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RESUMEN

En el presente estudio, el efecto antibidtico de extractos acuosos de Allium
sativum (ajo), y Coriandrum sativum (cilantro), en 3 concentraciones diferentes
(250 mg / ml, 100 mg / ml y 62 mg / ml), bajo diferentes condiciones de
temperatura, se evaludé, en comparacion con el gentamicina y ampicilina
antibidticos contra ATCC cepas bacterianas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella entérica serovar typhi y Salmonella entérica
serovar choleraesuis. También se evalu6 el posible uso de los extractos
naturales como desinfectantes en alimentos sin procesos previos de coccidn

(ensaladas).

Los extractos fueron sometidos a 35°C, 50°C y 90°C durante 10 minutos. El
extracto de culantro, en las condiciones en que se realizd la prueba, no mostrd
efecto antibiético contra ninguno de los microorganismos utilizados en la
investigacion. El extracto acuoso de ajo mostré baja actividad antibiética ante
cepas de Salmonella enterica serovar choleraseuis ATCC 7001, Salmonella
enterica serovar typhi, Escherichia coli ATCC 25922 y Escherichia coli
productora de BLEE. El extracto de ajo mostré una actividad antimicrobiana
significativa frente a las cepas bacterianas de Staphylococcus aureus (MRSA) y
Staphylococcus aureus ATCC 25923. El estudio muestra que, para obtener
didmetros de halos de inhibicién similares a los obtenidos con el antibiético
gentamicina, se debe utilizar concentraciones del extracto superiores 250
mg/mL. El estudio demuestra también que la mayor actividad antibidtica se
produce cuando el extracto de ajo es sometido a una temperatura de 35°C

durante 10 minutos.

Posteriormente, el extracto de ajo, en concentracion de 100 mg/mL fue puesto
en contacto con muestras de alimentos (ensaladas) por periodo de 15 minutos.
Después se realizé un analisis microbiolégico de las muestras de alimentos en
placas Petrifiilm ®, antes y después del contacto con el extracto de ajo. Una vez
realizados los contajes se observd que el extracto de ajo fue capaz de disminuir

el nimero de colonias de microorganismos mesofilos aerobios y también de



mohos y levaduras, lo que demuestra que estos microorganismos son

sensibles al extracto acuoso de ajo,



ABSTRACT

In the present study, the antibiotic effect of aqueous extracts of Allium sativum
(garlic), and Coriandrum sativum (coriander), in 3 different concentrations (250
mg/mL, 100 mg/mL and 62 mg/ mL), under different conditions of temperature,
was evaluated, compared with the antibiotics gentamicin and ampicillin against
ATCC bacterial strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella
enteric serovar typhi and Salmonella entérica serovar choleraesuis. Also was
evaluated the possible use of such extracts as natural disinfectants on food with

no prior process of cooking (salads).

The extracts were subjected to 35°C, 50°C and 90°C for 10 minutes. Coriander
extract, under the conditions in which the test was conducted, didn't show
antibiotic effect against none of the microorganisms used in this investigation.
The aqueous garlic extract showed low antibiotic activity against strains of
Salmonella enteric serovar choleraseuis ATCC 7001, Salmonella enteric
serovar typhi, Escherichia coli ATCC 25922 and Escherichia coli ESBL-
producing. Garlic extract showed significant antimicrobial activity against
bacterial strains of Staphylococcus aureus (MRSA) and ATCC 25923 strain.
The study shows that, to get diameters of inhibitory halos equal to those
obtained with the antibiotic gentamicin, should be use concentrations above 250
mg/mL of the aqueous garlic extract. The study also demonstrates that the
highest antibiotic activity occurs when the garlic extract is exposed at 35°C for

10 minutes.

Garlic extract, at a concentration of 100 mg/mL was placed in contact with
salads for a period of 15 minutes, then a microbiological analysis of food
samples before and after contact with garlic extract was performed using
Petriflm ® plates. After counting the colonies, was observed that the extract
was capable of decrease the number of aerobic mesophile and also molds and
yeasts colonies, proving that these microorganisms are sensitive to the

aqueous garlic extract.



CAPITULO 1

ASPECTOS PRELIMINARES

1.1 INTRODUCCION

Para la comunidad cientifica inmersa en las &reas de la Salud y de seguridad alimentaria,
la busqueda de nuevas alternativas antibiéticas se ha convertido en toda una prioridad en
la dltima década, puesto que los casos de cepas bacterianas resistentes a multiples
antibiéticos han ido en aumento, lo que dificulta el control de las enfermedades infecciosas,
asi como también incrementa los costos de atencion sanitaria. Ademas la resistencia a los
antibioticos prolonga la duracién de las enfermedades y aumenta el riesgo de muerte; por
ejemplo, se calcula que las personas infectadas por Staphylococcus aureus resistentes a
la meticilina tienen una probabilidad de morir un 64% mayor que las infectadas por cepas

no resistentes (Velazquez, M ME. 2005).

Ultimos estudios de la OMS revelan que son muchos los paises que carecen de
instrumentos fundamentales para hacer frente a la resistencia a los antibiéticos, tales como
sistemas basicos de seguimiento y monitorizacion del problema, o en los que estos
presentan grandes deficiencias. Algunos paises han tomado medidas importantes para
solucionar el problema como la prevencién de las infecciones mediante una mejor higiene,
el acceso al agua potable, el control de las infecciones en los centros sanitarios y la

vacunacion, a fin de reducir la necesidad de antibidticos (Gupta, S., Ravishankar, S. 2005).

Como ultima medida se ha apostado por la investigacion y el desarrollo de nuevos
productos diagnosticos, antibidticos y otros instrumentos que permitan a los profesionales
sanitarios tener ventaja ante la resistencia emergente. En cuanto a la basqueda de nuevas
alternativas antibidticas, se ha recurrido, una vez mas, al uso de sustancias bioguimicas
cuya procedencia suele derivar del metabolismo de ciertos microorganismos y de otros

organismos pluricelulares mas complejos como plantas y algunos animales marinos.



La presente disertacion es parte del proyecto macro N° 613095 financiado por la Pontificia
Universidad Catélica del Ecuador, e intitulado “Evaluacién del efecto antibidtico de los
extractos de Allium sativum (Ajo), Allium cepa (cebolla), Petroselinum crispum (Perejil) y
Coriandrum sativum (culantro) frente a los antibidticos gentamicina y ampicilina mediante
la técnica de difusidn en agar con seis cepas bacterianas, bajo diferentes condiciones de

temperatura”, realizado entre agosto y diciembre del 2010.

En esta investigacion se evalué el efecto antibiético de los extractos acuosos de Allium
sativum y Coriandrum sativum sobre cepas bacterianas de Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus Meticilino Resistente, Escherichia coli, Escherichia coli productora
de BLEE, Salmonella enterica serovar typhi y Salmonella enterica serovar choleraesuis;
procedentes tanto del cepario del Laboratorio de Microbiologia DISerLAB — PUCE como

del Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical “Leopoldo Izquieta Pérez” Quito.

Los agentes microbianos ya mencionados, son de gran importancia clinica debido a que
estos, no estan implicados unicamente en el problema de la resistencia a los antibiéticos,
sino que ademas son los causantes mas comunes de enfermedades trasmitidas por
alimentos (ETA’s). Si nos referimos a nuestro pais, una de las causas mas comunes para
que se produzcan estas enfermedades es la falta de buenas practicas de manufactura, en
el caso de pequenios locales de expendio de alimentos. Debido a la informalidad de ciertos
negocios y a la ausencia de normas que controlen continuamente los procedimientos en
dichos locales, resulta casi imposible controlar brotes de ETA's; de ahi que surge la
necesidad de encontrar soluciones practicas que permitan minimizar la transmisién de
estas enfermedades y que, a su vez, sean compartidas a la poblacién en general sin la

necesidad de invertir grandes presupuestos.

Existen ya grandes aportes que nos permiten idealizar y materializar proyectos
encaminados a la prevencién y tratamiento de enfermedades causadas por
microorganismos resistentes a antibiéticos; estudios han demostrado que ciertas plantas
como la cebolla, el ajo y el culantro presentan actividad antibidtica frente a
microorganismos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y algunos tipos de

Salmonella (Gupta, S., Ravishankar, S. 2005, Benkeblia, N. 2004, Dankert J, Tromp TF, de Vries H, Klasen
HJ 1979).



Con el fin de encontrar nuevas alternativas antibiéticas, que puedan ser aplicadas a la
practica, el objetivo central de este estudio fue el de aportar evidencias que demuestren la
utilidad de ciertos productos naturales como agentes antimicrobianos. En este estudio se
obtuvieron extractos acuosos de Allium sativum (ajo) y Coriandrum sativum (culantro), para
uilizarlos en pruebas de sensibilidad in vitro con el fin de demostrar su actividad antibidtica
frente a cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus Meticilino
Resitente, Escherichia coli, Escherichia coli productora de Betalactamasas de Espectro
Extendido, Salmonella choleraesuis y Salmonella typhi. Los extractos fueron puestos en
contacto con dichas cepas bacterianas para demostrar posibles efectos antibibticos,
tomando en cuenta la literatura existente. Adicionalmente se evalud la efectividad del
extracto de ajo, como agente antimicrobiano, al ser puesto en contacto con alimentos sin
tratamientos previos de coccidn (ensaladas); esto con el fin de considerar posibles usos
del ajo como agente “desinfectante” y pueda ser usado en locales de expendio de alimentos
y hogares, para de esta manera prevenir la propagacion y aparecimiento de enfermedades

transmitidas por alimentos.



1.2 JUSTIFICACION

Ante la creciente aparicion de cepas bacterianas resistentes y la carencia de alternativas
antibidticas, los esfuerzos de la comunidad cientifica se han depositado en el
descubrimiento y estudio de nuevos antibioticos. Un ejemplo sobre los avances en la
investigaciéon en cuanto a este campo es el descubrimiento de la molécula antracimycin, la
cual se aisl6 a partir de microorganismos marinos del género Streptomyces spp. Este
compuesto ha demostrado tener un efecto antibiético lo suficientemente efectivo como para
combatir a Staphylococcus aureus Meticilino resistente y al microorganismo Bacillus

anthracis, causante del antrax (Morales, R. I. 2003).

Estudios realizados en México por investigadores de la Universidad Autébnoma de
Guadalajara y de la Universidad de Berkeley en Estados Unidos revelaron que uno de los
componentes del Coriuandrum sativum (culantro) llamado dodecenal elimina a bacterias
del género Salmonella y podria ayudar a la prevencién de ciertas enfermedades
gastrointestinales. El dodecenal fue aislado de hojas frescas de la planta de culantro, pero
también se encuentra presente en sus semillas, casi en la misma cantidad. En pruebas de
laboratorio se encontré que el dodecenal es dos veces mas potente que la Gentamicina,
antibidtico usado comunmente para tratar casos de Salmonelosis (Kubo I, Fujita K, Kubo
A, Nihei K, Ogura T. 2004). Estos hallazgos podrian conducir al uso del dodecenal como un
aditivo de comidas con el fin de prevenir enfermedades, como conservante para carne u
otros alimentos o a manera de desinfectante durante el lavado de manos o de alimentos,

entre otras aplicaciones.

Varias investigaciones han demostrado el poder antibidtico del Allium sativum (ajo) sobre
microorganismos patdégenos, la substancia a la cual es atribuida dicha propiedad es la
alicina, la misma que actua sobre enzimas implicadas en el metabolismo de los
microrganismos y en cuya estructura se encuentra un grupo tiol (grupo funcional del
aminoacido cisteina) (Benkeblia, N. 2004, Davis LE, Shen J.1994, Gonzalez-Zorn, B. 2010).

También se ha evaluado el efecto antimicrobiano de pastas obtenidas de ajo, gengibre,
zanahoria y curcuma, frente a la cepa de Escherichia coli O157:H7. Con respecto a la pasta
de ajo, esta mostré la mayor actividad antimicrobiana, en relacidén al resto de productos,

con una completa inactivacién de la cepa Escherichia coli O157:H7 en 3 dias a 4°C y 8°C.


http://www.britannica.com/EBchecked/topic/568837/Streptomyces
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kubo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15161192
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kubo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15161192
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nihei%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15161192
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ogura%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15161192
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Davis%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7809209
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7809209

En otro estudio realizado con extractos acuosos de Allium sativum, Allium fistulosum y
Allium cepa sobre cepas bacterianas de Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Salmonella spp., se observé que el extracto de
Allium sativum mostré un apreciable efecto antibidtico sobre la cepa de Staphylococcus

aureus (Gonzalez-Zom, B. 2010).

Al no encontrar referencias de estudios similares aqui en nuestro pais, este trabajo de
investigacion resulta de gran importancia puesto que seria uno de los primeros en aporta
pruebas concretas sobre el potencial antibiético de ciertos productos naturales, los cuales
son usados en la vida cotidiana y que son de facil acceso para la poblacién en general.
Adicionalmente, este estudio podria ser usado como base para investigaciones futuras que
profundicen este tema y permitan dar soluciones practicas en cuanto al tratamiento y

prevencién de enfermedades causadas por microrganismos resistentes a antibiéticos.



1.3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el Ecuador, asi como en otros paises del mundo, el uso indebido de antibidticos ha
tenido una repercusion negativa en el campo de la salud. Debido a este uso no apropiado,
las cepas bacterianas han mutado constantemente, lo que ha permitido el aparecimiento
de cepas multi resistentes. Actualmente, los microorganismos de mayor preocupacién son

aquellos resistentes a los betalactamicos, aminoglucésidos y quinolonas.

En nuestro pais, segun datos del afio 2008, emitidos por la Red Nacional de Vigilancia de
Resistencia Bacteriana de Ecuador (REDNARBEC), se ha reportado que a nivel
comunitario la resistencia de Shigella spp a tetraciclina fue del 96% y a ampicilina 93%,
Salmonella spp fue resistente a tetraciclina en un 30%. Escherichia coli era resistente a
ampicilina y tetraciclina en un 71%, Staphylococcus aureus era resistente a eritromicina en

un 30% y oxacilina en un 25% (Rodriguez, L. (n.d.)

Paralelamente, existe otra problematica concerniente a salud publica; las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA’s) son muy frecuentes en paises en vias de desarrollo
como el Ecuador. A pesar de que no existen ETA’s oficilamente vigiladas en forma regular
en el pais, se sabe que las de mayor importancia son: célera, fiebre tifoidea, salmonelosis,

enfermedades diarreicas agudas, intoxicaciones alimentarias y Hepatitis A.

De lo sefalado anteriormente, surge la necesidad de buscar alternativas antibiéticas que
contribuyan a dar una solucion efectiva al problema de la resistencia a antibiéticos, o en su
defecto, ayuden ala reduccion de brotes de enfermedades. Por otro lado, se busca ademas
medidas preventivas que puedan ser usadas en conjunto con los sistemas de inocuidad
alimentaria, de tal forma que al ser compartidas al publico, dichas medidas ayuden a la

reduccion de brotes de ETA'’s.

Preguntas directrices:

¢Mostraran los extractos acuosos de Allium sativum y Coriandrum sativum
actividad antibiética en pruebas de sensibilidad in vitro frente a cepas bacterianas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica serovar typhi 'y Salmonella

enterica serovar choleraesuis, procedentes tanto del cepario del Laboratorio de



Microbiologia DISerLAB — PUCE como del Instituto Nacional de Higiene y Medicina
Tropical “Leopoldo Izquieta Pérez Quito™?

De existir un efecto antibiotico ¢Qué concentraciones de estos extractos son
necesarias para producir una actividad antibiética cercana a la obtenida con los antibiticos

comerciales gentamicina y ampicilina?

¢ Cual sera el efecto de estos extractos ante cepas de Staphylococcus aureus
Meticilino Resistente (MRSA) y de Escherichia coli productora de Betalactamasas de
espectro extendido (BLEE) procedentes tanto del cepario del Laboratorio de Microbiologia
DISerLAB — PUCE como del Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical “Leopoldo

Izquieta Pérez Quito™?.

¢Mostraran los extractos un efecto bactericida al ser puestos en contacto con
alimentos que no han tenido tratamientos previos de coccién, disminuyendo la carga

microbiana dichos alimentos?

En este estudio no se determinaran los principios activos del Allium sativum y del
Coriandrum sativum, ni las técnicas de extraccidén y separacién de los mismos. Tampoco
se investigara el efecto desinfectante que tienen los extractos de Allium sativum y de
Coriandrum sativum en alimentos preparados con calor. Estudios posteriores podrian

abarcar estos temas y aportar mas a la investigacién.



1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo general

Comprobar, si los extractos acuosos de Allium sativum y Coriandrum sativum presentan
una actividad antibidtica significativa frente a cepas bacterianas, mediante el uso de
pruebas de sensibilidad in vitro, para asi proponer, con pruebas concretas, su uso como

una posible alternativa a los antibiéticos comerciales.

1.4.2 Objetivos especificos

« Estandarizar el uso de discos de papel filtro impregnados con extractos de Allium
sativum y Coriandrum sativum para que puedan ser utilizados en la prueba de
sensibilidad in vitro por el método de difusion en agar (Método Bauer-Kirby) frente a las
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus Meticilino
Resistente EB- | - 13, Escherichia coli ATTC 25922, Escherichia coli productora de
Beta-lactamasas de Espectro Extendido EB - | - 9, Salmonella enterica serovar

choleraesuis ATCC 14028 y Salmonella enterica serovar typhi MSt O1.

» Determinar cuédl de los extractos presenta la mayor actividad antibiética y su
concentracion mas efectiva (expresada en mg/mL) para usarlo como un desinfectante
natural sobre alimentos sin procesos previos de coccion (ensaladas) para asi
corroborar este potencial uso.

» Recopilary comparar los resultados del estudio para asi determinar la eficacia de estos

extractos como agentes antimicrobianos.



CAPITULO 2

MARCO TEORICO

2.1 Resistencia a los antimicrobianos (RAM)

La resistencia a los antimicrobianos es el fenomeno por el cual un microorganismo deja
de verse afectado por un antimicrobiano al que anteriormente era sensible. Los
microorganismos resistentes (entre ellos las bacterias, los virus y algunos parasitos) son
inmunes a los efectos de los antimicrobianos, como los antibidticos, los antiviricos o los
antipaludicos, de modo que los tratamientos habituales se vuelven ineficaces y las
infecciones persisten y pueden transmitirse a otras personas. La resistencia es una
consecuencia del uso de los antimicrobianos, y en particular de su abuso, y surge por

mutacién del microorganismo ¢ adquisiciéon de genes de resistencia (Rodriguez, L. (n.d.).

2.1.1 Mecanismos de resistencia

Gracias a la gran capacidad que tienen las bacterias para la adaptacién, estas han
desarrollado varios mecanismos de resistencia a los antibiéticos, estos mecanismos

pueden ser de origen natural o adquirido.

Los mecanismos naturales estan determinados genéticamente y de manera
permanente, por tanto no se correlacionan con el incremento de dosis de un antibiotico.
Un ejemplo de esto es la resistencia de Pseudomona aeruginosa a las bencilpenicilinas
y al trimetoprin sulfametoxazol; otro ejemplo es la resistencia de bacilos gram negativos

aerobicos a clindamicina (Rodriguez, L. n.d.).

Por otro lado, la resistencia adquirida aparece por cambios puntuales en el DNA ya se
por mutacién o por la adquisicibn de material genético a través de plasmidos,
trasposones e integrones. En el caso de la mutacién se dan casos tales como la
transformacién de una betalactamasa en una betalactamasa de espectro extendido, o
las mutaciones de los genes que codifican las porinas, con el consecuente bloqueo del
ingreso del antibidtico al interior del microorganismo (Rodriguez, L. n.d., Todar, K. PhD.
2008).



Desde el punto de vista molecular y bioquimico, existen basicamente tres mecanismos
por medio de los cuales una bacteria puede hacerse resistente a un efecto antibiético,

estos son:

* Por inactivacion del antibidtico
* Por alteracién del sitio blanco del antibiético

* Por barreras de permeabilidad

Es importante sefialar que estos tres mecanismos pueden ocurrir simultineamente
(Figura N°1).
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Figura N°1

Mecanismos de resistencia bacteriana

Fuente: (Todar's online text of microbiology).

2.1.1.1 Resistencia por destruccion e inactivacion del antibiético

Se realiza mediante la producciéon de enzimas que hidrolizan el antibiético, como es el
caso de la produccién de betalactamasas, betalactamasas de amplio espectro,
eritromicina estereasa y enzimas modificadoras de aminoglucésidos, cloranfenicol,

lincosamidas y estreptograminas. (Todar, K PhD. 2008).
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2.1.1.2 Resistencia por alteracion del sitio blanco

En este mecanismo se modifican algunos sitios especificos de la anatomia celular,
como pared celular, subunidad 50s, 30s ribosomales, etc. De esta manera la
modificacion de enzimas catalizadoras en la produccién de proteoglicanos celulares,

conferiran resistencia a los b-lactamicos, dados que es esta enzima su sitio de accion.

Otros ejemplos son la resistencia a las quinolonas de bacterias como Pseudomona
aeruginosa, Citrobacter freundii, Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Dichas
resistencias obedecen a la modificacién por mutacién de los genes GyrA y Gyr B que
codifican para las topoisomerasas |l y IV. Todas estas mutaciones se presentan como

cromosdémicas y no como plasmidos. (Rodriguez, L. n.d., Todar, K. PhD. 2008).

En cuanto a las estructuras ribosomales encontramos modificaciones a nivel de
multiples subunidades como 30s, 50s. También por modificaciones de sitios de accidn
de aminoglucosidos, lincosamidas, macrélidos y tetraciclinas. Ejemplo de esto es la
metilacién del ARN ribosomal de la subunidad 50S en el caso de la resistencia de S.
aureus, Bacteroides fragilis y Clostridium perfringens a tetraciclinas, cloramfenicol y
macrolidos.

Cabe destacar en este punto los mecanismos de meticilino resistencia por produccion
de una proteina ligadora de penicilina (PBP), la resistencia a penicilina por

Streptococcus pneumoniae, la resistencia a glicopéptidos por Staphyloccocus aureus.

2.1.1.3 Resistencia por barreras de permeabilidad

Estas barreras dependen de tres componentes basicos: 1) la estructura de la membrana
externa de la bacteria, 2) las porinas (canales inespecificos que excluyen el antibiético
por tamano molecular y 3) caracteristicas fisicoquimicas del antimicrobiano. En el caso
de los medicamentos hidrofilicos (imipenem) requieren presencia de porinas para su

transporte al interior de la célula.
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En base a estos tres componentes, existen dos mecanismos de resistencia:

1.- Resistencia por entrada disminuida del antibiético.- Esta disminucién en la

entrada del antibiotico se da por tres mecanismos:

e Por alteracién en la permeabilidad de la membrana externa. Este tipo de
resistencia esta claramente definida en las bacterias Gram negativas que poseen
una membrana lipidica externa, 10 que constituye una barrera intrinseca para la

penetracién del antibiético.

¢ Por alteracién de la permeabilidad de la membrana interna. En el segundo
caso la resistencia se puede dar por una modificacién energética que compromete
el transportador aniénico que lleva el antibiético hacia el interior de la célula y
también por la presencia de una capa lipidica en la membrana, la cual actua como

un mecanismo de resistencia para medicamentos hidrofébicos.

¢ Modificacién de porinas.- Las porinas son canales de difusion presentes en la
membrana externa de la bacteria. Cuando estas se modifican por mutacion, se
genera una disminucién del paso del antibidtico. Ejemplos de este mecanismo de
resistencia son: Salmonella typhimurium (OmpC) contra cefalosporinas de primera
generacién y Serratia marcescens, Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa

contra aminoglucésidos y carbapenem.

2.- Resistencia por eflujo activo.- Se da por la presencia de proteinas de membrana
especializadas. Se altera la produccién de energia y se disminuye no solamente la
entrada del antibiético, sino que a su vez las bacterias reducen la concentracién del
antibidtico y se promueve la extraccion activa del mismo. Este mecanismo confiere
resistencia a tetraciclinas, fluoroquinolonas, cloramfenicol y B-lactamicos, antisépticos

y desinfectantes de tipo amonio cuaternario.
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2.1.2 Otros fendmenos de resistencia
Existen también otros fendmenos de resistencia, tales como:

* Resistencia relativa o intermedia: ocurre un incremento gradual de la MIC
(concentracidn inhibitoria minima) a través del tiempo. Por ende, para obtener un efecto
terapéutico es necesario alcanzar niveles séricos y tisulares adecuados. En este caso,
la suceptibilidad o resistencia del gérmen es dependiente de la concentracién del

antibiético

* Resistencia absoluta: Se da cuando se presenta un incremento subito en la MIC de
un cultivo durante o después de la terapia. En este caso el incremento de la dosis clinica
usual es inefectivo. Ejemplo de esto es la resistencia del género Pseudomonas spp. a
gentamicina, y la resistencia del Streptococcus pneumoniae a penicilina y al uso de

levofloxacina.

» Pseudoresistencia: Se presenta cuando ocurre una resistencia in vitro pero existe

una gran efectividad in vivo.

Cabe mencionar también el fendmeno de tolerancia antibidtica, en el cual la diferencia
entre la MBC (concentracién bactericida minima) y la MIC es muy grande lo cual ocurre
con relaciones MBC/MIC mayores de 8 lo que permite la persistencia del

microorganismo. (Rodriguez, L. n.d., Todar, K. PhD. 2008).

2.2 Caracteristicas de Staphylococcus aureus y perfil de sensibilidad

Staphylococcus aureus es la principal especie patdégena de su género, causa comun de
infecciones diversas, tanto de origen comunitario como hospitalario. El interés actual del
estudio de este patégeno deriva, bien de su elevada frecuencia, o por representar, en el
caso de cepas resistentes a meticilina (MRSA), una de las principales causas de brotes de
infeccidbn nosocomial en nuestro pais. Taxonomicamente el género Staphylococcus esta
en la familia bacteriana Staphylococcaceae, la cual incluye 3 géneros menos conocidos,
Gamella, Macrococcus y Salinococcus. El género Staphylococcus incluye actualmente 32
especies y 8 subespecies aerobias y anaerobias facultativas, con la excepcion de
Staphylococcus saccharolyticus y Staphylococcus aureus subespecie anaerobius, que son

anaerobias estrictas. (Camarena, J. J., Sanches, R. n.d.)
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Aparecen como bacterias cocaceas Gram-positivas agrupadas en parejas, tétradas,
cadenas cortas o, de forma caracteristica, como racimos irregulares. Son inmdviles y no
esporuladas (Figura N°2). Su temperatura 6ptima de crecimiento va de 35 a40 °Cy el pH
optimo oscila entre 7,0 y 7,5 aunque soportan pH mucho mas extremos. Soportan tasas
elevadas de cloruro sédico, hasta un 15%. Crecen bien en los medios de cultivo habituales,
muestran B-hemdlisis en medios con sangre, y son capaces de desarrollarse a altas
concentraciones de NaCl (medio selectivo de Chapman). Su metabolismo es de tipo

fermentativo y anaerobio facultativo.

Figura N°2
Morfologia de Staphyloccocus aureus
Fuente: Nordichphotos.

Bl antibi6tico usado comunmente para el tratamiento de Staphylococcus aureus es la
penicilina, uno de los primeros antibidticos usados para tratar infecciones por
Staphylococcus aureus, sin embargo, menos del 10 por ciento de las cepas de hoy en dia
son susceptibles a ella. Por lo tanto, los derivados de la penicilina, la amoxicilina-

clavulanico y ampicilina-sublactam, se utilizan mas frecuentemente (Anénimo. 2010).

La cefazolina es una cefalosporina de primera generacion utilizado para el tratamiento de
las infecciones invasoras por Staphylococcus aureus de la sangre y el corazon, sin
embargo la cefazolina no puede penetrar bien en el liquido cerebro-espinal y por lo tanto,
es ineficaz contra el centro de las infecciones del sistema nervioso. Debido a la gravedad

de la enfermedad, el antibiético se administra generalmente por via intravenosa.
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Otro de los antibibticos de eleccién para el tratamiento de esta cepa es la clindamicina, la

cual es una buena opcion para tratar una variedad de infecciones de piel y tejidos blandos.

La combinacion de los antibidticos Trimetoprim/sulfametoxazol (TMP/SMX) se puede
utilizar para tratar infecciones potencialmente mortales causadas por cepas sensibles a
meticilina y resistente a la meticilina de Staphylococcus aureus. Sin embargo no se

recomienda el uso de este antibidtico para tratar infecciones de la sangre o del corazén.

Otro antibiotico usado es también la vancomicina. Se utiliza para tratar infecciones por
causadas por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA). Se recomienda la
vancomicina en el TMP-SMX para el tratamiento de infecciones leves por estafilococos.
Debido a que la resistencia a la vancomicina ha ido en aumento se recomienda usarlo sé6lo
para el tratamiento de MRSA, o para aquellos con alergias severas a la penicilina (Centers
for Disease Control and Prevention. (2010), Flores Q., Velasco A. & Figueroa S. N. 1999).

2.3 Caracteristicas de Escherichia coliy perfil de sensibilidad

Escherichia coli es una de las especies bacterianas mas minuciosamente estudiadas, y no
solamente por sus capacidades patogénicas, sino también como sustrato y modelo de
investigaciones metabdlicas, genéticas, poblacionales y de diversa indole. Forma parte de
la familia Enterobacteriaceae, la misma que esté integrada por bacilos Gram negativos no
esporulados (Figura N°3), moviles con flagelos peritricos o inméviles, aerobios-anaerobios
facultativos, capaces de crecer en agar MacConkey y en medios simples con o sin
agregado de NaCl, fermentadores y oxidativos en medios con glucosa u otros
carbohidratos, catalasa positivos, oxidasa negativos, reductores de nitratos a nitritos, y
poseedores de una proporcion G+C de 39 a 59% en su DNA (Anénimo n.d., Organizacion
Mundial de la Salud (OMS).Mayo, 2013).
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Figura N°3
Morfologia de Escherichia coli
Fuente: Procedimientos microbiolégicos.

La bacteria estd presente en grandes concentraciones en la microflora intestinal normal
de las personas y los animales donde, por lo general, es inocua. Sin embargo, en otras
partes del cuerpo E. coli puede causar enfermedades graves, como infecciones de las vias
urinarias, bacteriemia y meningitis. Un nUmero reducido de cepas enteropatdégenas pueden

causar diarrea aguda.

En cuanto al tratamiento para esta bacteria, se puede sefialar que la sensibilidad de la
diferentes cepas de E. coli varia ampliamente. Como organismo Gram negativo, E. coli es
resistente a los muchos antibiéticos que son efectivos contra microorganismos gran
positivos. Los antibidticos que pueden ser usados para tratar infecciones causadas por esta
bacteria incluyen amoxicilina asi como también otras penicilinas semi-sintéticas, algunas
cefalosporinas, carbapenems, Aztreonam, Trimethoprim-Sulfamethoxazole,
Ciprofloxacina, Nitrofurantoina y los aminoglucésidos (Anonimo n.d., Beloin E, Roux A., &
Ghigo J. 2010, Organizacion Mundial de la Salud Mayo, 2013).

Las cepas de E. coli resistentes a antibidticos pueden también pasar los genes
responsables de la resistencia a otras especies bacterianas, como por ejemplo
Staphylococcus aureus, a través de un proceso llamado transferencia horizontal de genes.
E. coli con frecuencia lleva plasmidos de resistencia. De hecho es un miembro frecuente
de biofilms, donde muchas especies bacterianas existen en una proximidad estrecha una
con otra. Esta mezcla de especies permite a las cepas de E. coli, que son portadoras de

pili, aceptar y transferir plasmidos de una a otra bacteria. Asi, esta y las otras
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enterobacterias son importantes reservorios de resistencia a antibidticos transferible
(Morales, R. 1. 2003).

La resistencia a antibiéticos beta-lactamicos ha llegado a ser un problema particular en
décadas recientes en especial la aparicidn de cepas bacterianas que producen beta-
lactamasas de espectro extendido (BLEE), la cual es cada vez mas comun. Estas beta-
lactamasas han hecho que penicilinas and cefalosporinas sean inefectivas como terapia.
Por otro lado, las cepas de E. coli productoras de beta-lactamasas de amplio espectro
(BLEA) son altamente resistentes a una amplia gama de antibiéticos por lo que las

infecciones producidas por estas cepas son dificiles de tratar.

2.4 Caracteristicas del género Salmonella y perfil de sensibilidad

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos Gram
negativos moviles que no fermentan la lactosa, aunque la mayoria producen sulfuro de
hidrégeno o gas por fermentacion de los hidratos de carbono (Figura N°4). Iniciaimente,
se agruparon en mas de 2000 especies (serotipos) en funcidén de sus antigenos somaticos
(O) y flagelares (H) (esquema de Kauffman-White). Actualmente se considera que esta
clasificacion esta por debajo del nivel de especie: en realidad sélo hay dos o tres especies
(Salmonella enterica o Salmonella choleraesuis, Salmonella bongori y Salmonella typhi) y
los serotipos se consideran subespecies. Todos los agentes patdégenos entéricos, excepto
Salmonella typhi, pertenecen a la especie Salmonella enterica. Por convencién, las
subespecies se abrevian, de modo que el serotipo Salmonella enterica Paratyphi A se

transforma en Salmonella Paratyphi A (Gonzéalez-Zorn, B. 2010).

El tratamiento de primera linea es la ciprofloxacina, dada la aparicion de aislamientos
de Salmonella enterica serovar typhi multirresistentes a nivel mundial (resistencia a
cloranfenicol, ampicilina y trimetoprima-sulfametoxazol). El fracaso terapéutico se definid
ante la disminucién de la sensibilidad a la ciprofloxacina, con una concentracién inhibitoria
minima (CIM) de 0.125 a 1 yg/ml. Sin embargo, actualmente también se han detectado

cepas resistentes a ciprofloxacina (Harish B., Menezes G, 2011).

17


http://en.wikipedia.org/wiki/Penicillin
http://en.wikipedia.org/wiki/Cephalosporin

Figura N°4
Morfologia de cepas bacterianas de Salmonella
Fuente: Institute of tropics and subtropics.

B cloranfenicol continGa siendo el medicamento de primera eleccion para el tratamiento de
las infecciones por Salmonella typhi sensibles. Tiene muy buena difusion tisular y bajo
costo, sin embargo el inconveniente del cloramfenicol es su toxicidad hematologica
caracterizada por la depresion medular relacionada con la dosis y representada por
reticulocitopenia, vacuolizacion de los eritrocitos, aumento del hierro sérico y de la
celularidad de la médula 6sea. La segunda forma, mas rara y de mayor gravedad es la
pancitopenia o aplasia medular idiosincrasica (Harish B., Menezes G, 2011, Todar, K PhD.
2008).

La ampicilina tiene buena concentracion sanguinea y linfatica; cuando se administra por
via oral se concentra y elimina en forma activa por la bilis. Otro de los antibiéticos usados,
perteneciente al grupo de las ampicilinas, es la amoxicilina. Tiene la ventaja de tener mejor

absorcion, mayor concentracién y menores efectos gastrointestinales que la ampicilina.

Se puede usar ademas la combinacion de los antibidticos Sulfametoxazol-trimetoprim. Se
utilizan en el tratamiento de fiebres entéricas incluida la fiebre tifoidea, con resultados
variables. Las fluoroquinolonas han demostrado ser muy activas in vitro contra cepas de
Salmonella, incluida Salmonella entérica serovar typhi. Dentro de éstas la ciprofloxacina es
una buena alternativa. La norfloxacina es util en el tratamiento de portadores cronicos de
Salmonella entérica serovar typhi, observandose negativizacion de las heces y la hilis en
dosis de 400 mgs. Igualmente, ha sido utilizada la ofloxacina en el tratamiento de los
portadores cronicos (Todar, K. PhD. 2008).
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Dentro del grupo de las Cefalosporinas, las de tercera generacion son las mejor estudiadas
en el tratamiento de las bacteremias y fiebres entéricas por Salmonella, incluidas aquellas
por Salmonella typhi. Los mejores resultados observados son los obtenidos con la

cefoperazona y la ceftriaxona.

Por ultimo, el uso de dosis elevadas de dexametasona se utiliza en el manejo de la fiebre
tifoidea, sin embargo debe ser usada solamente en el tratamiento de la fiebre tifoidea
severa y en forma temprana. De ésta manera de dexametasona puede reducir la mortalidad

en forma importante.

2.5 Busqueda de alternativas antibidticas

Ante el aumento de casos de resistencia a antibidticos, la ciencia médica desarrolla nuevas
formas de combatir infecciones microbianas y sobre todo nuevos compuestos quimicos
naturales. En el planeta existe una infinidad de plantas y especias con reconocidas
propiedades vy virtudes terapéuticas para curar o aliviar enfermedades y varios tipos de
infecciones. Experimentos recientes se han dedicado a desarrollar un antibi6tico extraido
de microorganismos marinos mediante espectroscopia, este antibiético (denominado
anthracimycin) es capaz de combatir infecciones producidas por Staphylococcus aureus
Meticilino Resistente (Mary E Henslerl, Kyoung Hwa Jang2, 2014).

Los cientificos sefialan que si empezamos por reducir drasticamente el uso de los
antibidticos y limitamos su uso a los casos de amenaza grave para la salud, quiza podamos
superar, al menos, parte del problema, pues los investigadores han descubierto también
que cuando las bacterias no topan regularmente con antibiéticos, empiezan a olvidar como

resistirse a ellos.

2.5.1 Plantas con propiedades antibidticas

La gran mayoria de los antibi6ticos utilizados en la medicina moderna son o han sido
producidos por microorganismos tipo levaduras u hongos, sin embargo las plantas
superiores producen antimicrobianos principalmente como mecanismo de defensa contra

infecciones o0 pueden ser sustancias constituyentes del metabolismo celular; entre estas
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sustancias tenemos alcaloides, cumarinas, fenoles simples, flavonas, quinonas y taninos,

entre los mas comunes:

e Acacia farnesiana (Acacia).- De esta se utilizan las hojas y los frutos. Su actividad
antibiética se debe a su contenido en taninos, los cuales interactuan sobre las
sobre las adhesinas (proteinas de la pared celular), y a su capacidad de unirse a

polisacaridos.

e Allium sativum (Ajo).- Se utiliza el bulbo. Tiene actividad antiviral asi como también
antibacteriana. El principio activo que le confiere estas propiedades es un

aminoacido azufrado, la alicina.

e Coriandrum sativum (Culantro o Cilantro).- Se utilizan las hojas. Su aceite esencial

tiene propiedades antibiéticas frente a bacterias Gram negativas,

e  Cuminum cyminum (Comino).- Su aceite esencial presenta una marcada actividad
antibacteriana y antifungica. EI componente responsable de este efecto es el

cuminaldehido.

e FEucalyptus globulus (Eucalipto).- Se utilizan las hojas de ramas no jévenes. El
aceite esencial es muy activo por su contenido en eucaliptol, que le confiere el
aroma caracteristico y se utiliza como antiséptico de las vias respiratorias y vias
urinarias. Ha demostrado es eficaz contra Candida albicans, asi como también
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas como Staphylococcus aureus 'y

Escherichia coli.

e Origanum vulgare (Oregano).- Los extractos acuosos y alcohdlicos asi como el
aceite esencial presentan potente actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli

y Bacillus cereus.

2.5.1.1 Allium sativum (Ajo)

Esa una planta monocotiledénea, perteneciente al orden Liliflora, que abarca unas 3.500
especies de plantas herbaceas y arboles. Muchas de sus especies formas bulbos o
engrosamientos subterraneos del tallo y todas ellas son ricas en aceites esenciales

sulfurados muy volatiles.
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2.5.1.1.1 Caracteristicas de la planta

Las hojas son planas y delgadas, de hasta 30 cm de longitud. Las raices alcanzan
facilmente profundidades de 50 cm o mas. Las flores son blancas, y en algunas especies

el tallo también produce pequefios bulbos (Figura N°5).

Figura N°5
Planta y bulbo de Allium sativum

Fuente: Etnobotania.

El bulbo, de piel blanca, forma una cabeza dividida en gajos que cominmente son llamados
dientes. Cada cabeza puede contener de 6 a 12 dientes, cada uno de los cuales se
encuentra envuelto en una delgada pelicula de color blanco o rojizo. Cada uno de los
dientes puede dar origen a una nueva planta, ya que poseen en su base una yema terminal

que es capaz de germinar incluso sin necesidad de plantarse previamente.

2.5.1.1.2 Principales componentes

En cada diente de Allium sativum se encuentran los siguientes componentes (5):

« Aminoécidos: Acido glutaminico, argenina, &cido aspartico, leucina, lisina, y valina,
entre los mas importantes.

* Minerales: Manganeso, potasio, calcio y fésforo, principalmente. En cantidades
menores: magnesio, selenio, sodio, hierro, zinc y cobre.

» Vitaminas: Principalmente: vitamina B6, también vitamina C y en cantidades menores:

acido félico, pantoténico y niacina.
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Aceite esencial con muchos componentes sulfurosos.
» Aliina que, mediante la enzima alinasa, se convierte en alicina.
» Ajoeno, producido por condensacion de la alicina.
e Quercetina

» Azlcares: fructosa y glucosa.

2.5.1.1.3 Efecto antibiético y mecanismo de accion

La Aliina es el componente "madre” -farmacolégicamente inactivo e inodoro- del que deriva
la sustancia activa, la alicina (Figura N°6). Esta sustancia por si sola no tiene valor como
medicamento, pero cuando se pica o machaca el ajo, la aliina se combina con la enzima
del mismo ajo llamada aliinasa y esto se transforma en una sustancia quimica que recibe
el nombre de alicina, la que constituye un poderoso antibiético de potente accién capaz de
inhibir el desarrollo de gérmenes patdgenos (Dankert J, Tromp TF, de Vries H, Klasen HJ, 1979,
Davis LE, Shen J.1994).

Figura N°6
Molécula de alicina
Fuente: 10B.

La alicina también ha mostrado actividad antifingica y antiviral; en el caso de la primera se
ha demostrado que la alicina inhibe la formacién de micotoxinas como la aloflotoxina de
Aspergillus parasiticus, asi como también inhibir su crecimiento. Otro estudio de
sensibilidad in vitro demostrd que, un extracto concentrado de ajo que contenia 34% de
alicina, 44% de tiosulfinatos totales y 20% de vinilditinas, poseia una actividad antifingica
potente frente a tres diferentes aislados de Cryptococcus neoformans (Davis LE, Shen
J.1994).

B principal efecto antimicrobiano de la alicina se debe a la reaccion quimica de la misma
con varias enzimas pertenecientes al grupo thiol, como por ejemplo la alcohol

deshidrogenasa, tioreduxin reductasa y la RNA polimerasa. En el caso de las bacterias, la
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alicina inhibe especificamente las enzimas acetato quinasa y la fosfotransacetil-CoA
sintetasa, esenciales para la formacion de acetil-CoA. Un estudio ha mostrado también que
la alicina a inhibe la sintesis de proteinas y de ADN en cepas de Salmonella typhimurium,
sin embargo el efecto inhibitorio en la sintesis de ARN fue inmediato, lo que sugiere que
este podria ser su blanco primario sobre el cual actla (Garcia, R, Herrera, A., 2007, Serge A,
Mirelman D., 1999).

2.5.1.2 Coriandrum sativum (Culantro)

Bl culantro o cilantro pertenece a familia Apiaceae, y es originario de la region
mediterrdnea. Es la hierba més utilizada en el mundo. La semilla de esta planta es la

especia coriandro y la hoja es la hierba cilantro (Figura N°7).

Figura N°7
Planta de Coriandrum sativum

Fuente: Plantas medicinales.

2.5.1.2.1 Principales componentes

La composicion quimica del cilantro se basa principalmente en sus aceites esenciales, los
cuales contienen decanal, dodecenal, decano, huleno, cerofileno, linanol, taninos, acido
malico. También se ha reportado que en su composicién nutritiva se encuentra calcio,

potasio y vitamina A.

2.5.1.2.2 Efecto antibidtico y mecanismo de accion

En el estudio realizado por el Dr. Isao Kubo, en la universidad de Berkley (Estados Unidos)
se aislaron 13 compuestos volatiles que se encuentran presentes en las hojas frescas del
Coriandrum sativum, de los cuales 11 eran aldehidos aciclicos (productos tipicos de la

escision oxidativa acidos grasos insaturados). Posteiormente se comprobd su efecto

23


http://es.wikipedia.org/wiki/Apiaceae

antibiético frente a cepas de Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Pseudomona
aeruginosa y Proteus vulgaris; usando el método de dilucion en caldo para la determinacion
de la concentracion minima inhibitoria MIC (Kubo |, Fujita K, Kubo A, Nihei K Ogura T.2004).

La actividad antibiética se correlaciond con la longitud de la cadena alquilo hidrofébica
(cola) que forman parte de los grupos aldehido (cabeza), los cuales son hidrofilicos. Asi,
Salmonella cholearaesuis mostré diferentes suceptibilidades a aldehidos que poseian
diferentes longitudes de cadena de carbonos. Parece ser que el incremento de actividad
antibidtica depende del incremento en la longitud de las cadenas de carbono, por tanto el
compuesto que mejor efecto antibiético mostroé frente a esta bacteria fue el compuesto (2E)-
dodecenal con una cadena de 12 atomos de carbono (Figura N°8) (Kubo |, Fujita K, Kubo
A, Nihei K Ogura T.2004).

Figura N°8
Molécula de dodecenal
Fuente: (LookChem).

Cabe sefialar que los compuestos (2E)-dodecenal y (2E)-decenal son los compuestos
volatiles mas abundantes que se encuentran presentes en las hojas del culantro;
corresponden al 85% del total de los compuestos identificados, por tanto se deduce que
estos dos compuestos son los principales responsables del efecto antibidtico del
Coriandrum sativum. E mecanismo de accién, en el caso del efecto antibiético del
compuesto (2E)-dodecenal frente a Salmonella enterica serovar choleraesuis, se debe en
su mayoria a la actividad no anionica surfactante de este compuesto, esto quiere decir que
se produce una alteracién en la tensién superficial de la membrana celular de la bacteria,
comprometiendo asi su estructura y funcionalidad (Kubo |, Fujita K, Kubo A, Nihei K, Ogura
T.2004).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOLOGIA

El objetivo de este trabajo de tesis fue demostrar el potencial antibiético que tienen las
plantas de Allium sativum (ajo) y Coriandrum sativum (culantro), mediante pruebas de
sensibilidad in vitro, donde se usaron los extractos acuosos de estas plantas. Para fines
practicos se establecié un plan de trabajo, el cual incluyo el desarrollo de la metodologia

que a continuacién se explicara detalladamente.
3.1 Localizacion del estudio

El estudio fue realizado en la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador. Los experimentos
se realizaron en los laboratorios N°1 y N°2 de docencia de la carrera de Microbiologia de

la Escuela de Bioanalisis.
3.2 Origen de las muestras

Para la eleccion de las plantas, no se consideraron parametros especificos, salvo la buena
conservacién y estado de las mismas. Por tanto en este trabajo se utilizé bulbos de Allium
sativum (ajo) y plantas de Coriandrum sativum (culantro), provenientes de dos
supermercados de la ciudad de Quito. Para los ensayos se utilizaron dientes de ajo sin

cascara, y las hojas y ramas de la planta de culantro.

Para la evaluacién del efecto antibiético de los extractos se emplearon seis cepas
bacterianas, las cuales fueron identificadas mediante microscopia y pruebas bioquimicas.

Las cepas bacterianas empleadas en el estudio fueron:

e Staphylococcus aureus

e Staphylococus aureus Meticilino Resistente

e Escherichia coli

e Escherichia coli productora de Betalactamasas de Espectro Extendido
e Salmonella enterica serovar choleraesuis

e Salmonella enterica serovar typhi
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Las cepas bacterianas empleadas y su procedencia se listan en la Tabla N° 1.

Tabla N1

Cepas bacterianas utilizadas en los ensayos

Nombre de la cepa

Cédigo de identificacién

Origen

Staphylococcus aureus Cepario del Laboratorio de
(ATCC 25923) CRSau1 Microbiologia DISerLAB -
PUCE.
Staphylococcus aureus Cepario del Laboratorio de
Meticilino Resistente EB-1-13 Microbiologia DISerLAB -
(MRSA) PUCE.
Escherichia coli (ATTC Cepario del Laboratorio de
25922) CREco4 Microbiologia DISerLAB -
PUCE.
Escherichia coli productora Cepario del Laboratorio de
de Beta-lactamasas de Microbiologia DISerlab -
Espectro Extendido (BLEE) EB-1-9 PUCE. DISerLAB
Salmonella enterica Cepario del Laboratorio de
serovar choleraesuis CRSch2 Microbiologia DISerLAB -
(ATCC 14028) PUCE.
Cepario del Instituto
Salmonella enterica Nacional de Higiene vy
serovar typhi MSt 01 Medicina Tropical

“Leopoldo lzquieta Pérez”
Quito.
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3.3 Variables de estudio

Para evaluar el efecto antibiotico de los extractos acuosos de ajo y culantro se tomaron

como base las siguientes variables:

1. Concentracién de los extractos.

2. Influencia de la temperatura en la actividad antibiética de los extractos.

3.4 Obtencién de los extractos acuosos de Allium sativum (ajo) y Coriandrum

sativum (culantro)

En este trabajo se emplearon los extractos acuosos de plantas de ajo y culantro, a
diferencia de estudios previos donde se han puesto a prueba los principios activos de
dichas plantas. Los extractos acuosos se obtuvieron de acuerdo al método de B.A.

Iwalokun, et al (2004), constando de cinco pasos:

1) Maceracién de los productos (dientes de ajo, hojas y tallos de culantro) y diluciéon
con agua destilada estéril.

2) Almacenamiento de los extractos acuosos en tubos de ensayo.

3) Tratamientos de los extractos de ajo y culantro a diferentes condiciones de
temperatura.

4) Esterilizacion de los extractos acuosos en unidades de filtracion Millex GP.

5) Almacenamiento de los extractos en tubos de ensayo con tapa rosca para su

posterior uso.
3.4.1 Maceracion de los productos y dilucion con agua destilada estéril
Para la obtencion de los extractos acuosos se pesaron 150 gramos de dientes de ajo, y de
igual forma, 150 gramos de culantro (correspondientes a los tallos y las hojas). Una vez

pesados los productos, los 150 gramos de cada uno de ellos se dividieron en tres porciones

de 50 gramos cada una (Figuras N° 9 y N°10).
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Figura N°9
Gramos pesados de Allium sativum (ajo)
Fuente: Yaguana C.

Figura N°10

Gramos pesados de Coriandrum sativum (culantro)

Fuente: Yaguana C.

Cada una de las porciones fue macerada en morteros de porcelana estériles en forma
individual. Con forme se realizaba la maceracién a cada porcién se le afladié un cierto

volumen de agua destilada estéril. Asi:
* Primera porcién: 50 gramos de producto + 20 mL de agua destilada

» Segunda porcion: 50 gramos de producto + 50 mL de agua destilada

» Tercera porcion: 50 gramos producto + 80 mL de agua destilada
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Una vez alcanzada la capacidad de los morteros, los extractos acuosos fueron trasvasados
a vasos de precipitaciéon de 100 mL para continuar asi con el proceso de maceracion del

resto de producto.

La concentracion de los extractos acuosos de ajo y culantro se determind en base a la

siguiente relacion:

Gramos de soluto

= concentracion mg/mL

1 mililitro de solucién

Como resultado se obtuvieron extractos acuosos de ajo y culantro en concentraciones de:
200 mg/mL, 500 mg/mL y 800 mg/mL.

3.4.2 Almacenamiento de los extractos en tubos de ensayo

Los extractos de ajo y culantro, contenidos en vasos de precipitacion de 100 mL fueron
distribuidos en tubos de ensayo de tapa rosca, con 10 mL de capacidad. De un total de 32
tubos, 16 de ellos se designaron para almacenar los extractos de ajo, mientras que los 16
restantes fueron designados para los extractos de culantro. (Figuras N°11 y N°12).

Figura N°11
Extractos acuosos de Allium sativum (ajo)
Fuente: Yaguana C.
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Figura N°12
Extractos acuosos de Coriandrum sativum (culantro)
Fuente: Yaguana C.

3.4.3 Tratamiento térmico de los extractos

Con el fin de aportar datos relevantes para futuros estudios, se realizaron ensayos para
determinar la influencia de la temperatura sobre la actividad antibidtica de los extractos.
Los extractos acuosos de ajo y culantro fueron sometidos a diferentes tratamientos
térmicos durante un periodo de tiempo de 10 minutos. Las temperaturas y los tiempos de
los tratamientos fueron establecidos en base a un estudio previo sobre la influencia de la
temperatura en la actividad antibiética del extracto acuoso de ajo (Zakaria Y. Al-Astal, 2003),
donde los extractos fueron expuestos a 30, 50, 70, 90 y 100°C, durante 10 minutos en bafio

Maria.

Los 16 tubos, tanto del extracto de ajo como los de culantro, fueron divididos en 4 grupos

para llevar acabo los tratamientos térmicos, asi:

- Grupo 1 no tuvo tratamiento térmico, fue designado con las iniciales “ST” (Sin
Tratamiento). Este grupo fue tomado como control.

- Grupo 2 fue sometido a una temperatura de 35°C por 10 minutos. fue designado
con las siglas T35°C.

- Grupo 3 fue sometido a 50°C por 10 minutos. fue designado con las siglas T50°C.

- Grupo 4 fue sometido a 90°C por 10 minutos. fue designado con las siglas T90°C.
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Una vez transcurrido los tiempos de tratamiento, los tubos con los extractos de ajo y
culantro fueron sacados del bafio maria y colocados en tuberas de plastico hasta que
alcanzaron la temperatura ambiente. Posteriormente se realizé la centrifugacion de
aquellos tubos sometidos a las temperaturas de 50°C y 90°C, puesto que después del
tratamiento se observé la aparicion de grumos (Figuras N°13 y N°14). Los tubos fueron
centrifugados a una velocidad de 4000 rpm durante 10 minutos (Figura N°15). Finalmente
todos los extractos fueron almacenados en tubos de ensayo de tapa rosca estériles, hasta

Su posterior uso.

Figura N°13
Extracto de ajo post tratamiento (T°90)
Fuente: Yaguana C.

Figura N°14
Extracto de culantro post tratamiento (T°90)
Fuente: Yaguana C.
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Figura N°15
Centrifugacion
Fuente: Yaguana C.

3.4.4. Esterilizacion de los extractos

Los extractos de ajo y culantro fueron esterilizados en unidades de Filtracion Millex GP de
0,25 um de didmetro (Figuras N°16 y N°17), esto con el fin de garantizar la esterilidad de
los mismos para su uso en las pruebas de sensibilidad. El método para la esterilizacion de
los mismos se describe en la Figura N°18.

Figura N°16
Unidad de filtracion Millex GP millipore, 0.22 mieras
Fuente: Millipore Corp.
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Figura N°17
Unidad de filtracion Millex HV
0.45 mieras
Fuente: Millipore Corp.

Figura N°18
Uso de las unidades de filtracion Millex GP
Fuente: Millipore Corp.

Pasos:

1. - Se tomd, con una jeringuilla estéril 10mL de los extractos.

2. -Se abri6 el empaque de los filtros Millex Gp de 0,22 micras y 0,45 micras
cuidadosamente, sin tocar directamente con las manos las unidades de filtracion estériles.
3. -Se conectd la unidad de filtracion a la jeringuilla con los extractos, enroscando y

asegurando ambas partes.
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4 y 5.-Se colocé verticalmente la jeringuilla, y con la unidad de filtracién orientada hacia
arriba; se eliminé restos de aire que pudiera haber dentro de la jeringuilla.
6.-Finalmente se deposité el extracto estéril en tubos de ensayo con topa rosca de 10 mL

de volumen.

3.4.5 Almacenamiento final de los extractos

Los tubos con los extractos acuosos esterilizados fueron colocados en gradillas y
almacenados a una temperatura de 3°C hasta su uso en las pruebas de sensibilidad, lo

que correspondié a un periodo de aproximadamente 72 horas.

3.5 Evaluacién del efecto antibiotico de los extractos acuosos de Allium
sativum (ajo) y Coriandrum sativum (culantro) mediante el método de difusién

en agar (Bauer-Kirby)

La actividad antibitica de los extractos fue evaluada mediante difusién en agar, segun el
método Bauer-Kirby segun la norma de la National Committee for Clinical Laboratory
Standards CLSI M100 — S20 2010. Las pruebas de sensibilidad se realizaron por duplicado.
Los ensayos consistieron, basicamente, en antibiogramas; cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus Meticilino Resistente, Escherichia coli ATCC
25922, Escherichia coli Productora de Betalactamasas de Espectro Extendido, Salmonella
typhi y Salmonella choleraesuis, fueron enfrentadas a discos de sensibilidad impregnados
con los extractos acuosos de ajo y culantro, obtenidos previamente. Ademas, las cepas
bacterianas fueron enfrentadas a discos de antibiéticos comerciales de gentamicina y
ampicilina en concentraciones de 10 pg con el fin de comparar la actividad antibiética de

los mismos con la de los extractos.

El ensayo se desarrollé en cuatro etapas:

1) Preparacion de discos de sensibilidad impregnados con los extractos acuosos.
2) Preparacion de medios de cultivo.
3) Reactivacién de cepas bacterianas.

4) Pruebas de sensibilidad por difusién en agar.
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3.5.1 Preparacion de discos de sensibilidad

La preparacion de discos de sensibilidad se realizé tomando en cuenta la técnica descrita
por M. Yusha'u et al. (2008) para evaluacion del efecto antibiético de extractos de plantas
mediante este pruebas de sensibilidad por difusion en agar, sin embargo se realizaron
algunas variaciones de acuerdo a la disponibilidad de materiales y a ciertos requerimientos
de los ensayos, puesto que, con el fin de reproducir las mismas condiciones que tiene un
antibiograma, los discos de sensibilidad debian cumplir las mismas condiciones que se
mencionan en el Manual de Actualizacién en Resistencia Bacteriana y Normas CLSI M100-
S20, 2010 (Anexo N°1).

Para la preparacion de los discos se procedio a perforar una lamina de 20 cm x 30 cm de
papel cromatografico de celulosa; la perforacion se realiz6 con una perforadora de
escritorio, obteniendo en total se 384 discos con un diametro final de 6 mm cada uno
(Imagen N° 10).

Figura N°19
Discos de sensibilidad de papel cromatografico de celulosa
Fuente: Yaguana C.

Finalmente, los discos fueron esterilizados en autoclave a una temperatura de 160 °C por

un lapso de dos horas.
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3.5.1.1 Impregnacion de los discos con los extractos estériles de Allium sativum (ajo)

y Coriandrum sativum (culantro)

Para la impregnacion con los extractos, los discos de papel filtro, preparados
anteriormente, fueron distribuidos en veinticuatro cajas Petri, cada una de ellas contenia,
a su vez, dieciséis discos de papel filtro. De las veinticuatro cajas, doce fueron designadas
para la impregnacion con los extracto de ajo, mientras que las doce restantes fueron
impregnadas con los extractos de culantro. Cada disco fue impregnado con un volumen de

40 pL de cada extracto.

Posteriormente, los discos contenidos en las doce cajas fueron divididos en tres grupos,

cada grupo corresponde a una concentracion diferente de los extractos, asi:

* Grupo N°1: Concentracion del extracto 200 mg/dL
* Grupo N°2: Concentracion del extracto 500 mg/dL

» Grupo N°3: Concentracion del extracto 800 mg/dL.

Una vez impregnados los discos con los extractos acuosos de ajo y culantro, estos fueron
secados a temperatura ambiente (25°C) por un lapso de 24 horas (Figuras N°20 y N°21).
Finalmente las cajas con los discos se almacenaron, hasta posterior uso, a una

temperatura de 3°C en una refrigeradora, garantizando asi su estabilidad y esterilidad.

Figura N°20
Discos de sensibilidad impregnados con los extractos de Allium sativum (ajo)

Fuente: Yaguana C.
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Figura N° 21
Discos de sensibilidad impregnados con los extractos de Coriandrum sativum
(culantro)
Fuente: Yaguana C.

3.5.2 Preparacion de medios de cultivo con Agar Mueller - Hinton

El medio de cultivo se prepard en base a las especificaciones de la casa comercial;, se
suspendio 38 gramos del medio en un litro de agua purificada. Se calento la solucion con
agitacion suave hasta su completa disolucion y se hirvié durante un minuto (Figura N°22).
Posteriormente el medio fue esterilizado en autoclave a 121°C (15 libras de presion)
durante 15 minutos, una vez estériles, los medios fueron enfriados a una temperatura entre
45°C para luego dispensar a cada placa Petri un volumen de 15 mL del medio de cultivo.
Finalmente las cajas con el medio de cultivo fueron almacenadas a una temperatura de

3°C hasta su posterior uso.
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Figura N°22
Agar Mueller-Hinton
Fuente: Yaguana C.

3.5.3 Reactivacion de cepas bacterianas

La reactivacién de las cepas bacterianas se realiz6 dos horas antes de los ensayos de
sensibilidad; esto debido a que las cepas bacterianas se mantuvieron a una temperatura
de -20°C. Para la reactivaciéon se procedié a tomar hisopados de los preservados de las
cepas (contenidas en tubos Eppendorf) que fueron colocados en los tubos con caldo BHI

ajustando la turbidez de los in6culos al valor de 0,5 correspondiente a la Escala McFarland.

3.5.4 ldentificacién de cepas bacterianas

Una vez reactivadas las cepas bacterianas, se procedié a la identificacion de las mismas
mediante pruebas bioquimicas, las mismas que se detallan en el Anexo N°2.

3.5.5 Siembra de las cepas bacterianas en las placas Petri

Una vez preparadas las suspensiones bacterianas se procedié a la siembra de las mismas
en las placas con agar Mueller-Hinton para comenzar con las pruebas de sensibilidad

(antibiogramas). Las cajas fueron sembradas en ambiente estéril, cerca de un mechero

Buncen, siguiendo la siguiente metodologia:
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* Se sumergié un hisopo estéril en la suspension, rotando el hisopo varias veces y
presionando firmemente contra la pared interior del tubo para eliminar el exceso de
liquido.

* Se inoculd la superficie seca de las placas de agar, estriando con el hisopo en tres
direcciones para asegurar una distribucion uniforme del in6culo (Figura N°23).

» Las placas fueron secadas a temperatura ambiente durante 5 minutos, para que
cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido.

Figura N°23
Método de siembra para la realizacion de antibiogramas
Fuente: Velasquez J.

3.5.6 Aplicacion de discos de sensibilidad

Como se mencion6 anteriormente, para evaluar el efecto antibiético de los extractos se
tomaron en cuenta dos variables; la concentracion de los extractos de ajo y culantro, y la
temperatura a las cuales fueron sometidos dichos extractos. La metodologia que se
describe a continuacién fue la misma para cada uno de los ensayos, tanto para los

extractos de ajo, asi como para los extractos de culantro.

Para la colocacion de los discos, cada placa de agar fue dividida en dos partes, trazando
una linea imaginaria en la parte central de las mismas. En la parte superior de las placas
se colocaron los discos de gentamicina y ampicilina (concentracién 10 pg) con pinzas
estériles. E disco de gentamicina fue colocado en la parte superior izquierda, mientras que
el disco de ampicilina fue colocado en la parte superior derecha. La distancia de separacion
de los discos de antibiotico fue de 3,5 cm (Figura N°24).
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Figura N°24
Colocacion de los discos de antibiéticos

1) gentamicina y 2) ampicilina
Fuente: Yaguana C.

En la parte inferior de las placas se colocaron los discos impregnados con los extractos de
ajo y culantro. Se colocaron un total de tres discos por placa, cada uno de ellos impregnado
con una concentracion diferente de los extractos. La distancia de separacion de los discos
fue de 3 cm los discos fueron identificados mediante nimeros, los cuales corresponden al

volumen de agua destilada utilizado en la preparacion de los extractos (Figura N°25), asi:

» Parte inferior izquierda de la placa: Disco del extracto en concentracion 200 mg/mL.

Identificado con el niumero 20.

» Parte inferior media de la placa: Disco de concentracion 100 mg/mL. Identificado

con el numero 50.

» Parte inferior derecha de la palca: Disco de concentracion 62,5 mg/mL. Identificado

con el numero 80.
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Figura N°25
Colocacion de los discos impregnados con los extractos de ajo y culantro
1) Concentracion 200 mg/dL, 2) Concentracion 500 mg/dL y 3) Concentraciéon 800mg/dL

Fuente. Yaguana C.

Una vez colocados los discos, las placas fueron incubadas a una temperatura de 35°C por
24 horas.

3.5.7 Lectura de antibiogramas
Una vez transcurridas las 24 horas se realizé la lectura de los antibiogramas. Se us6 una

regla y se midio el radio del halo de inhibicion (milimetros) como se muestra en la Imagen
N°26.

Figura N°26
Método de lectura de un antibiograma

Fuente: Collazos R
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Los microorganismos fueron clasificados como Resistentes (R), Intermedios (l) y Sensibles
(S) a los antibidticos gentamicina y ampicilina, tomando en cuenta los parametros
recomendados por la norma de susceptibilidad antimicrobiana CLSI 2010, los cuales se

resumen a en la tabla N°2;

Tabla N°2
Perfiles de sensibilidad de Estafilococcos y Enterobacterias para los antibiéticos

gentamicina y ampicilina

Diametro de la zona de inhibicidon en
milimetros

Agente Contenido | Resistente | Intermedio Sensible
antimicrobiano del disco <6= >06=
Ampicilina 10 ug
Estafilococos 28 | ... 29
Enterobacterias 13 14 - 16 17
Gentamicina 10 ug
Estafilococos 12 13-14 15
Enterobacterias 12 13-14 15

Una vez realizadas las lecturas, los datos obtenidos fueron registrados en tablas disefiadas

para este estudio, las mismas que se muestran en el Anexo N°3.

Para la evaluacion del efecto antibiético de los extractos de ajo y culantro se midieron
también los halos de inhibicion de los mismos. El método de lectura fue el mismo descrito
anteriormente, posteriormente los valores fueron registrados en tablas disefiadas para este

propésito, las mismas que se muestran en el Anexo N°4.
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3.5.8 Controles

En cada prueba de sensibilidad se realizé un control por cada cepa bacteriana ensayada.

En total fueron 4 controles que incluian los siguientes parametros:

e Control para incubadora.- Para esto se colocé una caja de agar Mueller-Hinton con la
tapa abierta durante 15 minutos dentro de la incubadora utilizada para los ensayos.

Pasado el tiempo se procedio a tapar la caja de agar e incubarla por 24 horas a 35°C.

e Control para medio de cultivo.- Se incubd una caja de agar Mueller-Hinton por 24 horas

a 35°C, esto con el fin de comprobar la esterilidad del medio de cultivo.

e Control para el ambiente.- Se dejé una caja destapada de agar Mueller Hinton, por 15
minutos, en el medio del laboratorio asignado para la investigaciéon. Pasado el tiempo

se incubo la caja por 24 horas a 35 °C.

e Control de cepas bacterianas.- Se realiz6 la siembra de todas las cepas bacterianas
utilizadas en los ensayos en cajas de agar Mueller Hinton y se incubaron por 24 horas
a 35'C. Posteriormente se verificd, mediante observacion, el crecimiento de colonias

con morfologia uniforme.

3.6 Evaluacion del efecto antibiético del extracto de ajo sobre muestras de

alimentos

Adicional al tema de estudio de este trabajo de tesis, se realizé un corto ensayo en el cual
el extracto de ajo fue puesto en contacto con muestras de alimentos durante un cierto
periodo de tiempo, posteriormente se realizaron analisis microbiolégicos de las muestras
de alimentos antes y después del tratamiento con los extractos para de esta forma
determinar si el extracto de ajo era capaz de disminuir la carga microbiana de dichos

alimentos.

Dicho esto, se evalud la actividad antibidtica del extracto de ajo aplicado sobre alimentos
elaborados sin procesos de coccién (ensaladas frescas) mediante un ensayo desarrollado

en cinco etapas:
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Obtencién de los alimentos.
Preparacién de los alimentos y obtencién de muestras.
Preparacién de los extractos de ajo.

Exposicidén de los alimentos al extracto de ajo estéril y no estéril.

o &~ DN =

Analisis microbiolégico de las muestras de alimentos para evaluacién de su

carga microbiana, mediante siembra en placas Petrifilm®.

3.6.1 Obtencion de los alimentos

Los alimentos utilizados en los ensayos fueron alimentos sin tratamientos previos de
coccion, generalmente ensaladas. Se tomaron en cuenta estos alimentos puesto que son
de consumo frecuente y de facil preparacién, sin embargo estas caracteristicas hacen que
estos alimentos sean susceptibles de contaminacion por descuido en su manipulacién y

por un inadecuado almacenamiento.

Los alimentos seleccionados para el estudio fueron ensaladas de chochos (cevichochos) y
shawarmas., para facilidad del estudio, el shawarma fue identificado como Ensalada 1,
mientras que el cevichocho fue identificado como, Ensalada 2. Los alimentos fueron
obtenidos de dos locales de expendio de alimentos cercanos a la universidad. En cuanto
al shawarma, este fue elaborado en el mismo instante de su obtencién, a diferencia del
cevichocho que se encontraba almacenado en contenedores y que denotaba que habia

permanecido ahi por un largo periodo de tiempo.

Para su movilizacién al laboratorio, los alimentos fueron colocados desde su envase
original en fundas Ziploc ® con cierre hermético, una vez sellados, estos fueron trasladados

al laboratorio para su inmediato procesamiento.

3.6.2 Preparacion de los alimentos y obtencién de muestras

Una vez en el laboratorio, los alimentos fueron debidamente separados e identificados, y
siguiendo las recomendaciones de la norma INEN NTE 1 529-2:99, 1999-02 para el control
microbiologico de alimentos; toma, envio y preparacion de muestras, se procedio con la

siguiente metodologia:
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* Se coloco todo el alimento en una licuadora, se sellé la misma y se desmenuzé el

alimento utilizando la revolucién mas baja por un periodo de 30 segundos.

* Se tomaron obtuvieron 6 muestras, de 10 gramos cada una, por cada alimento. Las
muestras fueron colocadas en frascos plasticos estériles (Figura N°27 y N°28) y

fueron debidamente identificadas para el siguiente ensayo.

Figura N°27 Figura N°28
Ensalada 1 (Shawarma). Peso 10 gr Ensalada 2 (Cevichocho). Peso 10 gr
Fuente: Yaguana C. Fuente: Yaguana C.

3.6.3 Preparacion de los extractos de ajo

Para este ensayo se prepararon, nuevamente, extractos acuosos de ajo. Se pesaron dos
porciones de ajo de 250 gramos cada una, las mismas que fueron trituradas en morteros
estériles. Posteriormente se afiadié de forma progresiva 100 mL de agua estéril para
obtener dos extractos acuosos, con una concentracion de 250 mg/mL cada uno; siendo
esta la concentracion mas alta. Uno de los extractos se esteriliz6 mediante unidades de
filtracion Millex GP estériles, mientras que el otro se mantuvo sin esterilizar, afin de poder
establecer si el proceso de esterilizacion puede ser considerado como una variable atomar
en cuenta durante el analisis de la actividad antibidtica del extracto. Una vez obtenidos los
extractos, estos fueron almacenados en vasos de precipitacion de 100 mL hasta su
posterior uso.
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3.6.4 Tratamiento de las muestras de alimentos con el extracto acuoso de ajo

Las muestras de alimentos fueron puestas en contacto con el extracto de ajo por periodos
de tiempo determinados. Posteriormente se realizd un analisis microbiolégico, mediante
contaje en placas Petrifiim®, tanto de las muestras de alimento, asi como de las muestras
expuestas al extracto para comprobar si existid una disminucion de la carga bacteriana

inicial. El ensayo se realiz6 en tres etapas:

1. Aplicacion del extracto de ajo sobre las muestras de alimentos.

2. Retiro del extracto de ajo de las muestras de alimentos.

3. Siembra de las muestras de alimentos en placas Petrifim® y lectura de resultados.
3.6.4.1 Aplicacioén del extracto de ajo
Tanto de la ensalada 1 (shawarma), como de la ensalada 2 (cevichocho) se obtuvieron seis
muestras de 10 gramos cada una, las muestras fueron colocadas en frascos plasticos
estériles donde seria agregado el extracto de ajo. Las muestras de alimentos fueron
expuestas al extracto de la siguiente manera:

Tratamiento para la Ensalada N°1

Muestra 1.- Ensalada 1 tratada con 15mL del extracto de ajo ESTERIL por 1 minuto.

2. Muestra 2.- Ensalada 1tratada con 15mL del extracto de ajo ESTERIL por 2
minutos.

3. Muestra 3.- Ensalada 1 tratada con 15mL del extracto de ajo ESTERIL por 5
minutos.

Tratamiento para la ensalada N°2
Muestra 1.- Ensalada 2 tratada con 15mL del extracto de ajo ESTERIL por 1 minuto.

Muestra 2.- Ensalada 2 tratada con 15mL del extracto de ajo ESTERIL por 2

minutos.
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6. Muestra 3.- Ensalada 2 tratada con 15mL del extracto de ajo ESTERIL por 5

minutos.

3.6.4.2 Eliminacion del extracto de ajo de las muestras de alimentos

Como siguiente paso se procedid a eliminar el extracto de ajo de las muestras mediante
decantacién, posteriormente se agregé 90 mL de agua peptonada estéril al 0.1% a cada
una de estas, homogeneizandolas y dejandolas reposar por un minuto, quedando listas

para el siguiente paso.

3.6.5 Analisis microbiolégico de las muestras de alimentos mediante siembra

en placas Petrifilm® y lectura de resultados.

Como ultimo paso se realiz6 el analisis microbiolégico de las muestras de alimentos para
comprobar si existié una disminucién de la carga bacteriana inicial de los mismos con
respecto a aquellos que fueron puestos en contacto con el extracto. Las muestras fueron
sembradas en placas Petrifilm TM, por duplicado, para el analisis de los siguientes

parametros:

e Mesdfilos — Aerobios

e Coliformes totales

e Escherichia coli

e Enterobacterias

e Staphylococcus aureus

e Mohos y Levaduras

3.6.5.1 Siembra de las muestras y lectura de resultados

Una vez transcurrido el minuto desde que se agregé el agua peptonada a las muestras de
alimentos, se tom6 1 mL de cada una de las muestras para ser sembradas en cada una de
las placas Petriflm®, durante 24 horas, siguiendo la técnicas descritas por la casa
comercial (Anexo N°5). De igual forma la interpretacién y lectura de resultados se realizd

segun las técnicas descritas en el anexo mencionado anteriormente.
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3.6.5.2 Controles

Como parte importante de los ensayos se realizaron, por duplicado, controles
microbiologicos de parametros clave, a fin de garantizar la confiabilidad de los resultados
obtenidos e identificar factores que hayan influido en los resultados. Se llevaron a cabo dos

controles:

¢ Control microbiolégico de los extractos de ajo.- Tanto para el extracto de ajo
estéril, como para el extracto de ajo no estéril, se realizaron analisis microbiolégicos
para determinar la presencia de microrganismos mesdéfilos — aerobios, coliformes
totales, Escherichia coli, enterobacterias, Staphylococcus aureus, ademas de
mohos y levaduras. Para esto se tomé 1 mL de cada uno de los extractos para ser
sembrados en placas Petrifilm® para la determinacion de los microorganismos
descritos anteriormente. De esta manera se comprobd tanto la eficacia del proceso
de esterilizacion del extracto de ajo estéril, asi como también se determiné la carga

microbiana del extracto de ajo no estéril.

e Controles para el agua peptonada y agua purificada estériles.- Se sembraron
también en placas Petrifilm® 1mL de agua peptonada al 1% estéril y 1 mL de agua
purificada estéril, con la cual se prepararon los extractos acuosos de ajo. De igual
forma se analizo la presencia de microrganismos mesofilos — aerobios, coliformes
totales, Escherichia coli, enterobacterias, Staphylococcus aureus, ademas de

mohos y levaduras.

3.7 Analisis estadistico

El método de analisis estadistico escogido para el presente estudio se realizé tomando en
cuenta dos factores importantes como son la temperatura y la concentracién de los
extractos, a diferentes niveles, fue el Disefio Factorial de dos Factores o Disefio Bi-
factorial, para de esta manera observar si los factores o la interaccién entre ambos son
estadisticamente significativos para poder describir las observaciones mediante el
siguiente modelo lineal estadistico:

Yijk = 0+ A; + By + (AB)y; + & *)
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Donde p es el efecto medio general, A es el efecto del i-€simo nivel del factor, B es el efecto

j-ésimo nivel del factor, AB es el efecto de interaccion entre el factor Ay el factor By g,

es el componente del error aleatorio (Duran, J. (2011).

Ademas,
i=1,....,a
j=1,...,b
k=1,....n

Donde a y b son los niveles de cada factor y n el numero de observaciones. Para el estudio

se consideré lo siguiente:

A:= factor concentracion del extracto con a=3 niveles de concentracién 62.5 mg/dL, 100
mg/dL y 250 mg/dL.

B:= factor temperatura con b=3 niveles 35°C,50°C y 90°C.

3.7.1 Modelo lineal estadistico

El modelo lineal estadistico, construido en este estudio, tiene como finalidad describir y
predecir las observaciones entre las interacciones de los factores concentracion y
temperatura, en relacién con la variable de estudio que son los halos de inhibicién. A partir
de este modelo se obtiene una ecuacién que permite el estudio de los factores y la variable
sin necesidad de realizar la parte practica nuevamente. Para la elaboracién del modelo

estadistico se considerd lo siguiente (Duran, J. (2011).:

o Fue construido con todos los factores, interacciones y la constante.

e Luego, se verificd la significancia estadistica de cada uno de ellos (en el caso de no
ser significativos, fueron retirados del modelo).

e Una vez que se comprueba la significancia de todos, se procede a realizar las
respectivas pruebas de los residuos, es decir, si los residuos son independientes y
tienen una distribucion normal con media O y varianza constante.

¢ Finalmente, comprobados los 3 anteriores se puede dar ecuacion del modelo que
ajusta a los datos.

Estos procedimientos se realizaron con todas las cepas bacterianas.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ENSAYOS PREVIOS
4.1.1 Identificacién de cepas bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas en los ensayos fueron identificadas mediante microscopia,
pruebas bioquimicas y observacién de colonias a nivel macroscopico. Las pruebas de
identificacion de las cepas bacterianas utilizadas en los ensayos se detallan en el Anexo
N°2. Mediante la identificacidn se comprobd que los cultivos de las cepas eran puros, por

tanto se procedio a realizar los ensayos conforme se describe la metodologia.

4.2 RESULTADOS DE LA PRIMERA PARTE DEL ESTUDIO: PRUEBAS DE
SENSIBILIDAD POR EL METODO DE DISFUSION EN AGAR BAUER-KIRBY

A continuacién se detallan los resultados obtenidos en los antibiogramas donde las cepas
bacterianas, ya mencionadas, fueron enfrentadas a los extractos de ajo y culantro, asi
como también a los antibiéticos gentamicina y ampicilina. Los diametros de los halos de
inhibicién de los antibiogramas fueron registrados para posteriormente realizar los analisis

estadisticos pertinentes.

4.2.1 Resultados de las pruebas de sensibilidad para la cepa de

Staphylococcus aureus Meticilino Resistente frente al extracto de ajo
En la tabla N°3 se muestran los resultados obtenidos de las pruebas de sensibilidad

correspondientes a la cepa de Staphylococcus aureus Meticilino Resistente, la cual fue

enfrentada a los extractos de ajo y culantro.
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Tabla N°3

Halos de inhibicién correspondientes a la cepa de Staphylococcus aureus Meticilino

Resistente frente al extracto de ajo

Tratamiento
térmico del

extracto

ST
(Sin

tratamiento)

35°C

50°C

90°C

Concentracion
del extracto

(mg/mL)

250

100

62.5

250

100

62.5

250

100

62.5

250

100

62.5

Halos de
inhibicion
(mm)

Primer Ensayo

21

20

16

23

18

16

21

18

16

Halos de
inhibicién
(mm)
Segundo

Ensayo

22

18

17

22

20

17

19

16

14

e A continuacién se observa el resultado de cuatro de los antibiogramas realizados

con esta cepa bacteriana. (Figuras N°29, N°30, N°31 y N°32).
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Figura N°29
Antibiograma para la cepa de S. aureus MRSA enfrentada al extracto de ajo sin tratamiento
térmico
Fuente: Yaguana C.

Figura N°30
Antibiograma para la cepa de S. aureus MRSA enfrentada al extracto de ajo sometido a 35°C

Fuente: Yaguana C.
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Figura N°31
Antibiograma para la cepa de S. aureus MRSA enfrentada al extracto de ajo sometido a 50°C

Fuente: Yaguana C.

Figura N°32
Antibiograma para la cepa de S. aureus MRSA enfrentada al extracto de ajo sometido a 90°C

Fuente: Yaguana C.
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4.2.1.1 Analisis ANOVA para la cepa Staphylococcus aureus Meticilino
Resistente frente al extracto de ajo

Con los datos de la Tabla N°3 se realiz6 la configuracion Optima de los factores para
realizar el andlisis ANOVA, los datos se presentan en la Tabla N°4.

Tabla N°4.

Configuracion éptima de los factores para Staphylococcus aureus
Meticilino resistente (MRSA) frente al extracto de ajo

Temperatura (°C)

35° 50° 0°
Concentracion (mg/mL)
62,5 16 17 16 14 6 6
100 18 20 18 16 6 6
250 232 2119 6 6

Graficamente se puede observar la dispersion de los datos en cada nivel de ambos
factores (grafico N°1 y N°2).

Gréfico N°1

Dispersion de los datos (halos de inhibicion) en relacion al factor concentracion para la
cepa de Staphylococcus aureus Meticilino Resistente (MRSA) frente al extracto de ajo
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» Observando el gréafico se puede corroborar que existe una correlacion lineal positiva
entre la variable halos de inhibicién y el factor concentracion. Es decir que, mientras
sea mayor la concentracion del extracto de ajo, se obtendran halos de inhibicion
mucho mayores. Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Zakaria
Y. Al-Astal, 2003, donde se observo la misma tendencia.

Grafico N°2.
Dispersion de los datos en relacion al factor temperatura para la cepa de Staphylococcus
aureus Meticilino Resistente (MRSA), frente al extracto de ajo

» Observando el grafico se puede corroborar que existe una correlacion lineal
negativa entre la variable halos de inhibicién y el factor temperatura. Es decir que,
cuando se aumenta la temperatura del extracto de ajo, su actividad antibidtica
disminuye, obteniendo asi halos de inhibicibn menores. Estos resultados
concuerdan con el estudio realizado por Zakaria Y. Al-Astal, 2003, donde se
observd ademas que el extracto de ajo pierde por completo su actividad antibiética

al ser sometido a una temperatura de 100°C por 10 minutos.

Utilizando la tabla N°4 se realiz6 el ANOVA para demostrar si existe interaccion entre los
factores concentracion y temperatura en relacion a la variable halos de inhibicion, dicho

andlisis se muestra en la tabla N°5.
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Tabla N°5

Analisis de Varianza ANOVA para la variable halos de inhibicion de la cepa de
Staphylococcus aureus Meticilino resistente (MRSA)

Fuente Suma de @ Cuadrado Razon-F  Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Temperatura 620,444 2 310,222 310,22 0,0000

B:Concentracion 40,7778 2 20,3889 20,39 0,0005

INTERACCIONES

AB 20,8889 4 522222 5,22 0,0187

RESIDUOS 9,0 9 10

TOTAL (CORREGIDO) 691,111 17

* Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno de los factores.
Puesto que 3 valores-P son menores que 0,05, los factores concentraciéon y
temperatura, y la relacion entre ambos, tienen un efecto estadisticamente
significativo sobre la variable halos de inhibicién, con un 95,0% de nivel de

confianza.

En referencia a la tabla anterior se construyd un gréafico representando la concentracion y
la temperatura para poder observar la influencia de estos factores sobre los halos de
inhibicion. (Gréafico N°3).
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Gréafico N°3
Gréfico de interacciones Concentracion-Temperatura respecto a los halos de inhibicién
para de la cepa de Staphylococcus aureus (MRSA) frente al extracto de ajo

* En el gréafico se puede observar que, independientemente de la concentracion del
extracto de ajo, la maxima actividad antibiética del mismo se registra cuando este
es sometido a una temperatura de 35°C por 10 minutos. Este resultado concuerda
con el estudio realizado por Zakaria Y. Al-Astal, 2003 donde se desmuestra que la
eficacia del efecto antibidtico del extracto de ajo se incrementa cuando este es
sometido a temperaturas de entre 35°C y 50°C por 10 minutos. Como se menciona
en dicho estudio, la explicacion a este fenémeno se debe al exceso de actividad de
la enzima alinasa, la cual es responsable del cambio del compuesto alina a alicina,

lo cual ocurre a dichas temperaturas.

* Se observa ademas que, a una temperatura 90°C, el extracto no muestra actividad
antibiética en ninguna de las concentraciones. Esto se debe a que a temperaturas
de entre 70°C y 100°C, el efecto antibibtico del extracto desaparece ya gue, tanto
el compuesto alina como la enzima alinasa, cambian su compaosiciéon quimica o son
destruidas a estas temperaturas (Zakaria Y. Al-Astal, 2003).«

» Puesto que los factores y la interaccion resultaron significativas para el modelo, se
realiz6 una regresion multiple incluyendo a la variable halos de inhibicion, con los
demas factores explicativos para posteriormente realizar un nuevo ANOVA (tabla
N°6).
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Tabla N°6

Regresion Multiple - Halos de inhibiciéon de la cepa de Staphylococcus aureus

Meticilino resistente (MRSA) y ANOVA

Variable dependiente: halos de inhibicion (mm)

Variables independientes:

» Temperatura (°C)
» Concentracién (mg/ml)

» Temperatura*Concentracion

Error Estadistico
Parametro Estimacién Estandar T Valor-P
CONSTANTE 21,926 1,59163 13,7758 0,0000
Temperatura -0,174718 0,0253514 -6,89182 0,0000
Concentracion 0,0503976 0,0099733 5,05326 0,0002
Temperatura*Concentracié |-0,000553756 |0,000158854 |-3,48593 0,0036
n

Fuente Suma de|Gl |Cuadrado Razé6n-F |Valor-P
Cuadrados Medio

Modelo 668,622 3 [222,874 138,75 (0,0000

Residuo 22,4888 14 (1,60635

Total (Corr.) (691,111 17

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 96,0487 %.

Esto nos indica que el modelo ajustado explica el 96.0487% de la variabilidad de
los halos de inhibicion. Finalmente, se cre6é una ecuacién en base al modelo
ajustado; dicha ecuacién permite predecir el comportamiento de la variable halos
de inhibicién en funcién de los factores Temperatura y Concentracion. De esta
manera, si queremos obtener un determinado diametro de halo de inhibicion para
esta cepa, basta con reemplazar los datos de la variable y los factores con la

siguiente ecuacion:
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Halos de inhibicién = 21,926 - 0,174718*Temperatura + 0,0503976*Concentracién —
0,000553756*Temperatura*Concentracién

A continuacién se probo6 la idoneidad del modelo, para esto se comprobd el cumplimiento

de las siguientes condiciones que deben tener los residuos:

o Los residuos deben seguir una distribucién normal con media cero y varianza
constante.
e Los residuos deben ser independientes, es decir, los residuos no deben seguir

ningun patron en la grafica de dispersion.

Se realiz6 una prueba de normalidad para los residuos utilizando la tabla N° 7

Tabla N°7
Distribuciones Ajustadas y pruebas de Normalidad para RESIDUOS para el modelo

Staphylococcus aureus Meticilino resistente (MRSA)

Normal
Media = 9,44444E-7

desviacion estandar =

1,15016
Prueba Estadistico| Valor-P
Estadistico W de Shapiro- 0,914806 0,106786
Wilk

¢ Debido a que el valor-P mas pequeno de las pruebas realizadas es mayor 6 igual a
0,05, no se puede rechazar la idea de que RESIDUOS proviene de una distribucion
normal con 95% de confianza. En efecto los residuos cumplen con la condicion de

seguir una distribuciéon normal con media cero.

Para probar si la varianza es constante, se realizé la prueba de Breusch-Pagan

Breusch-Pagan test

Halos de inhibicién ~ Temperatura + Concentracion + Temperatura.Concentracion
BP = 2.6768, df = 1, valor-p = 0.1018
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Como el valor-p es mayor que 0.05 entonces los residuos no tienen varianza

constante, lo cual podemos observar en el grafico N°4.

Grafico N° 4
Gréfico de residuos y predicho de halos de inhibicién para la cepa de Staphylococcus
aureus Meticilino resistente (MRSA) frente al extracto de ajo

» Portanto se observa que no se cumple la condicién del modelo, esto se debe a que
hay una alta correlacion de las variables, es asi que se observa el fendbmeno
multicolinealidad entre las mismas, en concreto la variable de interacciéon; esto se
debe a que esta depende de las variables anteriores. Esto se corroboré mediante

una matriz de correlaciéon, mostrada en la tabla N°8:

Tabla N°8

Matriz de Correlacién para las estimaciones de los coeficientese

CONSTANTE Temperatura Concentracion TempConc

CONSTANTE 1,0000 -0,9291 -0,8616 0,8005
Temperatura -0,9291 1,0000 0,8005 -0,8616
Concentracion -0,8616 0,8005 1,0000 -0,9291
TempConc 0,8005 -0,8616 -0,9291 1,0000

» Ahora se probo quitar la variable de interaccion en el modelo mediante un nuevo

andlisis de regresion, mostrado en la tabla N°9.
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Tabla N°9
Analisis de regresiéon Miiltiple - Halos de inhibicién sin la variable de interaccion

Staphylococcus aureus Meticilino resistente (MRSA) y ANOVA

» Variable dependiente: Halos de inhibicién (mm)
» Variables independientes:
e Temperatura (°C)

e Concentracién (mg/ml)

Error Estadistico
Parametro Estimacién |Estandar T Valor-P
CONSTANTE |26,3676 1,25948 20,9354 0,0000
Temperatura |-0,250859 [0,0169918 (-14,7636 0,0000
Concentracién (0,0180952 |0,00486915 |3,7163 0,0021
Fuente Sumade Gl | Cuadrado Medio | Razén-F Valor-P
Cuadrados
Modelo 649,102 2 324,551 115,89 0,0000
Residuo 42,0087 15 2,80058
Total (Corr.) 691,111 17

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 93,1111 porciento

¢ Ahora se observa que se ha bajado un 3% en la explicacién de la variabilidad de
los halos de inhibicion pero se presume que se elimina la heterocedasticidad
(varianza no constante) para que el modelo ajustado pueda cumplir con el analisis
de residuos. Se realiz6 entonces una nueva prueba de normalidad (tabla N°10) y

se obtuvieron nuevos datos para las distribuciones.

Tabla N°10
Pruebas de Normalidad para RESIDUOS
Prueba Estadistico |Valor-P

Estadistico W de Shapiro-Wilk |0,933455 0,227787

Distribuciones Ajustadas

Normal
media = 3,33333E-7

desviacioén estandar = 1,57197
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Debido a que el valor-P mas pequefio de las pruebas realizadas es mayor o igual a
0,05, no se puede rechazar la idea de que RESIDUOS proviene de una distribucion

normal con 95% de confianza, como se muestra en el grafico N°5.

Grafico N°5
Gréfico de residuos y predicho de halos de inhibicion para la cepa de Staphylococcus
aureus Meticilino resistente (MRSA) frente al extracto de ajo, para el modelo ajustado

Gréfico de Residuos
3,3
23
1.3

03

-0,7
-1,7

-2,7
6 9 12 15 18 21 24
predicho Halos de inhibicién

Por tanto, la ecuacion del modelo ajustado es:

Halos de inhibicion = 26,3676 - 0,250859*Temperatura + 0,0180952*Concentracion

» Puesto que €l valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relaciéon
estadisticamente significativa entre las variables (Temperatura-Concentracion) con
un nivel de confianza del 95,0%. Mediante un grafico de contorno de superficie de
la respuesta estimada se puede observar que, si queremos obtener mayores
diametros de halos de inhibicion en las pruebas de sensibilidad, se deben usar
concentraciones del extracto de ajo superiores a 250 mg/dL y sometiendo al mismo

a una temperatura de 35°C (Grafico N°6).
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Gréfico N°6

Gréfico de contorno de superficies para la respuesta estimada para la cepa de
Staphylococcus aureus Meticilino resistente (MRSA) frente al extracto de ajo

Contornos de la Superficie de Respuesta Estimada

250 Funcién
0,0-2,4
2,4-4,8
4,8-7,2
7,2-9,6
9,6-12,0
12,0-14,4
14,4-16,8
16,8-19,2
19,2-21,6
m 21,6-24,0
24,0-26,4

35 45 55 65 75 85 95
Temperatura

* Mediante el gréfico de superficie se pueden buscar combinaciones Optimas entre
dos conjuntos de datos. Los colores y las tramas indican areas que contienen el
mismo rango de valores. Observando el grafico se puede ver que si el extracto es
enfrentado a la cepa de Staphylococcus aureus MRSA en una concentracion de
250 mg/mL y se lo somete a 35°C por 10 minutos, se espera obtener diametros de
halos de inhibicion entre 21,6 mm y 24 mm.

4.2.2 Resultados de las pruebas de sensibilidad para la cepa de

Staphylococcus aureus Meticilino Resistente frente al extracto de culantro

En la tabla N°11 se muestran los halos de inhibicion obtenidos en las pruebas de
sensibilidad para la bacteria de Staphylococcus aureus Meticilino Resistente frente al
extracto de culantro. Se observa gue en todos los ensayos no se obtuvieron halos de

inhibicién en ninguna de las concentraciones del extracto.
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Tabla N°11
Halos de inhibicién correspondientes a la cepa de Staphylococcus aureus Meticilino

Resistente frente al extracto de culantro

Tratamiento ST 35°C 50°C 90°C
térmico del (Sin tratamiento)
extracto

Concentracién 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5
del extracto

(mg/mL)

Halos de
inhibicion (mm) 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6

Primer Ensayo

Halos de
inhibiciéon (mm) 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
Segundo

Ensayo

s A diferencia del estudio realizado por Filomena Silva, Susana Ferreira, Joa™o A.
Queiroz & Fernanda C. Domingues, 2011, donde se observé que los aceites
esenciales de culantro mostraban una actividad antibiética frente a cepas de
Staphylococcus aureus., bajo las condiciones en las que se realiz6 este estudio, el
extracto acuoso de culantro no presenta actividad antibitica frente a la cepa de
Staphylococcus aureus MRSA. Se presume entonces que los compuestos
responsables de la actividad antibibtica, encontrados en los aceites esenciales de
culantro, no se encuentran en los extractos acuosos, posiblemente por la diferente
metodologia que se utiliza para la obtencién de dichos aceites. A continuacién se
observa el resultado de uno de los antibiogramas realizados con esta cepa
bacteriana (Figura N°33).
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Figura N°33
Antibiograma para la cepa de S. aureus MRSA enfrentada al extracto de culantro
Fuente: Yaguana C.

4.2.3 Resultados de las pruebas de sensibilidad para la cepa de

Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente al extracto de ajo

En la tabla N° 12 se muestran los halos de inhibicibn obtenidos en las pruebas de
sensibilidad para la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente al extracto acuoso
de ajo.

Tabla N° 12

Halos de inhibicion correspondientes a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923
frente al extracto de ajo

Tratamiento ST 35°C 50°C 90°C
térmico del (Sin tratamiento)
extracto
Concentracion 250 100 625 250 100 625 250 100 625 250 100 625
del extracto
(mg/mL)
Halos de
inhibicion (mm) 23 20 16 25 21 19 24 20 18 6 8 6
Primer Ensayo
Halos de
inhibicion (mm) 24 20 15 24 21 21 22 18 16 6 6 6

Segundo

Ensayo
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Figura N°34
Antibiograma para la cepa de S. aureus ATCC 25923 enfrentada al extracto de ajo sin
tratamiento térmico

Fuente: Yaguana C

Figura N°35
Antibiograma para la cepa de S. aureus ATCC 25923 enfrentada al extracto de ajo sometido
a35°C

Fuente: Yaguana C
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Figura N°36
Antibiograma para la cepa de S. aureus ATCC 25923 enfrentada al extracto de ajo sometido
a50°C

Fuente: Yaguana C.

Figura N° 37
Antibiograma para la cepa de S. aureus ATCC 25923 enfrentada al extracto de ajo sometido
a90°C

Fuente: Yaguana C.
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4.2.3.1 Analisis ANOVA para la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923

frente al extracto de ajo

De los datos obtenidos se construyd una tabla para ordenar los datos y poder realizar los

analisis estadisticos (tabla N°13).
Tabla N° 13

Configuracion 6ptima de los factores para Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente al
extracto de ajo

Temperatura (°C)

3F° 50° 0°
Concentracion (mg/ml)
62,5 9 21 18 16 66
100 21 2 20 18 86
250 25 24 24 22 66

Gréficamente se puede observar la dispersién de los datos en cada nivel de ambos
factores, tanto para el factor concentracion asi como para el factor temperatura (Graficos
N°7 y N°8).
Gréfico N°7
Dispersion de los datos en cada nivel para el factor temperatura para la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente al extracto de ajo

Dispersion por Cédigo de Nivel
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» Observando el gréfico se puede corroborar que existe una correlacion lineal
negativa entre la variable halos de inhibicion y el factor temperatura. Es decir que,
cuando se aumenta la temperatura del extracto de ajo, su actividad antibiética
disminuye, obteniendo asi halos de inhibicibn menores. Estos resultados
concuerdan con el estudio realizado por Zakaria Y. Al-Astal, 2003, donde se
observd ademas que el extracto de ajo pierde por completo su actividad antibiética

al ser sometido a una temperatura de 100°C por 10 minutos.

Grafico N°8
Dispersion de los datos en cada nivel para el factor concentracion para la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente al extracto de ajo

Dispersion por Cddigo de Nivel

» Observando el grafico se puede corroborar que existe una correlacion lineal positiva
entre la variable halos de inhibicién y el factor concentracion. Es decir que, mientras
sea mayor la concentracion del extracto de ajo, se obtendran halos de inhibicion
mucho mayores. Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Zakaria
Y. Al-Astal, 2003, donde se observo la misma tendencia.

Se realizé entonces el andlisis de varianza de los datos (tabla N°14):
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Tabla N°14

Andlisis de Varianza para Halos de inhibicion correspondientes a la cepa de

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Fuente Suma
Cuadrados

EFECTOS

PRINCIPALES

A:Temperatura 884.333

B:Concentracion 39.0

INTERACCIONES

AB 20.6667

RESIDUOS 85

TOTAL (CORREGIDO) 9525

de G

17

Cuadrado
Medio

442.167

195

5.16667
0.944444

Razén-F Valor-P

468.18
20.65

5.47

0.0000
0.0004

0.0163

Puesto que 3 valores-P son menores que 0.05, estos factores tienen un efecto

estadisticamente significativo sobre halos de inhibicién con un 95.0% de nivel de

confianza. En el grafico N°9 se representa este fendmeno, observandose que se

obtienen mayores diametros de halos inhibicién con la méxima concentracion y con

el extracto siendo sometido a una temperatura de 35°C. También se observa que

la actividad antibidtica del extracto disminuye conforme este es sometido a

temperaturas superiores a 35°C.
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Grafico N°9

Graéfico de interacciones Concentracidon-Temperatura respecto a los halos de inhibicion para de la

cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente al extracto de ajo

Grafico de Interacciones
Concentracion
— 625

100
-e- 250

Temperatura

* En el gréfico se puede observar que la maxima actividad antibiética del extracto se
obtiene usando la concentracion més alta del extracto sometido a una temperatura
de 35°C. Mientras que a los 90°C el extracto no muestra actividad antibiética en

ninguna de las concentraciones.e
» Puesto que los factores y la interaccién resultaron significativas para el modelo, se

realiz6 una regresion multiple incluyendo a la variable halos de inhibicion, con los

deméas factores explicativos (tabla N°15).
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Tabla N° 15
Regresién Miltiple - Halos de inhibicién correspondientes a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923 y ANOVA

o Variable dependiente: Halos de inhibicién (mm)
e Variables independientes:
» Temperatura (°C)

» Concentracién (mg/mL)

Error Estadistico

Parametro Estimacién |Estandar T Valor-P
CONSTANTE |30.7851 1.32952 23.1551 0.0000
Temperatura [-0.298969 |0.0179367 |[-16.668 0.0000
Concentration [0.0180952 |0.00513994 |3.52052 0.0031

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
Modelo 905.689 2 452 844 145.11 0.0000
Residuo 46.8111 15 13.12074

Total (Corr.) 952.5 17

R-cuadrado (ajustado para G.1.) = 94.4302 porciento

o Esto nos indica que el modelo ajustado explica el 94.4302 % de la variabilidad de
los halos de inhibicion. Posteriormente se realizé un analisis de residuos para

comprobar si se verifican la hipdtesis del modelo (tabla 16)

Tabla N°16

Distribuciones Ajustadas y pruebas de Normalidad para RESIDUOS (1) para el modelo
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Normal
media = 6.11111E-7

desviacién estandar =
1.6594

Pruebas de Normalidad para RESIDUOS

Prueba Estadistico| Valor-P
Estadistico W de Shapiro- 0.960214 0.598032
Wilk

En el grafico N° 10 se observa que los datos siguen una distribucién normal.
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Grafico N° 10
Gréfico de residuos y predicho de halos de inhibicion para la cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 25923

Entonces la ecuacion para el modelo ajustado es:

Halos de inhibicion = 30.7851 - 0.298969*Temperatura + 0.0180952*Concentracion

* Con este modelo se puede entonces predecir el comportamiento de la variable
halos de inhibicion, en funcién de los factores temperatura y concentracion. Dicha
prediccion se puede ilustrar mediante un grafico de superficie para la respuesta
estimada (Grafico N°11)

Gréfico N°11
Grafico de contorno de superficies para la respuesta estimada para la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Contorno de la Superficie de Respuesta Estimada

250 Funcion

0.0-2.5
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15.0-17.5

17.5-20.0

50 20.0- 225
m 225-25.0

0 25.0- 215

200

150

100

35 45 55 65 75 85 95
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* Mediante el gréfico de superficie se pueden buscar combinaciones Optimas entre
dos conjuntos de datos. Los colores y las tramas indican &reas que contienen el
mismo rango de valores. Observando el grafico se puede ver que si el extracto de
ajo es enfrentado a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 en una
concentracién de 250 mg/mL y se lo somete a 35°C por 10 minutos, se espera

obtener didmetros de halos de inhibicién entre 22,5 mm y 25.0 mm.

424 Resultados de las pruebas de sensibilidad para la cepa de

Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente al extracto de culantro
En la figura N°38 se observa uno de los antibiogramas realizados para esta cepa

bacteriana puesta en contacto con el extracto de ajo.

Figura N°38
Antibiograma para la cepa de S. aureus ATCC 25923 enfrentada al extracto culantro

Fuente: Yaguana C.
En la tabla N°17 se muestran los halos de inhibicion obtenidos en las pruebas de

sensibilidad para la bacteria de Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente al extracto de

culantro.
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Tabla N°17

Halos de inhibicién para la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente al

extracto de culantro

Tratamiento
térmico del

extracto

ST
(Sin

tratamiento)

35°C

50°C

90°C

Concentracion
del extracto

(mg/mL)

250 | 100 | 62.5

250

100

62.5

250

100

62.5

250

100

62.5

Halos de
inhibicion
(mm)

Primer Ensayo

Halos de
inhibicién
(mm)
Segundo

Ensayo

e Al igual que ocurrié con la cepa de Staphyloccocus aureus Meticilino Resistente

bajo las condiciones en las que se realiz6 este estudio, el extracto acuoso de

culantro no presenta actividad antibibtica frente a la cepa de Staphylococcus aureus

ATCC 25923. Por tanto la explicacién de este fendbmeno es la misma mencionada

anteriormente. Se presume entonces que los compuestos responsables de la

actividad antibiotica, encontrados en los aceites esenciales de culantro, no se

encuentran en los extractos acuosos, posiblemente por la diferente metodologia

que se utiliza para la obtencién de dichos aceites.
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4.2.5 Resultados de las pruebas de sensibilidad para ja cepa de Escherichia

coli Productora de Betalactamasas de Espectro Extendido (BLEE) frente al
extracto de ajo

En las figuras N°39, N°40, N°41 y N°42 se muestran cuatro de los antibiogramas

realizados a esta cepa frente a los extractos de ajo en los diferentes tratamientos térmicos.

Figura N°39
Antibiograma para la cepa de E coli BLEE enfrentada al extracto de ajo sin tratamiento
térmico
Fuente: Yaguana C.

Figura N°40
Antibiograma para la cepa de E. coli BLEE enfrentada al extracto de ajo sometido a 35°C

Fuente: Yaguana C.
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Figura N°41
Antibiograma para la cepa de E. coli BLEE enfrentada al extracto de ajo sometido a 50°C

Fuente: Yaguana C.

Figura N°42
Antibiograma para la cepa de E. coli BLEE enfrentada al extracto de ajo sometido a 90°C

Fuente: Yaguana C.
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4.2.5.1 Anadlisis ANOVA para la cepa Escherichia coli Productora de

Betalactamasa de Espectro Extendido (BLEE) frente al extracto de ajo

En la tabla N°18 se muestran los halos de inhibicidn obtenidos en las pruebas de
sensibilidad para la bacteria de Escherichia coli Productora de Betalactamasas de Espectro
Extendido frente al extracto de ajo.

Tabla N°18

Halos de inhibicién obtenidos en las pruebas de sensibilidad de la cepa de Escherichia coli

BLEE frente al extracto de ajo

Tratamiento ST 35°C 50°C 90°C
térmico del (Sin tratamiento)
extracto

Concentracion 250 | 100 | 625 | 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5
del extracto

(mg/mL)

Halos de

inhibiciéon (mm) 12 10 6 16 13 12 12 11 11 6 6 6
Primer Ensayo

Halos de

inhibicién (mm) 11 9 6 12 10 7 11 11 7 10 9 9
Segundo

Ensayo

o Posteriormente se cre6 una configuracién éptima de los factores que influyen en el

modelo (tabla N°19), que sirve para determinar la significancia estadistica de los
efectos.

78



Tabla N°19

Configuraciéon 6ptima de los factores para la cepa de EScherichia

coliBLEE frente al extracto de ajo

Temperatura (°C)

35° 50° Oo-
Concentracion (mg/ml)
62,5 12 7 u 7 6 9
100 13 10 1u n 6 9
250 16 12 12 1 6 10

Gréficamente podemos observar la dispersion de los datos en cada nivel de ambos
factores (Graficos N°12 y N°13):e

Grafico N°12
Dispersion de los datos en cada nivel para el factor temperatura para la cepa de
Escherichia coli BLEE frente al extracto de ajo

» Observando el gréfico se puede corroborar que existe una correlacion lineal
negativa entre la variable halos de inhibicion y el factor temperatura. Es decir que,
cuando se aumenta la temperatura del extracto de ajo, su actividad antibidtica

disminuye, obteniendo asi halos de inhibicibn menores. Estos resultados
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concuerdan con el estudio realizado por Zakaria Y. Al-Astal, 2003, donde se

observd la misma tendencia.

Gréfico N°13
Dispersion de los datos en cada nivel para el factor temperatura para la cepa de Escherichia
coli BLEE frente al extracto de ajo

» Observando el grafico se puede corroborar que existe una correlacion lineal positiva
entre la variable halos de inhibicién y el factor concentracion. Es decir que, mientras
sea mayor la concentracion del extracto de ajo, se obtendran halos de inhibicion
mucho mayores. Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Zakaria

Y. Al-Astal, 2003, donde se observd la misma tendencia.

Se realiz6 entonces el andlisis de varianza de los datos (tabla N°20).

Tabla N°20
Analisis de Varianza para Halos de inhibicion para la cepa Escherichia coli BLEE

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 50,7778 2 25,3889 4,52 0,0437
B:Concentraciéon 18,7778 2 9,38889 1,67 0,2411
INTERACCIONES

AB 8,88889 4 222222 0,40 0,8068
RESIDUOS 50,5 9 561111

TOTAL (CORREGIDO) 128,944 17
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* Puesto que un valor-P es menor que 0,05, el factor temperatura tiene un efecto
estadisticamente significativo sobre la variable Halos de inhibicién con un 95,0% de

nivel de confianza. Esto se puede ilustrar mediante el grafico N° 14.

Gréfico N°14

Gréfico de interacciones Concentracion-Temperatura respecto a los halos de inhibicién
para de la cepa de Escherichia coli BLEE frente al extracto de ajo

* En el caso de esta cepa bacteriana el factor concentracion, y la interacciéon entre
este y el factor temperatura, no son estadisticamente significativos para ajustar un
modelo. No es de extrafiarse si los factores no resultan significativos, o no cumplen
con la prueba de los residuos, la explicacién a esto es que los datos no sirven para
ajustar el modelo estadistico ya sea por falta de datos, que es lo més seguro, o por

otras circunstancias.e

* Se realiz6 entonces un analisis de regresion multiple con cada uno de los factores

y con la interaccion entre los mismos (tabla N°21)
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Regresion Multiple (1) - Halos de inhibicién para la cepa Escherichia coli BLEE y ANOVA

Tab

la N°21

Variable dependiente: Halos de inhibicion (mm)

Variables independientes:

» Concentracién (mg/ml)

» Temperatura (°C)

» Temperatura*Concentracion

Error Estadistico

Parametro Estimacién Estandar T Valor-P
CONSTANTE 10,029 2,50278 4,00713 0,0013
Concentracion 0,0300736 0,0156826 1,91764 0,0758
Temperatura -0,029136 0,0398642 -0,730881 |0,4769
Temperatura*Concentracié |-0,000314188 |0,000249792 |-1,25779 0,2290
n

Fuente Suma de|(Gl [Cuadrado Medio [Razén-F |Valor-P

Cuadrados

Modelo 73,3377 3 |24,4459 6,15 0,0089

Residuo 55,6068 14 [3,97191

Total (Corr.) (128,944 17

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 47,6344 porciento

Luego de hacer el andlisis notamos que quitando la constante el modelo mejora

como se muestra en la tabla N°22.
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Tabla N°22

Regresion Mdaltiple (2) - Halos de inhibicion para la cepa Escherichia colisLEE y ANOVA

*  Variable dependiente: Halos de inhibicién (mm)
*  Variables independientes:

> Concentracion (mg/ml)

> Temperatura (°C)

> Temperatura*Concentracion

Error Estadistico
Parametro Estimacion Estandar T Valor-P
Concentracién 0,0842177 0,0112688 7,47353 0,0000
Temperatura 0,119284 0,0208651 5,71693 0,0000

Temperatura*Concentracién -0,00111547 0,000211909 -5,26393 0,0001

Fuente  Suma de GI Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados

Modelo  1789,62 3 596,539 74,95 0,0000

Residuo 119,384 15 7,95893

Total 1909,0 18

R-cuadrado (ajustado para g.l.) =92,9124 %

Posteriormente se probo la normalidad de los residuos mediante pruebas de normalidad

(tabla N°23)

Tabla N° 23
Distribuciones Ajustadas y pruebas de Normalidad para RESIDUOS para el modelo
Escherichia coli BLEE
Normal
media = 3,33333E-7 =0
desviacion  estandar =
1,86908

Pruebas de Normalidad para RESIDUOS

Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro- 0,971079 0,798869
Wilk
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» Debido a que el valor-P méas pequefio de las pruebas realizadas es mayor 6 igual a
0,05, acepta la idea de que RESIDUOS proviene de una distribucion normal con

95% de confianza como se puede evidenciar en el grafico N°15.

Grafico N°15
Gréfico de residuos y predicho de halos de inhibicién para la cepa de Escherichia coli
BLEE

Gréfico de Residuos

Rediduo Estudentizado
o

6 8 10 12 14 16
predicho Halos de inhibicién

» Como se puede observar en la gréfica los residuos tienen una variabilidad constante
e independiente por tanto cumple las condiciones, entonces se establece el modelo
ajustado:

Halos de inhibicibn = 0,0842177*Concentracion + 0,119284*Temperatura -
0,00111547*Temperatura*Concentracion

Las predicciones de las respuestas estimadas se representan en el grafico N°16.
Graéfico N°16

Gréfico de contorno de superficies de la respuesta estimada para la cepa de
Escherichia coli BLEE frente al extracto de ajo

Contorno de la Superficie de Respuesta Estimada

250 Funcién
m 4,052
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. m 6476
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Como se observa en el gréfico, se obtiene un rango méaximo de halos de inhibicion
de entre 14,8 mm a 16,0 mm, usando la mé&xima concentracion del extracto de ajo
(250 mg/mL) sometido a una temperatura de 35°C por 10 minutos.

4.2.6 Resultados de las pruebas de sensibilidad para la cepa de Escherlchla

coli BLEE frente al extracto de culantro

En lafigura N°43 se observa uno de los antibiogramas realizados con esta cepa bacteriana
enfrentada al extracto de culantro.

Figura N°43
Antibiograma para la cepa de E. coli BLEE enfrentada al extracto de culantro

Fuente: Yaguana C.

En la tabla N°24 se muestran los halos de inhibicibn obtenidos en las pruebas de

sensibilidad para la bacteria de Escherichia coli BLEE frente al extracto de culantro.
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Tabla N°24

Halos de inhibicién de la cepa de Escherichia coli BLEE frente al extracto de culantro

Tratamiento ST 35°C 50°C 90°C
térmico del (Sin
extracto tratamiento)

Concentracion | 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.56 | 250 | 100 | 62.5
del extracto
(mg/mL)

Halos de
inhibicion 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
(mm)

Primer Ensayo

Halos de
inhibicion 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6
(mm)

Segundo

Ensayo

e Se observa que en todos los ensayos no se obtuvieron halos de inhibicién, por tanto
se concluye que el extracto acuoso de culantro no presenta actividad antibiética
frente a la cepa bacteriana y por tanto no se requiere analisis estadistico de los

datos.

4.2.7 Resultados de las pruebas de sensibilidad para la cepa de Escherichia
coli ATCC 25922 frente al extracto de ajo

En las figuras N°44, N°45, N°46 y N°47 se observan cuatro de los antibiogramas
realizados para esta cepa bacteriana enfrentada al extracto de ajo en sus diferentes

tratamientos térmicos.
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Figura N°44
Antibiograma para la cepa de E. coli ATCC 25922 enfrentada al extracto de ajo sin
tratamiento térmico

Fuente: Yaguana C.

Figura N°45
Antibiograma para la cepa de E. coli ATCC 25922 enfrentada al extracto de ajo sometido a
35°C

Fuente: Yaguana C.
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Figura N°46
Antibiograma para la cepa de E. coli ATCC 25922 enfrentada al extracto de ajo sometido a
50°C

Fuente: Yaguana C.

Figura N°47
Antibiograma para la cepa de E. coli ATCC 25922 enfrentada al extracto de ajo sometido a
50°C

Fuente: Yaguana C.
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En la tabla N°25 se muestran los halos de inhibicidn obtenidos en las pruebas de

sensibilidad para la bacteria de Escherichia coli ATCC 25922 frente al extracto de ajo.

Tabla N°25

Halos de inhibiciéon obtenidos para la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 frente al

extracto de ajo

Tratamiento
térmico del

extracto

ST
(Sin

tratamiento)

35°C

50°C

90°C

Concentracion
del extracto
(mg/mL)

250

100

62.5

250

100

62.5

250

100

62.5

250

100

62.5

Halos de
inhibicion
(mm)

Primer Ensayo

11

11

16

11

11

13

11

Halos de
inhibicion
(mm)

Segundo

Ensayo

14

15

13

13

12

11

12

12

11

4.2.7.1 Analisis ANOVA para la cepa Escherichia coli ATCC 25922 frente al

extracto de ajo

En base a la tabla anterior, se cred una configuracidén optima de los factores (tabla N°26),

de tal manera que se pueda determinar la significancia estadistica de los mismos mediante
un analisis ANOVA.
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Se realiz6 entonces el andlisis de varianza correspondiente, detallado en la tabla N°27.

Concentracion (mg/ml)
62.5

100

250

Fuente

EFECTOS PRINCIPALES
A:Temperatura
B:Concentracion
INTERACCIONES

AB

RESIDUOS

TOTAL (CORREGIDO)

Puesto que ningun valor-P es menor que 0.05, se concluye que ninguno de los

Suma

Cuadrados

30.7778
38.1111

2.88889
46.0
117.778

Tabla N°26
Configuracién éptima de los factores para la cepa de cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 frente al extracto de ajo

Temperatura (°C)

35° 50° 90°
9 13 6 12 n 9
n 13 6 11 9 1
16 15 n 12 13 12

Tabla N°27
Andlisis de Varianza para Halos de Inhibicidn para la cepa Escherichia coli ATCC 25922¢

de G

17

Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

15.3889 3.01 0.0997
19.0556 3.73 0.0662
0.722222 0.14 0.9624
511111

factores e interacciones tiene un efecto estadisticamente significativo sobre la

variable Halos de inhibicion, con un 95.0% de nivel de confianza. Se prob6 entonces

retirar del modelo al factor temperatura, posteriormente se realiz6 un analisis de

regresion multiple con los factores restantes y un nuevo ANOVA (tabla N°28):
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Tabla N°28
Regresion Mdltiple - Halos de inhibicion para la cepa Escherichia coli ATCC 25922 y ANOVA

*  Variable dependiente: Halos de inhibicion (mm)
*  Variables independientes:
> Temperatura (°C)

> Concentracién (mg/mL)

Error Estadistico
Parametro Estimacion  Estandar T Valor-P
CONSTANTE 8.66667 1.04117 8.32398 0.0000
Concentration 0.0177778 0.00652405  2.72496 0.0150
Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
Cuadrados
Modelo 37.3333 1 37.3333 7.43 0.0150
Residuo 80.4444 16 5.02778
Total (Corr.) 117.778 17

R-cuadrado (ajustado para G.l.) =27.4292 %

Se determina entonces la ecuacion para el modelo ajustado:

Halos de inhibition = 8.66667 + 0.0177778*Concentration

» Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, se demuestra que el
factor concentracion es estadisticamente significativo con respecto a la variable
halos de inhibicién, con un nivel de confianza del 95.0%.e

* A pesar de que el modelo explica solamente el 27.4292% de la variabilidad de los
resultados, este resulta Gtil para predecir el comportamiento de la variable halos de
inhibicion en funcién del factor concentracion; si comparamos este resultado con el
obtenido para la cepa de Escherichia coli BLEE, la cepa ATCC resulta ser mas

sensible al extracto de ajo.
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4.2.8 Resultados de las pruebas de sensibilidad para la cepa de Escherichia

coliATCC 25922 frente al extracto de culantro

En lafigura N°48 se observa uno de los antibiogramas realizados para esta cepa frente al
extracto de culantro.

Figura N°48
Antibiograma para la cepa de E. coli ATCC 25922 enfrentada al extracto de culantro

Fuente: Yaguana C.

En la tabla N°29 se muestran los halos de inhibicibn obtenidos en las pruebas de

sensibilidad para la bacteria Escherichia coli ATCC 25922 frente al extracto de culantro.

92



Tabla N°29

Halos de inhibicién obtenidos para la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 frente al

extracto de culantro

Tratamiento
térmico del

extracto

ST
(Sin

tratamiento)

35°C

50°C

90°C

Concentracion
del extracto

(mg/mL)

250

100

62.5

250

100

62.5

250

100

62.5

250

100

62.5

Halos de
inhibicion
(mm)

Primer Ensayo

Halos de
inhibicién
(mm)
Segundo

Ensayo

e Se observa que en todos los ensayos no se obtuvieron halos de inhibicién, por tanto

se concluye que el extracto acuoso de culantro no presenta actividad antibidtica

frente a la cepa bacteriana y por tanto no se requiere analisis estadistico de los

datos.

4.2.9 Resultados de las pruebas de sensibilidad para la cepa de Salmonella

enterica serovar typhi frente al extracto de ajo

En las figuras N°49, N°50, N°51 y N°52 se observan los antibiogramas correspondientes

a esta cepa bacteriana enfrentada al extracto de ajo en sus diferentes tratamientos

térmicos.
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Figura N°49
Antibiograma para la cepa de Salmonella entérica serovar typhi frente al extracto de ajo sin
tratamiento térmico

Fuente: Yaguana C.

Figura N°50
Antibiograma para la cepa de Salmonella entérica serovar typhi frente al extracto de ajo
sometido a 35°C

Fuente: Yaguana C.
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Figura N°51
Antibiograma para la cepa de Salmonella entérica serovar typhi frente al extracto de

ajo sometido a 50°C

Fuente: Yaguana C.

Figura N°52
Antibiograma para la cepa de Salmonella entérica serovar typhi frente al extracto de

ajo sometido a 90°C

Fuente: Yaguana C.

95



4.2.9.1 Analisis ANOVA para la cepa de Salmonella enterica serovar typhi

frente al extracto de ajo

En la tabla N°30 se muestran los halos de inhibicidn obtenidos en las pruebas de

sensibilidad para la bacteria Salmonella entérica serovar typhi frente al extracto de ajo.

Tabla N°30
Halos de inhibicién para la cepa de Salmonella enterica serovar typhi frente al extracto de
ajo.
Tratamiento ST 35°C 50°C 90°C
térmico del (Sin tratamiento)
extracto

Concentracién 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5
del extracto
(mg/mL)
Halos de 12 8 11 11 6 11 12 6 6 10 8 9

inhibiciéon (mm)

Primer Ensayo

Halos de 13 8 11 11 6 10 10 6 6 10 6 10
inhibiciéon (mm)

Segundo

Ensayo

Posteriormente se cred una configuraciéon 6ptima de los factores que influyen en el modelo

(tabla N°31), que sirve para determinar la significancia estadistica de los efectos.

Tabla N°31
Configuracién éptima de los factores para la cepa de cepa Salmonella

enterica serovar typhi frente al extracto de ajo

Temperatura (°C)

35° 50° 90°
Concentracién (mg/ml)
62,5 11 6 9 9 10 6
100 6 6 6 6 8 6
250 11 11 11 10 10 10
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Gréficamente podemos observar la dispersion de los datos en cada nivel de ambos
factores (Grafico N°17 y N°18).e

Gréfico N°17
Dispersion de los datos en cada nivel para el factor concentracion para la cepa de
Salmonella entérica serovar typhi

» Observando el grafico se puede observar que existe una correlacion lineal positiva
entre la variable halos de inhibicién y el factor concentracion. Es decir que, mientras
sea mayor la concentracion del extracto de ajo, se obtendran halos de inhibicion
mucho mayores. Sin embargo, en comparacion con las cepas bacterianas
anteriores, el extracto de ajo tiene una actividad antibiética muy baja frente a la cepa

de Salmonella entérica serovar choleraesuis.
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Grafico N°18

Dispersién de los datos en cada nivel para el factor temperatura para la cepa de
Salmonella entérica serovar typhi

» Observando el gréfico se puede observar que existe una correlacion lineal negativa
entre la variable halos de inhibicion y el factor temperatura. Es decir que, cuando
se aumenta la temperatura del extracto de ajo, su actividad antibiética disminuye,
obteniendo asi halos de inhibicion menores. Sin embargo, en comparacion con las
cepas anteriores, el extracto de ajo tiene una actividad antibiética muy baja frente

a esta cepa bacteriana.

Se realiz6 entonces el analisis de varianza respectivo (tabla N°32).
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Tabla N°32

Andlisis de Varianza para Halos de inhibicion para la cepa de Salmonella entérica serovar

typhi

Fuente Suma de GI Cuadrado Medio Razén-F Valor-P

Cuadrados
EFECTOS PRINCIPALES
A:Temperatura 0,111111 2 0,0555556 0,02 0,9785
B:Concentracién 52,1111 2 26,0556 10,20 0,0049
INTERACCIONES
AB 3,22222 4  0,805556 0,32 0,8608
RESIDUOS 23,0 9 2,55556
TOTAL (CORREGIDO) 78,4444 17

* Puesto que un valor-P es menor que 0,05, el factor concentracion tiene un efecto
estadisticamente significativo sobre la variable Halos de inhibicién con un 95,0% de

nivel de confianza (grafico N°19).

Grafico N° 19
Gréfico de interacciones Concentracion-Temperatura respecto a los halos de inhibicién
para de la cepa de Salmonella enterica serovar typhi

Gréfico de Interacciones
Concentrada
— 625

— 100
250

En este caso el factor temperatura y la interaccion entre ambos factores no son

estadisticamente significativos para ajustar un modelo
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Se realizé entonces un analisis de regresion multiple con cada uno de los factores (tabla
N°33):

Tabla N°33
Regresién Multiple - Halos de inhibicién para la cepa de Salmonella enterica serovar typhiy
ANOVA

e Variable dependiente: Halos de inhibicién (mm)
¢ Variables independientes:
» Concentracién (mg/mL)

Error Estadistico

Parametro Estimacién |Estandar T Valor-P
CONSTANTE |[6,30556 0,819698 |7,69253 0,0000
Concentracién |0,0155556 |0,0051363 |3,02855 0,0080

Fuente Suma de|(Gl [Cuadrado Medio [Razén-F |Valor-P
Cuadrados

Modelo 28,5833 1 28,5833 9,17 0,0080

Residuo 49,8611 16 |[3,11632

Total (Corr.) (78,4444 17

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 32,465 %

e Aunque el modelo solo explica el 32.45% este sirve para poder describir el
fenébmeno. Posteriormente se probé la normalidad de los residuos mediante

pruebas de normalidad

Tabla N°34

Distribuciones Ajustadas y pruebas de Normalidad para RESIDUOS para el modelo

Salmonella enterica serovar typhi

Normal
media =-2,77778E-7

Prueba de Normalidad para RESIDUOS

Prueba Estadistico |Valor-P
Estadistico W de Shapiro-|0,906754 0,0764936
Wilk
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Debido a que el valor-P mas pequefio de las pruebas realizadas es mayor 6 igual a
0,05, se acepta la idea de que RESIDUOS proviene de una distribucién normal con

95% de confianza. La ecuacién para el modelo ajustado es la siguiente

Halos de inhibicién = 6,30556 + 0,0155556*Concentracion

4.2.10 Resultados de las pruebas de sensibilidad para la cepa de Salmonella

entérica serovar typhi frente al extracto de culantro

En la figura N°53 se observa uno de los antibiogramas correspondientes a esta cepa
bacteriana enfrentada al extracto de culantro.

Figura N°53
Antibiograma para la cepa de Salmonella entérica serovar typhi frente al extracto de
culantro

Fuente: Yaguana C.

En la tabla N°35 se muestran los halos de inhibicibn obtenidos en las pruebas de

sensibilidad para la cepa de Salmonella entérica serovar typhi
culantro.

frente al extracto de
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Tabla N°35

Halos de inhibicién para la cepa de Salmonella enterica serovar typhi frente al extracto de

culantro
Tratamiento ST 35°C 50°C 90°C
térmico del (Sin tratamiento)
extracto

Concentracién 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5
del extracto

(mg/mL)

Halos de
inhibiciéon (mm) 6 6 6 7 6 6 6 6 6 6 6 6

Primer Ensayo

Halos de
inhibiciéon (mm) 6 6 6 8 6 6 6 6 6 6 6 6
Segundo

Ensayo

e Seobserva que en todos los ensayos no se obtuvieron halos de inhibicién, por tanto
se concluye que el extracto acuoso de culantro no presenta actividad antibidtica
frente a la cepa bacteriana y por tanto no se requiere analisis estadistico de los

datos.

4.2.11 Resultados de las pruebas de sensibilidad para la cepa de Salmonella

enterica serovar choleraesuis ATCC 14028 frente al extracto de ajo
En las figuras N°54, N°55, N°56 y N°57 se observan cuatro de los antibiogramas

realizados para esta cepa bacteriana frente al extracto de ajo en sus diferentes tratamientos

térmicos.
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Figura N°54
Antibiograma para la cepa de Salmonella entérica serovar choleraesuis ATCC 14028 frente
al extracto de ajo sin tratamiento térmico

Fuente: Yaguana C.

Figura N°55

Antibiograma para la cepa de Salmonella enterica serovar choleraesuis ATCC 14028 frente
al extracto de ajo sometido a 35°C

Fuente: Yaguana C.
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Figura N°56

Antibiograma para la cepa de Salmonella entérica serovar choleraesuis ATCC 14028 frente
al extracto de ajo sometido a 50°C

Fuente: Yaguana C.

Figura N°57

Antibiograma para la cepa de Salmonella enterica serovar choleraesuis ATCC 14028 frente
al extracto de ajo sometido a 90°C

Fuente: Yaguana C.
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4.2.11.1 Anadlisis ANOVA para la cepa de Salmonella enterica serovar

choleraesuis ATCC 14028 frente al extracto de ajo

En la tabla N°36 se muestran los halos de inhibicidn obtenidos en las pruebas de
sensibilidad para la cepa de Sa/monella enterica serovar choleraesuis ATCC 14028 frente

al extracto de ajo.

Tabla N°36

Halos de inhibicién en las pruebas de sensibilidad para la cepa Salmonella enterica serovar

choleraesuis ATCC 14028 frente al extracto de ajo

Tratamiento ST 35°C 50°C 90°C
térmico del (Sin
extracto tratamiento)

Concentracion | 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5 | 250 | 100 | 62.5
del extracto
(mg/mL)
Halos de 10 6 11 11 6 8 9 9 6 6 9 6

inhibicion

(mm)
Primer Ensayo
Halos de 10 6 10 10 6 10 9 6 6 9 6 10

inhibicion

(mm)
Segundo

Ensayo

Se realiz6 una configuracién 6ptima de los factores que influyen en el modelo, tabla N°37,

que sirve para determinar la significancia estadistica de los efectos.
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Tabla N°37
Configuracién éptima de los factores para la cepa de cepa

Salmonella enterica serovar choleraesuis ATCC 14028 frente al extracto de

ajo
Temperatura (°C)
35° 50° 90°
Concentracién (mg/ml)
62.5 8 10 9 9 6 10
100 6 6 9 6 9 6
250 11 10 9 9 6 9

Con estos datos se realizé el analisis de varianza correspondiente (Tabla N°38).

Tabla N°38
Anadlisis de Varianza para Halos de inhibicién para la cepa de

Salmonella enterica serovar choleraesuis ATCC 14028

Fuente Suma de|(Gl [Cuadrado Medio [Razén-F |Valor-P
Cuadrados

EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 3.44444 2 1.72222 0.65 0.5469

B:Concentracion 12.4444 2 6.22222 2.33 0.1526

INTERACCIONES

AB 17.8889 4 1447222 1.68 0.2383

RESIDUOS 24.0 9 |2.66667

TOTAL (CORREGIDO) 57.7778 17

e Puesto que ningun valor-P es menor que 0.05, ninguno de los factores 6
interacciones tiene un efecto estadisticamente significativo sobre Halos de
inhibicién con un 95.0% de nivel de confianza. Esto se puede observar mediante

el grafico N°20.
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Grafico N°20

Gréfico de interacciones Concentracion-Temperatura respecto a los halos de inhibicién
para la cepa de Salmonella entérica serovar choleraesuis ATCC 14028

Grafico de Interacciones

Concentracion
— 625
100
-9 - 250

Temperatura

En este caso, los factores no resultan ser estadisticamente significativos ya que la

actividad antibiética del extracto de ajo, frente a esta cepa bacteriana es casi nula.

4.2.12 Resultados de las pruebas de sensibilidad para la cepa de Salmonella

enterica serovar choleraesuis ATCC 14028 frente al extracto de culantro

En la figura N°58 se observa uno de los antibiogramas correspondientes a esta cepa
bacteriana enfrentada al extracto de culantro.
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Figura N°58

Antibiograma para la cepa de Salmonella entérica serovar choleraesuis ATCC 14028 frente

al extracto de culantro

Fuente: Yaguana C.

En la tabla N°39 se muestran los halos de inhibicibn obtenidos en las pruebas de

sensibilidad para la cepa de Salmonella entérica, serovar choleraesuis frente al extracto

de culantro.

Tabla N°39

Halos de inhibicién de la cepa Salmonella enterica serovar choleraesuis ATCC 14028 frente

Tratamiento
térmico del
extracto
Concentracién
del extracto
(mg/mL)
Halos de
inhibicion (mm)
Primer Ensayo
Halos de
inhibicion (mm)
Segundo

Ensayo

al extracto de culantro

ST 35°C

(Sin tratamiento)

250 100 62.5 250 100 62.5 250

90°C

250 100 62.5

108



e Se observa que en todos los ensayos no se obtuvieron halos de inhibicién, por tanto
se concluye que el extracto acuoso de culantro no presenta actividad antibidtica
frente a la cepa bacteriana y por tanto no se requiere analisis estadistico de los
datos

4.3. Resultados de las pruebas de sensibilidad de las cepas bacterianas frente

a los antibiéticos gentamicina y ampicilina

Los diametros de los halos de inhibicion registrados para cada cepa bacteriana frente a los
antibidticos gentamicina y ampicilina se detallan en el Anexo N°6. En la tabla N°40 se
muestran los promedios de halos de inhibicion obtenidos de cada una de las cepas
bacterianas frente al antibidético gentamicina, asi como también el promedio de halos de
inhibicién obtenidos frente al extracto de ajo en la concentracién de 250 mg/mL, sometido

a 35°C, puesto que fué este extracto el que presentd mayor actividad antibibtica.

Tabla N°40

Perfil de sensibilidad de las cepas bacterianas frente al antibiético gentamicina

CEPA PROMEDIO DE PERFIL DE PROMEDIO PERFIL DE
BACTERIANA HALOS DE SENSIBILIDAD HALOS DE SENSIBILIDAD
INHIBICION {mm) INHIBICION
EXTRACTO DE
AJO (mm)
(Concentracién
250 mg/mL)

Staphyloccus 246 SENSIBLE 22,5 SENSIBLE
aureus
Meticilino
Resistente
Staphyloccus 256 SENSIBLE 24,5 SENSIBLE
aureus ATCC
25923
Escherichia 7,3 RESISTENTE 14,0 INTERMEDIO
coli Productora
de BLEE
Escherichia 252 SENSIBLE 15,5 SENSIBLE
coli ATCC
25922
Salmonella 30,0 SENSIBLE 11,0 RESISTENTE
enterica
serovar typhi
Salmonella 241 SENSIBLE 10,5 RESISTENTE
enterica
serovar
choleraesuis
ATCC 14028
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e Como se puede observar en la tabla, la efectividad del extracto de ajo es
comparable a la del antibidtico gentamicina frente a las cepas de Staphyloccocus
aures Meticilino Resistente, Staphyloccocus aureus ATCC 25923, mientras que en
el caso de la cepa de Escherichia coli BLEE, la efectividad del extracto es superior
a la del antibiético comercial. En cuanto a las demas cepas bacterianas, el

antibidtico gentamicina resulta ser superior.

En la tabla N°41 se muestran los promedios de halos de inhibicién obtenidos de cada una
de las cepas bacterianas frente al antibidético ampicilina, asi como también el promedio de
halos de inhibicion obtenidos frente al extracto de ajo en la concentracién de 250 mg/mL,

sometido a 35°C, puesto que fue este extracto el que presentdé mayor actividad antibiotica.

Tabla N°41

Perfil de sensibilidad de las cepas bacterianas frente al antibiético ampicilina

CEPA PROMEDIO DE PERFIL DE PROMEDIO PERFIL DE
BACTERIANA HALOS DE SENSIBILIDAD HALOS DE SENSIBILIDAD
INHIBICION {mm) INHIBICION
EXTRACTO DE
AJO (mm)
(Concentracidn
250 mg/mL)

Staphyloccus 10,1 RESISTENTE 22,5 SENSIBLE
aureus
Meticilino
Resistente
Staphyloccus 25,4 SENSIBLE 24,5 SENSIBLE
aureus ATCC
25923
Escherichia 6,0 RESISTENTE 14,0 INTERMEDIO
coli Productora
de BLEE
Escherichia 23,3 SENSIBLE 15,5 SENSIBLE
coli ATCC
25922
Salmonella 374 SENSIBLE 11,0 RESISTENTE
enterica
serovar typhi
Salmonella 28,8 SENSIBLE 10,5 RESISTENTE
enterica
serovar
choleraesuis
ATCC 14028
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¢ En la tabla se puede observar que el extracto de ajo tuvo una actividad antibiética
superior a la del antibiético ampicilina frente a la cepa de Staphyloccocus aureus
Meticilino Resistente, mientras que para la cepa de Staphyloccocus aureus ATCC

25935, la actividad del mismo es equiparable a la del antibiético comercial.

e Se observa ademas que el extracto de ajo tiene mayor efectividad que el antibiético
ampicilina frente a la cepa de Escherichia coli BLEE. Mientras que la cepa de
Escherichia coli ATCC 25922 se muestra sensible tanto al antibiético comercial

como al extracto de ajo, aunque en menor medida.

4.4 RESULTADOS DE LA SEGUNDA PARTE DEL ESTUDIO: ANALISIS
MICROBIOLOGICO DE MUESTRAS DE ALIMENTOS PREVIA Y POST
EXPOSICION AL EXTRACTO DE AJO

Como ya se mencion6 en la metodologia, luego de las pruebas de sensibilidad con las
cepas bacterianas, se escogio6 al extracto de ajo para ser aplicado a muestras de alimentos,
por un periodo determinado de tiempo. Posteriormente las muestras fueron sembradas en
Placas Petrifim TM por 24 horas para el recuento de meséfilos aeorbios, mohos y
levaduras, coliformes totales, E. coli y Staphyloccocus aureus. Una vez obtenidos los
recuentos para cada microrganismo, los datos fueron contrastados con aquellos obtenidos
de los analisis de las muestras de alimentos que fueron designadas como controles. A

continuacion se detallan cada uno de los resultados obtenidos.

4.4.1 Analisis microbiolégico de la primera muestra de alimento: Ensalada 1

En la tabla N°42 se detallan los recuentos obtenidos del analisis de la muestra de alimento:
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Tabla N°42

Analisis microbiolégico para la Ensalada 1

Microorganismo | Recuento | Recuento | Promedio
1 2 UFC/g
UFC/g UFC/g
Mesofilos 27 17 22
aerobios
Coliformes 22 19 20
totales
Enterobacterias 18 19 18
Mohos 0 0 0
Levaduras 0 0 0
E. coli 0 0 0
S. aureus 4 4 4

En el Anexo N°7 se muestran los recuentos obtenidos del andlisis de la muestra de

alimento posterior al contacto con el extracto de ajo, en tiempos de 1, 2 y 5 minutos. En la

tabla N°43 se resumen los recuentos antes y después del contacto de la muestra de

alimento con el extracto de ajo estéril.

Tabla N° 43

Recuentos para la Ensalada 1, antes y después del contacto con el extracto de ajo estéril

Sin Contacto | Contacto | Contacto

Microorganismo contacto 1 min 2 min 5 min
Mesodfilos aerobios 22 106 28 0
Coliformes totales 20 2 4 1
Enteroabcterias 18 2 1 0
Mohos 0 7 0 1
Levaduras 0 0 0 0
E. coli 0 0 0 0
S. aureus 4 0 0 0
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Gréficamente se puede observar que existe una clara diferencia entre el recuento
inicial y los recuentos subsecuentes donde la muestra fue expuesta al extracto en

diferentes periodos de tiempo (Grafico N°21).

Grafico N°21

Diferencias entre los recuentos para la
Ensalada 1 (Shawarma)

120 106

100
80
60

40

20 18
20

7
41 |]210 0-—01 0000 0000 4000

oon Si
J ®

i3> 6-
* Rl
f N 2
Sin contacto  «Contacto 1 min  «Contacto 2 min  «Contacto 3 min
Observando la gréfica se concluye entonces que mientras mayor es el tiempo de
contacto con el extracto, mayor es la actividad antibidtica del mismo, determinando

entonces que el tiempo ideal de contacto, y donde se observa mayor actividad

antibiética es al minuto 5 de contacto.

Se observa ademas que los microorganismos mésofilos aerobios, coliformes totales

y enterobacterias son sensibles al extracto de ajo en concentracién de 100 mg/dL.
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4.4.2 Analisis microbiolégico de la segunda muestra de alimento: Ensalada 2

En la tabla N°38 se detallan los recuentos obtenidos del andlisis de la muestra de alimento:

Tabla N°44

Analisis microbioldgico para la Ensalada 2

Microorganismo | Recuento | Recuento | Promedio
1 2 UFC/g
UFC/g UFC/g
Mesofilos 0 0 0
aerobios
Coliformes MNPC MNPC MNPC
totales
Enterobacterias MNPC MNPC MNPC
Mohos 10 13 0
Levaduras 0 0 0
E. coli 0 0 0
S. aureus 15 13 14

En el Anexo N°8 se muestran los recuentos obtenidos del andlisis de la muestra de

alimento posterior al contacto con el extracto de ajo, en tiempos de 1, 2 y 5 minutos. En la

tabla N°45 se resumen los recuentos antes y después del contacto de la muestra de

alimento con el extracto de ajo estéril.
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Tabla N°45
Recuentos para la Ensalada 2, antes y después del contacto con el extracto de ajo estéril

Sin Contacto 1 Contacto 2  Contacto 5
Microorganismo  contacto min min min
Mesdfilos
aerobios 0 0 0 0
Coliformes
totales MNPC MNPC MNPC MNPC
Enteroabcterias MNPC MNPC MNPC MNPC
Mohos 10 0 0 0
Levaduras 0 0 0
E. coli 0 0 0 0
S. aureus 15 12 0 0

» Gréficamente se puede observar que existe una clara diferencia entre el recuento
inicial y los recuentos subsecuentes donde la muestra fue expuesta al extracto en

diferentes periodos de tiempo (Grafico N°22).

Grafico N°22
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e En los recuentos correspondientes a mésofilos aerobios y enterobacterias se
observa que en todos los tiempos de contacto los recuentos fueron muy numerosos
para contar (MNPC), sin embargo como se observa en el Anexo N°9, se puede

notar que la carga microbiana para enterobacterias si disminuy6 ligeramente.

e Se observa también que hubo una disminucién en los recuentos para mohos y S.
aureus, en los cuales se observd una ausencia total del microorganismo a los
minutos 2 y 5 de contacto. Por tanto estos microrganismos son también sensibles

al extracto de ajo.

4.4.3 Analisis microbioldgico de los controles

También se llevaron controles de los solventes y de los extractos, donde se determinaron
los mismos parametros que para las muestras de alimentos. Los controles fueron los

siguientes:

» Control para Agua peptonada estéril al 0,1% utilizada para realizar las
diluciones de las muestras.

» Control para Agua purificada Tipo Il utilizada para la obtencion de extractos.

A\

Control para Extracto de ajo sin esterilizar.

» Control para Extracto de ajo esterilizado.

Los resultados obtenidos demostraron ausencia de crecimiento microbiano. Los resultados

se detallan en el Anexo N°10.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones
Con los resultados obtenidos en esta investigacion se concluye que:

Las cepas bacterianas de Staphylococcus aureus Meticilino Resistente, Staphyloccocus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli BLEE y Escherichia coli ATCC 25922 resultan ser

sensibles al extracto de ajo.

La efectividad antibiética del extracto de ajo es superior a la del antibidtico ampicilina frente

a la cepa de Staphylococcus aureus Meticilino resistente.

La efectividad antibiética del extracto de ajo es equiparable a la del antibidtico gentamicina

frente a las cepas de Staphyloccus aureus Meticilino Resistente y ATCC 25923.

La efectividad antibiética del extracto de ajo es inferior a la mostrada por los antibiéticos
gentamicina y ampicilina frente Las cepas de Salmonella enterica serovar typhi y

Salmonella enterica serovar choleraesuis ATCC 14028.

El extracto de ajo alcanza su mayor actividad antibiética al ser sometido a 35°C por 10

minutos.

Bajo las condiciones por las cuales se realizaron los ensayos, el extracto acuoso de
Coriandrum sativum (culantro) no presenta efecto antibiético alguno frente a las cepas

bacterianas empleadas en el estudio.

El analisis microbiolégico de las muestras de alimentos demostré que, en uno de ellos,
existe una alta contaminacién con microorganismos meséfilos aerobios, coliformes totales
y enterobacterias, esto indica que no se aplican correctamente buenas practicas de

manufactura.
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Se demuestra que el extracto de ajo fue capaz de disminuir, casi en su totalidad, la carga
bacteriana de una de las muestras de alimentos, al ser puesto en contacto con la misma

durante un periodo de 5 minutos.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda repetir el experimento realizando mayores repeticiones de los ensayos para
de esta forma recopilar una mayor cantidad de datos y asi evitar fallos en los analisis
estadisticos, especificamente en lo que concierne a coeficientes de variacién y normalidad

de los datos.

Seria importante desarrollar un estudio que permita aislar los principios activos del ajo y
con ellos proponer la elaboracidon de un antibidtico que pueda ser usado como una
alternativa en el tratamiento de infecciones causadas por la bacteria Staphylococcus

aureus.

Es importante que los locales de expendio de alimentos apliquen las normas de buenas
practicas de manufactura con el fin de disminuir la propagaciéon de enfermedades

transmitidas por alimentos (ETAS).
Se considera pertinente compartir los resultados de este estudio con la poblacion para

informar a la misma sobre los beneficios del ajo y su potencial uso como una posible

alternativa antibiética.
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Reactivos para la prueba de difusion con disco

1. Agar de Mueller-Hinton

Entre los numerosos medios disponibles, el subcomité considera que el agar Mueller-Hinton

es el mejor para los antibiogramas corrientes de las bacterias no exigentes debido a que:

« La reproducibilidad de las pruebas de sensibilidad es aceptable entre los diferentes lotes.

* La concentracion de los inhibidores de la sulfonamida, trimetoprima y tetraciclina es baja.
* El crecimiento de la mayor parte de agentes patdgenos no exigentes es satisfactorio.

« Se dispone de un gran nimero de datos y experiencia acumulada en relacion a las pruebas

de sensibilidad realizadas con este medio.

Aunque el medio de Mueller-Hinton es generalmente fiable para realizar el antibiograma, los
resultados obtenidos con algunos lotes pueden, a veces, variar significativamente. Si en uno
de los lotes el microorganismo no crece adecuadamente, los halos de inhibicion de la prueba
de difusion por disco generalmente seran mas grandes de lo previsto y pueden exceder los
limites aceptados en el control de calidad. Solo se usaran las formulaciones de agar de

Mueller-Hinton que se hayan probado y cumplan los requisitos descritos en el documento

MO0616 del CLSL

2. pH

Verifique el pH del agar de Mueller-Hinton de cada lote cuando se prepara el medio. El agar

debe tener un pH de 7,2 a 7,4 a temperatura ambiente.
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3. Humedad

Si en el momento de usar las placas hay humedad superficial excesiva deben colocarse en
una estufa (35 °C) o en una campana de flujo laminar a temperatura ambiente con las tapas
entreabiertas hasta que el exceso de humedad de la superficie se evapore (generalmente entre
10 y 30 minutos). La superficie de las placas deben estan humedas, pero sin gotitas de
humedad visibles en la superficie del medio ni en las tapas de la placa de Petri cuando se van

a inocular.

4. Discos de antimicrobianos

4.1 Origen e informacion acerca de los discos

Los discos deberian comprarse a vendedores comerciales fiables. Asimismo, deben estar
acompafiados como minimo de un certificado de analisis con informacion sobre la carga de
los discos, el numero de lote y el hecho de que cumplen los requerimientos de los parametros

establecidos frente a los microorganismos de control de calidad recomendados.

4.2 Conservacion de los discos de antimicrobianos

Los cartuchos que contienen discos de papel comerciales preparados especificamente para
las pruebas de sensibilidad estan generalmente envasados para asegurar las condiciones

anhidras apropiadas. Los discos deben conservarse de la siguiente manera:

e Refrigerar los cartuchos a una temperatura < 8° C o congelarlos a < -14° C hasta el
momento de usarlos.

e No deben conservarse en congeladores con descongelacion automatica. Los envases
sellados de discos que contengan antibidticos betalactimicos deben conservarse
congelados, excepto para pequeiias provisiones de trabajo que pueden refrigerarse

hasta un méximo de una semana. Algunos agentes labiles (ej., imipenem, cefaclor, y
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las combinaciones de acido clavulanico) pueden tener mayor estabilidad si se
conservan congeladas hasta el dia de su uso.

e Sacar del refrigerador o congelador los envases sellados que contienen los cartuchos
con los discos una o dos horas antes usarlos, para que se equilibren a la temperatura
ambiente antes de abrirlos. Esto reduce al minimo la condensacién que se produce
cuando los discos frios entran en contacto con el aire caliente.

e Una vez abierto el envase sellado, cartuchos con los discos deben almacenarse en un
contenedor con desecante firmemente sellado. En caso de usarse un dispensador de
discos, este debe tener una tapa ajustada y un desecante adecuado. Se debe dejar que
el dispensador alcance la temperatura ambiente antes de abrirlo. Hay que evitar el
exceso de humedad reemplazando el desecante cuando el indicador cambie de color.

e Cuando no se esté utilizando el dispensador que contiene los discos se debe refrigerar.

e Los discos deben usarse antes de la fecha de caducidad establecida en la etiqueta por

el fabricante. Desechar los discos que hayan caducado.

S. Preparacion del in6culo para las pruebas de difusion por disco

5.1 Turbidez estandar para la preparacion del indculo

Para estandarizar la densidad del inéculo del antibiograma, debe usarse un patrén de turbidez
de BaSO4 equivalente al 0,5 de la escala de McFarland o su equivalente Optico (por ejemplo,
una suspension de particulas de latex).

Preparar un estandar 0,5 de McFarland de BaSO4 segin se describe en el Apéndice B.

Alternativamente, puede utilizarse un equipo fotométrico.

5.1.1 Preparacion del inéculo
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Agar de Mueller-Hinton

Entre los numerosos medios disponibles, el subcomité considera que el agar Mueller-Hinton
es el mejor para los antibiogramas corrientes de las bacterias no exigentes debido a que:
e La reproducibilidad de las pruebas de sensibilidad es aceptable entre los diferentes
lotes.
e La concentracion de los inhibidores de la sulfonamida, trimetoprima y tetraciclina es
baja.
e El crecimiento de la mayor parte de agentes patdgenos no exigentes es satisfactorio.
e Se dispone de un gran niamero de datos y experiencia acumulada en relacion a las

pruebas de sensibilidad realizadas con este medio.

Aunque el medio de Mueller-Hinton es generalmente fiable para realizar el antibiograma, los
resultados obtenidos con algunos lotes pueden, a veces, variar significativamente. Si en uno
de los lotes el microorganismo no crece adecuadamente, los halos de inhibicion de la prueba
de difusion por disco generalmente seran mas grandes de lo previsto y pueden exceder los
limites aceptados en el control de calidad. Solo se usaran las formulaciones de agar de
Mueller-Hinton que se hayan probado y cumplan los requisitos descritos en el documento

MO0616 del CLSL

5.1.2 Método de suspension directa de colonias

El método de suspension directa de colonias es el mas adecuado para la preparacion del
inéculo. Este método puede usarse para la mayoria de los microorganismos; es el método
recomendado para las pruebas de microorganismos fastidiosos, como Haemophilus spp., N.
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis y estreptococos y para las de estafilococos con
resistencia potencial a la meticilina u oxacilina.
(1) Preparar el inoculo haciendo un caldo directo o suspension salina de las colonias
aisladas seleccionadas de una placa de agar después de 18 a 24 horas de incubacion

(debe utilizarse un medio no selectivo, como el agar sangre).
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)

Ajustar la turbidez de la suspension hasta que sea equivalente al estandar 0,5 de la
escala de McFarland. Se obtiene asi una suspension que contiene aproximadamente
de 1 a 2 x 108 unidades formadores de colonias (UFC)/ml para Escherichia coli
ATCC® 25922. Para realizar este paso con exactitud, se debe utilizar un equipo
fotométrico o, si se realiza visualmente, una luz adecuada para comparar el tubo del
in6culo con el estandar 0,5 de McFarland frente a una tarjeta de fondo blanco y lineas

negras.

5.1.3 Método de crecimiento

El método de crecimiento puede ser usarse como alternativa y a veces es preferible cuando

las colonias son dificiles de suspender directamente y no se logra una suspension homogénea.

También puede utilizarse para microorganismos no fastidiosos (excepto estafilococos)

cuando no se disponga de colonias frescas (24 horas), que son las que se necesitan para el

método de suspension directa de colonias.

(1)

)

)

Seleccionar como minimo de tres a cinco colonias bien aisladas con un mismo tipo
morfologico de un cultivo en placa de agar. Tocar la parte superior de cada colonia
con un asa o hisopo estéril y transferir el crecimiento a un tubo que contenga de 4 ml

a 5 ml de un medio de cultivo apropiado, como el caldo de tripticasa soja.

Incubar el caldo de cultivo a 35 °C hasta alcanzar o exceder la turbidez del estandar

0,5 de McFarland (generalmente de dos a seis horas).

Ajustar la turbidez del caldo de cultivo en crecimiento con solucion salina estéril o
caldo hasta lograr una turbidez equivalente al estandar 0,5 de la escala de McFarland.
Se obtiene asi una suspension que contiene aproximadamente de 1 a 2 x108 UFC/ml
para F. coli ATCC® 25922. Para realizar este paso con exactitud, se debe utilizar un
equipo fotométrico o, si se realizar visualmente, una luz adecuada para comparar el
tubo del in6culo con el estandar 0,5 de McFarland frente a una tarjeta de fondo blanco

con lineas negras.
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6. Procedimiento para la realizar la prueba de difusion con discos

6.1 Inoculacion de las placas

(1) Lo ideal es que dentro de los 15 minutos después de haber ajustado la turbidez de la
suspension del inoculo, se sumerja un hisopo de algoddn estéril en la suspension
ajustada. Se debe rotar el hisopo varias veces y presionar firmemente por las paredes
internas del tubo por encima del nivel del liquido. Este procedimiento elimina el
exceso de liquido del hisopo.

(2) Inocular la superficie seca de una placa de agar Mueller-Hinton estriando con el
hisopo toda la superficie del agar del agar estéril. Repetir este procedimiento estriando
dos veces mas el hisopo, rotando la placa aproximadamente 60° cada vez para
asegurar una distribucién homogénea del indculo. Como paso final, se debe estriar el
hisopo por el borde del agar.

(3) La tapa puede dejarse entreabierta durante tres a cinco minutos, pero no mas de 15
minutos, para permitir que el exceso de humedad de la superficie se absorba antes de

aplicar los discos impregnados con el antibiotico.

NOTA: Evitar densidades extremas de los indculos. Nunca se debera usar caldos de cultivos

incubados toda la noche sin diluir ni otros indculos no estandarizados para estriar las placas.

6.2 Dispensacion de los discos en las placas de agar inoculadas

(1) Depositar la bateria predeterminada de los discos de antimicrobiano sobre la

superficie inoculada del agar.

(2) Cada disco debe presionarse para asegurar un contacto completo con la superficie del
agar. Los discos colocados individualmente o con un dispensador deben distribuirse
de manera equidistante uno del otro con una separacién que no debe ser menor de 24
mm de centro a centro. Normalmente, no deben colocarse mas de 12 discos en una

placa de 150 mm ni mas de cinco en una placa de 100 mm. Sin embargo, con el fin

135



de evitar la superposicion de halos, siempre es mejor colocar los discos que se espera
que den halos pequefios (por ejemplo, gentamicina y vancomicina) al lado de los que
dan halos mas grandes (como los de cefalosporinas). También es importante prestar
atencion a la proximidad de los discos al borde de las placas, independientemente del
namero de discos colocados. Si los discos estan muy cerca del borde de las placas,
algunos antimicrobianos podrian dar halos que no sean totalmente circulares. Debido
a que algunos farmacos difunden casi instantaneamente, el disco no debe cambiarse
de lugar después de haber entrado en contacto con la superficie del agar. En caso
necesario, debe colocarse un nuevo disco en otro lugar del agar. Para realizar la
prueba del halo-D para detectar resistencia inducible a clindamicina, véase la seccion
12 y las Tablas 2C, 2H-1, y 2H-2 del documento M1009 que indica cémo colocar los

discos.

(3) Invertir las placas y colocarlas en una incubadora a 35 + 2 °C (las temperaturas de >
35 °C pueden impedir la deteccion de estafilococos resistentes a meticilina) antes de
que transcurran 15 minutos de haberse colocado los discos. Las placas no deben
incubarse en una atmosfera rica en CO2, excepto en el caso de Haemophilus spp., N.
gonorrhoeae, N. meningitidis y estreptococos (véase la Seccidon 10), ya que los
normas de interpretacion se desarrollaron en atmodsfera normal y el CO2 altera

significativamente el tamafio de los halos de inhibicion de algunos agentes.
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ANEXO N°2

IDENTIFICACION DE CEPAS
BACTERIANAS UTILIZADAS
EN LOS ENSAYOS
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-Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

DESCRIPCION DE LA
COLONIA

Colonias redondas,
bordes regulares,
cremosas, presentan
beta hemolisis.

Creado por: C. Yaguana

GRAM

Cocos Gram (+)
agrupandose en
forma de racimos

CATALASA

Prueba Positiva
(Formacion de
burbujas al agregar
peroxido de
hidrogeno).

COAGULASA

Prueba Positiva
(Formacion de
coagulo)

-Staphylococcus aureus Meticilino-Resistente (MRSA), cepa nativa

DESCRIPCION DE
LA COLONIA

Colonias
redondas,
bordes
regulares,
cremosas,
presentan
beta
hemo©lisis.
Creado por: C. Yaguana

GRAM

Cocos Gram (+)
agrupandose en
forma de
racimos

Prueba Positiva
(Formacion de
burbujas al agregar
peroxido de
hidrogeno).

CATALASA

COAGULASA

Prueba
Positiva
(Formacion
de coagulo)

RESISTENCIA A
OXACILINA

La bacteria es
resistente al
antibiético

Oxacilina
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-Escherichia coli (ATTC 25922)

DESCRIPCION DE LA GRAM PRUEBAS BIOQUIMICAS
COLONIA

Colonias medianas a )
Bacilos o

grandes, brillantes, . -Citrato= Negativo.
bordes irregulares, cocobacn(?s Gram .-TSI= A/A + gas.
presentan beta- Negativos -Lisina (LIA)= Decarboxilacion (+).

-Urea= Negativa.
-SIM= Motilidad (-). Indol (+).
-Rojo de Metilo= Positivo.

hem©lisis.

ok wN e

Creado por: C. Yaguana

-Escherichia coli productora de BLEE, cepa nativa

DESCRIPCION GRAM PRUEBAS BIOQUIMICAS RESISTENCIA A
DE LA COLONIA CEFTAZIDIME
Colonias 1 2 3 4 5 6
medianas a
grandes, 1. -Citrato= Negativo. La bacteria es
brillantes, Bacilos o 2. -TSI= A/A + gas. resistente al
bordes cocobacilos 3. -Lisina (LIA)= Decarboxilacion  antibidtico
irregulares, Gram Negativos  (*): Ceftazidime
presentan beta- 4. -Urea= Negativa.
hemolisis. 5. -SIM= Motilidad (-). Indol (+).
6. -Rojo de Metilo= Positivo.

Creado por: C. Yaguana

139



-Salmonella entérica serovar choleraesuis (ATCC 14028)

DESCRIPCION DE LA GRAM
COLONIA

Colonias de 2- 4
mm de didmetro,
opacas, Bacilos Gram (-)
blanquecinas, no
hemoliticas.

Creado por: C. Yaguana

-Salmonella entérica serovar. typhi

DESCRIPCION DE LA GRAM
COLONIA

Colonias de 2- 4
mm de diametro,
opacas,
blanquecinas, no
hemoliticas.

Bacilos Gram (-)

Creado por: C. Yaguana

No ok wn e

No oA WD e

PRUEBAS BIOQUIMICAS

-Citrato= Positivo.
-TSI= Gas sulfhidrico.
-Lisina (LIA)= H2S (+).
-Urea= Negativa.

-SIM= Motilidad (+). Indol (-), H2S.

-Rojo de Metilo= Positivo.
-Voges-Proskauer= Negativo.

PRUEBAS BIOQUIMICAS

-Citrato= Negativo.

-TSI= K/A + gas sulfhidrico.
-Lisina (LIA)= H2S (+).

-Urea= Negativa.

-SIM= Motilidad (+). Indol (-),H2S.
-Rojo de Metilo= Positivo.
-Voges-Proskauer= Negativo.
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TABLA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA EVALUACION DEL EFECTO ANTIBIOTICO DE LOS

ANEXO N’ 3

EXTRACTOS DE AJO Y CULANTRO

NOMBRE DEL EXTRACTO

Nombre del
Microorganismo

TRATAMIENTO DEL EXTRACTO CON CALOR (TEMPERATURA)

Sin Tratamiento (ST)

35°C 50°C

90°C

Concentraciones de los extractos (mg/mL)

DIAMETRO DE LOS HALOS DE INHIBICION (mm)

1 Ensayo

2 Ensayo

Elaborado por C. Yaguana
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ANEXO N° 4

TABLA DE REGISTRO DE LOS HALOS DE INHIBICION CORRESPONDIENTES A LOS ANTIBIOTICOS GENTAMICINA Y

AMPICILINA

GENTAMICINA

AMPICILINA

Nombre del Microorganismo

DIAMETRO DEL HALO EN MILIMETROS

1 ENSAYO

2 ENSAYO
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ANEXON°S

MANUAL DE USO
DE LAS PLACAS PETRIFILM ™
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3M™ Petrifilm ™

Placas para Recuento de Coliformes

Para Advertencias Prscaucrrtes, Reeponsabfddd del Usuario Garanto Lrrtada.
«macenaTien» yEIménaaon. e Iretiuccfcrtes de Uso. ver el fclte» del prcote».

conservar laS bolsas cerradas
a18”C usar antes de . techa
de caducidad impresaen lavoisa.
En zonas con alta humedad

donde puede haber

condensacion, es mejor dejar que

laS boisas alcanzan 1a tem peratura

ambiente antes de abrirlas.

de

4 Pesar o pipetear el producto

alimenticio en un contenedor
estéril adecuado, como una
bolsa tipo Stomacher, frasco

de dilucion, bolsa Whiri-Pak .

o cualQuier otro contenedor
estéril.

rj Para cerrar las bolsas que
— se estan utilizando, dobar los
extremos Yy oerrarlos con celo

la muestra

Si es necesario, utilizar disertes
«sientes apropadados : agua
peoiona asi (método 1SO 6637)
{Diluyante de M&xrres Recuperacion),
tampon tosfalo de Buttertield Hampoén
tostato IDF. KHtPOaa 0.0425g-1 .
apestar pH a 72). agua peptcnada al
0.1% . agiia papioreda tamponada
=Tnelodo I1SO 6579i. solucién salina
<065 - 0.90%), caldo Iltiw n
biscifio. o agua destilada

No usar tamponne cjua contengan
citrato. fc*su«o o toosaHalo, ya que
pueden nhibr si exeemiento.

6

Instrucciones
de uso

Mantener las bolsas una vez

cerradas as 25”C, a HR <50%

No refrigerar las bolsas
abiertas. Usar las placas
Petrifilm en un mes desde su
apertura.

Mezclar u homogeneear la
muestra segln el procedmiento
babitual.

/Vstsrd pH déla rruicira OiL*t3droefc5y 72
«pora productos &cidos usar NaOH IN,
«pera productos alcalinos usar MCI tN
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ANEXO N° 6

DIAMETROS DE SENSIBILIDAD DE LAS CEPAS
BACTERIANAS PARA LOS ANTIBIOTICOS
GENTAMICINA Y AMPICILINA
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SENSIBILIDAD DE LAS CEPAS DE

Staphylococcus aureus A LOS ANTIBIOTICOS
GENTAMICINA Y AMPICILINA
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ENSAYO CON EL EXTRACTO DE AJO

GENTAMICINA AMPICILINA
TRATAMIENTO CON CALOR
ST 35°C 50 °C 90 °C ST 35°C 50 °C 90 °C
Staphylococcus aureus Meticilino Resistente ]
(MRSA) HALOS DE INHIBICION (mm)
24 27 23 25 10 11 10 6
1 ENSAYO
28 25 24 25 11 12 10 6
2 ENSAYO
Staphylococcus aureus ATCC 25923
26 27 27 26 27 27 27 24
1 ENSAYO
26 27 22 26 25 27 26 22
2 ENSAYO
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ENSAYO CON EL EXTRACTO DE CULANTRO

GENTAMICINA AMPICILINA
TRATAMIENTO CON CALOR
ST 35°C 50 °C 90 °C ST 35°C 50 °C 90 °C
Staphylococcus aureus Meticilino Resistente )
(MRSA) HALOS DE INHIBICION (mm)
25 25 19 22 11 11 9 10
1 ENSAYO
26 25 25 26 11 11 11 11
2 ENSAYO
Staphylococcus aureus ATCC 25923
25 26 26 26 26 26 25 25
1 ENSAYO
24 26 25 25 24 26 24 25
2 ENSAYO
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SENSIBILIDAD DE LAS CEPAS DE

Escherichia coli A LOS ANTIBIOTICOS
GENTAMICINA Y AMPICILINA
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ENSAYO CON EL EXTRACTO DE AJO

GENTAMICINA AMPICILINA
TRATAMIENTO CON CALOR
ST 35°C 50°C 90 °C ST 35°C 50°C 90 °C
Escherichia coli Productora de BLEE HALOS DE INHIBICION (mm)
6 6 6 6 6 6 6 6
1 ENSAYO
6 6 6 6 6 6 6 6
2 ENSAYO
Escherichia coli ATCC 25922
25 26 23 24 23 24 22 21
1 ENSAYO
25 24 24 23 23 23 22 20
2 ENSAYO
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ENSAYO CON EL EXTRACTO DE CULANTRO

GENTAMICINA AMPICILINA
TRATAMIENTO CON CALOR
ST 35°C 50°C 90 °C ST 35°C 50 °C 90 °C
Escherichia coli Productora de BLEE HALOS DE INHIBICION (mm)
9 8 9 6 6 6 6 6
1 ENSAYO
10 11 9 6 6 6 6 6
2 ENSAYO
Escherichia coli ATCC 25922
26 27 26 26 24 26 24 24
1 ENSAYO
26 26 27 25 24 24 25 24
2 ENSAYO
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SENSIBILIDAD DE LAS CEPAS DE

Salmonella A LOS ANTIBIOTICOS GENTAMICINA Y
AMPICILINA
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ENSAYO CON EL EXTRACTO DE AJO

GENTAMICINA AMPICILINA
TRATAMIENTO CON CALOR
ST 35°C 50°C 90 °C ST 35°C 50°C 90 °C
Salmonella entérica serovar. typhi HALOS DE INHIBICION (mm)
32 30 30 30 39 38 39 37
1 ENSAYO
33 32 29 27 41 39 37 36
2 ENSAYO
Salmonella entérica serovar choleraesuis
ATCC 14028
24 25 26 25 30 31 28 29
1 ENSAYO
26 25 26 26 21 29 27 29
2 ENSAYO
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ENSAYO CON EL EXTRACTO DE CULANTRO

GENTAMICINA AMPICILINA
TRATAMIENTO CON CALOR
ST 35°C 50°C 90 °C ST 35°C 50°C 90 °C
Salmonella entérica serovar typhi HALOS DE INHIBICION (mm)
27 31 30 29 38 38 36 37
1 ENSAYO
29 31 30 30 36 36 35 37
2 ENSAYO
Salmonella entérica serovar choleraesuis
ATCC 14028
19 24 24 24 27 30 31 30
1 ENSAYO
21 23 23 24 30 31 28 29
2 ENSAYO
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ANEXO N°7

Analisis microbiologico para la Ensalada 1 (Shawarma) posterior al contacto con
el extracto de ajo estéril

Microorganismo

Mesofilos
aerobios

Coliformes
totales
Enterobacterias

Mohos
Levaduras
E. coli
S. aureus

Contacto

Recuento Recuento

1

116
2

2
12
0
0
0

1min

2

96
3

_ O O N O

Promedio

106

O oo N DN

Recuento Recuento

1

17

O O o o N

Contacto
2min

2

40

o O O O

Promedio

28

o O O O

Recuento Recuento

1

0

o

o o o -—» O

Contacto
5min

2

0

-

o O O o o

Promedio

-

o O o -—» O
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ANEXO N° 8

Analisis microbiologico para la Ensalada 2 (Cevichocho) posterior al contacto con
el extracto de ajo estéril

. ] Contacto Contacto Contacto
Microorganismo A . .
1min 2min 5min
Reculento Rec%ento Promedio ReCLiento Rec%ento Promedio ReCLiento Rec%ento Promedio
Mesofilos
aerobios 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cﬁg{gg‘es MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC  MNPC
Enteroabcterias MNPC MNPC  MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC MNPC
Mohos 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Levaduras 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S. aureus 13 12 12 0 0 0 0 0 0
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Anexo N°9

Recuentos correspondientes a la Ensalada 2 para Enterobacterias luego del contacto con el
extracto de ajoo por 1, 2 y 5 minutos.

Minuto 1 Minuto 2 Minuto 5
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Anexo N°10

Anélisis microbioldgico de controles para los analisis microbioldgicos de las muestras de alimentos

Agua purificada Agua peptonada  Extracto de ajo Extracto de ajo

Parédmetro Tipo Il utilizada  al 0,1%, estéril ESTERIL SIN
en la ESTERILIZAR
preparacion de
extractos
Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo
1 2 1 2 1 2 1 2

Staphylococcus <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
aureus

Enterobacterias <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10

Coliformes <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10

Escherichia coli <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10

Mesofilo- <10 < 10 < 10 < 10 < 10 < 10 <10 <10
Aerobios
Mohos y L=<10 L=<10 L=<10 L=<10 L=<10 L=<10 L=<10 L=<10

Levaduras M=<10 M=<10 M=<10 M=<10 M=<10 M=< 10 M=<10 M=<10
UFC/g= Unidades formadoras de colonias por gramo de alimento.

L= Levaduras
M= Mohos
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ANEXO N° 11

PREDICCION DE CONCENTRACIONES NECESARIAS DEL EXTRACTO DEAllium sativum (Ajo)
PARA IGUALAR LA ACTIVIDAD ANTIBIOTICA DE LOS ANTIBIOTICOS GENTAMICINA 'Y
AMPICILINA FRENTE A LAS CEPAS LE Staphylococcus aureus MRSAYy Staphylococcus aureus
ATCC 25923

Staphylococcus aureus MRSA

+  HALO DE INHIBICION FRENTE A GENTAMICINA = 24.6 mm
*  TEMPERATURA DEL EXTRACTO DEAJO =35°C

Ecuacién para el modelo ajustado

Halos de inhibicién = 26,3676 - 0,250859*Temperatura del extracto + 0,0180952*Concentracién del

extracto

Concentracion = Halos de inhibicion - 26,3676 + 0,250859*Temperatura del extracto

0,0180952

Concentraciéon = 24.6 - 26,3676 + 0,250859 * 35 (°C)

0,0180952

Concentracion = 24.6 - 26,3676 + 8,780065

0,0180952

Concentracion = 387 mg/mL
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Staphylococcus aureus ATCC 25923

+  HALO DE INHIBICION FRENTE A GENTAMICINA =25.6 mm
+  HALO DE INHIBICION FRENTE A AMPICILINA = 25.4 mm
*  TEMPERATURA DEL EXTRACTODEAJO =35°C

Ecuacion para el modelo ajustado

Halos de inhibiciéon =30.7851 - 0.298969*Temperatura + 0.0180952*Concentracion

Prediccion para el antibiético gentamicina

Concentracion = Halos de inhibicion - 30,7851 + 0,298969 ‘Temperatura del extracto
0,0180952

Concentraciéon = 25.6 - 30,7851 + 0,298969 * 35 (°C)

0,0180952
Concentraciéon = 25.6 - 30,7851 + 0,298969 * 35 (°C)

0,0180952
Concentracién = 25.6 - 30,7851 + 10.463915

0,0180952

Concentracion =291 mg/mL

Prediccion para el antibiético ampicilina

Concentracion = 25.4 - 30,7851 + 0,298969 * 35 (°C)
0,0180952

Concentracion = 25.4 - 30,7851 + 0,298969 * 35 (°C)
0,0180952

Concentracién = 25.4 - 30,7851 + 10.463915

0,0180952

Concentracion = 255 mg/mL
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