus subtilis, Helicobacter pylori. Respecto
a Pseudomonas aeruginosa un ensayo con extracto en polvo
de ajo no reveld actividad, en cambio otro estudio realizado
con el aceite obtenido por destilacion rico en dialil-disulfuro,
ha resultado positivo.

Ensayo In vitro en caja Petri del macerado con etanol 96
°C en medio sélido por duplicado.

Los ensayos In vitro de los macerados etilicos de 96 °C a di-
ferentes concentraciones indicaron una concentracion minima
inhibitoria de 12.0 mg/ml contra el Streptococcus pyogenes
(Cuadro 9).

Cuadro 9. Ensayos In vitro en caja Petri por duplicado de
los macerados etilicos de 96 °C a concentraciones de 12,
11.5, 11.0, y 10.5 mg/ml

CONCENTRACION
12 11,5 1 10,5 mg
mg/ml mg/ml mg/ml ml
CRECIMIENTO 1 0 100 100 100
CRECIMIENTO 2 0 100 100 100

0 = Sin desarrollo bacteriano
100 = Con desarrollo bacteriano

Segun Domingo & Lépez (2003), las propiedades antimicro-
bianas del ajo se deben a la alicina (dialil sulfato) una sustan-
cia que se forma a partir de la accién de la enzima aliinasa, ac-
tuando sobre la aliina que forma parte de los dientes de ajo, al
machacarlos, esta actividad se confirmo frente a: Escherichia
coli, Staphylococcus aureus y otros patdgenos, al igual que
se resalta que se puede alcanzar menores concentraciones
minimas inhibitorias cuando se obtiene vapores de ajo con-
centrados en aceite vegetal.

Segun investigaciones realizadas por Peréz (2002), sobre la
actividad antimicrobiana del ajo (Allium sativum) se debe a un

aceite llamado disulfuro oxido de dialilo que se obtiene por
destilacion al vapor dicho aceite es utilizado para el tratamien-
to de algunas bacterias. Por otro lado estudios recientes han
demostrado que el jugo de ajo inhibe el crecimiento de bacte-
rias del género Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Baci-
llus sp. (incluyendo B. dysenteriae y B. enteritidis) y Vibrio sp.
(V. cholerae) diluido a 1:125,000 y muestra un amplio espec-
tro de actividad contra hongos y muchas cepas de levaduras
(Candida albicans).

CONCLUSIONES

*  Se obtuvieron macerados de ajo con solventes de dife-
rente polaridad para determinar el solvente que arrastre
con facilidad los compuestos azufrados con actividad an-
tibacteriana, el cual el solvente que tenia mayor afinidad
con los principios activos del ajo es el alcohol etilico de
96 °C porque fue con el que se obtuvo la concentracion
minima inhibitoria.

*  Los controles internos demostraron que la cepa tenia una
adecuada viabilidad ademas que las condiciones de tra-
bajo fueron desarrolladas de manera estéril.

*  De los solventes empleados con agua y éter de petroleo,
no se presentd ninguna actividad antibacteriana frente a
Streptococcus pyogenes a concentraciones de hasta 20,0
mg/ml. Con el solvente de etanol a 96 °C presento una
concentracion minima inhibitoria de 12,0 mg/ml, frente a
la misma bacteria.

»  Se verificd la actividad e interaccion mediante el control
del solvente que puedan tener entre el medio de cultivo y
el solvente con respecto a la actividad antibacteriana. El
cual se obtuvo un resultado 6ptimo con los tres solventes
al no haber ningiin cambio en el medio de cultivo.

RECOMENDACIONES

»  Se sugiere tomar en cuenta los valores de las concentra-
ciones minima inhibitoria para la elaboraciéon de formas
farmacéuticas destinadas al consumo humano, emplean-
do alcohol etilico como solvente ya que otorga una con-
centracion minima inhibitoria reducida en comparacion a
los otros solventes.

» Para la aplicacién de estos resultados, se necesitaria
comprobar su eficacia In vivo en animales de experimen-
tacion. Considerando que los resultados obtenidos pro-
porcionan informacién valiosa acerca de la efectividad
del Allium sativum in vitro sobre la bacteria Streptococcus
pyogenes.

* Al mismo tiempo se sugiere amplificar la accion del es-
pectro antibacteriano que puede cumplir el bulbo de esta
planta. Ademas diversos estudios atribuyen principalmen-
te la actividad quimiopreventiva a los derivados organo-
sulfurados del ajo, incluyendo la S-alilcisteina, han sido
capaces de retrasar el crecimiento de tumores inducidos
quimicamente y transplantados en diversos modelos ani-
males.

«  Por ultimo, in vitro la alicina ha demostrado ser activa con-
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tra bacterias grampositivas y gramnegativas, aunque en
esta accién parece que también contribuyen los ajoenos
y el trisulfuro de dialilo y sus principios activos, que son
una fuente importante de farmacos en los que ya trabaja
la industria, por tanto se sugiere que se trabaje con estos
compuestos purificados para demostrar su accién anti-
bacteriana.
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