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Resumen

En el presente estudio se evalud el efecto antibacteriano del extracto de ajo (Allium
sativum) en el control de los tres principales agentes de la mastitis bovina, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus Yy Streptococcus agalactiae. Las concentraciones usadas
fueron 0%, 20%, 40% y 60% de extracto de ajo (EA) en agua destilada. Se empez6
obteniendo y centrifugando la muestra de leche con signos de mastitis, posteriormente se
elimino el sobrenadante de la muestra, para obtener el concentrado de bacterias para luego
realizar la siembra en los medios de cultivo: Mac Konkey, Manitol Salado y Agar Sangre;
luego se incub6 por 24 horas a 37°C. Posteriormente se sembrd para el diferencial de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae, luego se utiliz6 una
suspension bacteriana para las 3 bacterias para luego sembrar en agar Muller-Hinton,
finalmente se colocd los discos de sensibilidad (segun tratamientos) en las placas Petri
con agar Muller-Hinton dejandolo en incubacion a 37°C por 24 horas. Se evaluo el efecto
antibacteriano siendo mas eficiente para Escherichia coli y Streptococcus agalactiae la
concentracion de 60%, mientras que para el Staphylococcus aureus fue de 40%.

El efecto antibacteriano del ajo puede deberse a sus compuestos quimicos con
propiedades bactericidas, siendo los principales la alixina, alicina, aliina, tiosulfinatos,
tiosulfonatos y sulfuros.

Se concluye que el EA con las concentraciones de 40 y 60% demostraron ser efectivos

en el control in vitro frente a los precursores de la mastitis bovina.

PALABRAS CLAVES: Efecto antibacteriano, extracto de ajo, diametro de halo, mastitis

bovina
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Abstract

In the present study the antibacterial effect of garlic extract (Allium sativum) in the control
of the three main agents of bovine mastitis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Streptococcus agalactiae was evaluated. The concentrations used were 0%, 20%, 40%
and 60% garlic extract (EA) in distilled water. It was started by obtaining and centrifuging
the milk sample with signs of mastitis, then the supernatant was removed from the sample,
to obtain the bacteria concentrate and then sowing in the culture media: Mac Konkey,
Salted Mannitol and Blood Agar; then we leave in incubation in a period of 24 hours at
37 ° C. Subsequently, it was seeded for the differential of Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae, then a bacterial suspension was used
for the 3 bacteria and then seeded on Muller-Hinton agar, finally the sensitivity discs
(according to treatments) were placed in the Petri dishes with Muller-Hinton agar leaving
it in incubation at 37 ° C for 24 hours. The antibacterial effect was evaluated being more
efficient for Escherichia coli and Estreptococcus agalactiae the concentration of 60%,
while for Staphylococcus aureus it was 40%.

The antibacterial effect of garlic may be due to its chemical compounds with bactericidal
properties, the main ones being alixin, allicin, alliin, thiosulphinates, thiosulfonates and
sulfides.

It is concluded that the EA with the concentrations of 40 and 60% proved effective in the

in vitro control against the precursors of bovine mastitis.

KEY WORDS: Antibacterial effect, garlic extract, halo diameter, bovine mastitis
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l. INTRODUCCION

La produccion de leche esta integrado a la economia global ya que existen
actualmente grandes exportaciones e importaciones y esto a su vez estad en aumento,
creando este ambiente amenazas y oportunidades para la competitividad de la produccién

lechera peruana (Gamarra, 2001).

Por lo antes mencionado la produccién y actividad lechera esta destinado a aumentar
con el transcurrir del tiempo. La mastitis es la principal enfermedad en la produccién
lechera por lo que representa pérdidas econdémicas en grandes centros de produccion.
Como se sabe, la mastitis es producida en general por tres principales bacterias que son:
Eschericha coli, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus; los cuales son los
causantes de la mastitis bovina, estas bacterias provocan la inflamacion de la glandula
mamaria, es la enfermedad méas comin y costosa del ganado lechero en la mayor parte

del mundo.

Al mismo tiempo las enfermedades de los animales pueden incrementar la morbilidad
y mortalidad del rebafio lechero o si no disminuir la productividad de leche; en casi todo
el mundo esto provoca pérdidas econémicas. Se puede decir que las enfermedades pueden
reducir o afectar la productividad al disminuir el rendimiento lechero, reducir la fertilidad
en algunos casos, retrasa la llegada de la pubertad en algunos animales, puede afectar la

calidad de la leche y reducir el nivel de conversion de los alimentos (FAO, 2019).

Se puede decir que la medicina tradicional esta basada en las plantas naturales,
originalmente los Unicos elementos curativos que conocia el hombre se ha mantenido a
través de la historia y sobre todo esto se da en zonas rurales remotas 0 entre minorias
étnicas de la sociedad moderna, donde la medicina moderna actualmente ain sigue siendo
desconocida en donde las plantas aun proporcionan las Gnicas medicinas (Portilla 2002);
por el bajo costo y efectividad que representa las plantas medicinales para el tratamiento

de enfermedades, se ve como una alternativa para su uso en la actividad pecuaria.

En este caso el ajo (Allium sativum) contiene alicina esto ha sido utilizado por diversas
civilizaciones en la elaboracion y en multiples preparaciones medicinales antiflngica, del
ajo se remonta al siglo pasado (Ledezma & Apitz, 2006; Torija, Matallana, & Chalup,
2013), Timonin y Thexton (1951) y Tansey (1975), citado por Juarez, et al. (2019)
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observaron que extractos acuosos del ajo pueden inhibir el crecimiento de diversas
especies de hongos y bacterias. Los extractos de plantas del género Allium sativum, entre
estos el ajo y la cebolla, forman de un importante grupo dentro de los ingredientes con
posibles propiedades farmacoldgicas y/o terapéuticas debido a la composicion quimica,
entre estos los principios activos que posee: organosulfurados, como tiosulfinatos,
tiosulfonatos y sulfuros, con capacidad para modificar la fisiologia de los animales,
desarrollando un efecto antimicrobiano en la prevencién y tratamiento de distintas
enfermedades (Ariza, 2015).

Se han realizado varias investigaciones con el ajo para el tratamiento para diversas
enfermedades mas no investigaciones para el control in vitro de los agentes patoldgicos
de la mastitis bovina. En la actualidad se conocen méas de 100 compuestos biol6gicamente
activos derivados de Allium sativum contenidos sobre todo en el bulbo. Destaca una
sustancia sulfurada inodora llamada aliina que por accién de aliinasa se convierte en

esencia de ajo y levulosa.

Por lo antes mencionado se plantea la siguiente hipotesis; el extracto de ajo contiene
la alicina y otros principios activos, los cuales tendrén efectos antibacterianos in vitro,
contra Eschericha coli, Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus. El objetivo de
este trabajo fue evaluar el efecto del extracto de ajo sobre el desarrollo in vitro de

Escherichia coli, Sthaphyloccocus Aureus y Streptoccocus Agalactiae.

En este contexto, la presente investigacion busca generar una alternativa sanitaria para
la produccion de leche en bovinos a nivel familiar ya que el uso de medicamentos
naturales para el tratamiento de la mastitis esta al alcance del productor a un bajo costo,
representando esto a una mayor rentabilidad sin perder la efectividad en el tratamiento de

la mastitis bovina y siendo menos tdxicos (Stauffer, Orrego y Aquino, 2000).
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1. MATERIALES Y METODOS

2.1. Lugar de ejecucion del trabajo.

El presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Enfermedades
Infecciosas y Parasitarias de Animales Domésticos (Facultad de Ingenieria Zootecnista,
Agronegocios y Biotecnologia) y en el Laboratorio de Microbiologia (Facultad de Ingenieria
Ciencias Agrarias), ambos laboratorios pertenecientes a la Universidad Nacional Toribio
Rodriguez de Mendoza (UNTRM), que se encuentra ubicada en la Region de Amazonas,
Provincia de Chachapoyas, Distrito Chachapoyas con altitud de 2483 m.s.n.m a 6°13°00""de
latitud sur y latitud oeste de 77°51°00"".

2.2. Alcance de la investigacion.

El alcance de la investigacion es experimental.

2.3. Variables de estudio.
2.3.1. Variables independientes.

« Extracto de ajo (Allium sativum)

2.3.2. Variables dependientes

« Control de agentes infecciosos.

- Diametro del halo (milimetros)

2.4. Modelo de esquema de registro de datos.

Tabla 1.
Esquema de registro de datos del experimento.

Tratamientos
T0 T1 T2 T3

Repeticiones

W N =

Total
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2.5. Métodos.
2.5.1. Obtencion del extracto de ajo.
- Los ajos fueron obtenidos en el mercado local y luego ser pelados para pesar 500 g.
- Luego los ajos fueron pasados por una extractora de uso doméstico (Anexo 03, figura
13).

2.5.2. Preparacion de los tratamientos.

- To= 0% EA (0 ml de extracto + 25 ml de agua destilada).

- T1=20% EA (5 ml de extracto + 20 ml de agua destilada).
- T2=40% EA (10 ml de extracto+ 15 ml de agua destilada).
- T3=60% EA (15 ml de extracto+ 10 ml de agua destilada).

2.5.2. Cepas bacterianas.

Las cepas que se utilizaron en el ensayo de la actividad antibacteriana van

a ser adquiridas de la leche de vacas que presenten mastitis clinica (Anexo 03, figura 02).

2.6. Métodos microbioldgicos.

2.6.1. Preparacion de medios de cultivo e identificacion de bacterias.

Para la preparacion de los agares y medios de identificacion bioquimica que se
mencionaran, se siguiod el procedimiento, que se encuentran en los prospectos, que
recomienda los laboratorios fabricantes de estos insumos; los cuales fueron colocados en

el anexo 1.
- Escherichia coli:

a. Cultivo de microrganismos.

Se empez6 obteniendo y centrifugando la muestra de leche (Anexo 03, figura 07) con
signos de mastitis (Anexo 03, figura 02), posteriormente se elimino el sobrenadante de la
muestra, para obtener el concentrado de bacterias para luego realizar la siembra en agar
Mac Konkey (Anexo 01), luego dejamos en incubacién en un periodo de 24 horas a 37°C
(Anexo 03, figura 08).

b. Identificacion de la bacteria.
Para la identificacion se prepar6 una suspension de colonias para la inoculacién en los
medios de identificacion bioguimica (TSI, LIA, CITRATO, SIM) (Anexo 03, figura 06).
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incubando los medios en estufa a 37 °C de 18 — 24 horas. La metodologia de estos agares

se explica en el anexo 2.

c. Aplicacion de concentrado de extracto de ajo.

Se prepard los tratamientos en estudio en vasos de precipitado (Anexo 03, figura 11), se
mezclé homogéneamente la disoluciones (extracto de ajo y agua destilada) para luego
mojar los discos de sensibilidad (papel filtro) (Anexo 03, figura 12) de 6 mm de diametro
y finalmente colocarlos en las respectivas placas Petri (Anexo 03, figura 13). como se
observa en la figura 01.

- Streptococcus agalactiae:

a. Cultivo e identificacion de microrganismos.

Se empez0 obteniendo y centrifugando la muestra de leche (Anexo 03, figura 07) con
signos de mastitis (Anexo 03, figura 02), posteriormente se elimind el sobrenadante de la
muestra, para obtener el concentrado de bacterias para luego realizar la siembra en Agar
Sangre (Anexo 01), luego dejamos en incubacion en un periodo de 24 horas a 37°C
(Anexo 03, figura 08). Después de 24 horas se observo el crecimiento de colonias blancas.
Esta bacteria crece como colonias beta-hemoliticas en agar sangre y puede ser

identificado.

b. Aplicacion de concentrado de extracto de ajo.

Se prepar6 los tratamientos en estudio en vasos de precipitado, se mezclo
homogéneamente la disoluciones (extracto de ajo y agua destilada) para luego mojar los
discos de sensibilidad (papel filtro) (Anexo 03, figura 12). de 6 mm de didmetro y
finalmente colocarlos en las respectivas placas Petri (Anexo 03, figura 13), como se

muestra en la figura 01, las cuales contenia el agar Muller-Hinton (Anexo 01).

- Staphyloccocus aureus:

a. Cultivo e identificacion de microrganismos.

Se empezé obteniendo y centrifugando la muestra de leche (Anexo 03, figura 07) con
signos de mastitis (Anexo 03, figura 02), posteriormente se elimind el sobrenadante de la
muestra, para obtener el concentrado de bacterias para luego realizar la siembra en Agar

Manitol Salado (Anexo 01), luego dejamos en incubacion en un periodo de 24 horas a
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37°C (Anexo 03, figura 08). Después de 24 horas se observo el crecimiento de colonias

de color amarillas.

b. Aplicacion de concentrado de extracto de ajo.

Se prepar6d los tratamientos en estudio en vasos de precipitado, se mezclo
homogéneamente la disoluciones (extracto de ajo y agua destilada) para luego mojar los
discos de sensibilidad (papel filtro) (Anexo 03, figura 12) de 6 mm de diametro y
finalmente colocarlos en las respectivas placas Petri (Anexo 03, figura 13), como se

observa en la figura 01, las cuales contenia el agar Muller-Hinton (Anexo 01).

2.6.2. Evaluacion del efecto antibacteriano del extracto de ajo.

La evaluacion del efecto antibacteriano consistié en medir el diametro
del halo en las placas Petri (Anexo 03, figura 15). Los halos son formados por el efecto
farmacoldgico del extracto del ajo sobre las bacterias en estudio y por lo tanto en el area

del halo no creceran esas bacterias.

R3 R4 Leyenda:

@ Discos de
sensibilidad

. . R1,

R2, Repeticion
R3y 1,2,3y4
R4

Halo

. . Area ocupada

por bacterias

R1 R2

Figura 01. Formacion del halo en la placa Petri.

2.7. Analisis de datos.
Para el analisis de datos se emple¢ el disefio completamente al azar (DCA). Donde
se va a tener 3 tratamientos con 4 repeticiones por cada tratamiento.

Modelo aditivo lineal: Es un modelo aditivo lineal Tipo 1:
Yik=U+Ti+Ej i=1,2...... (Tratamientos) j = 1, 2.... (Repeticiones) donde:

Yij = Didmetro del halo.
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U= Efecto de la media general.
Ti = efecto del i- ésimo tratamiento con inclusion de extracto de ajo.
Eij = Efecto del j-ésimo unidad experimental a la que se aplica el i-ésimo tratamiento

(efecto del error experimental)

Nivel de significancia (a): 5%

Nivel de confianza (1-a): 95%

» Comparacion de medias
Para la comparacion de medias se va a realizar la evaluacién del modelo lineal tipo 1,
un analisis de varianza (ANVA), si los resultados fuesen significativos se analizaran

con la prueba de Tukey; con un nivel de significancia del 0,05.
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I11. RESULTADOS

3.1. Efecto antibacteriano del extracto de ajo frente a Escherichia coli.

En la tabla 2 y figura 16 del anexo 4, se observa los resultados de las repeticiones 1,
2;3y4(R1,R2,R3yR4)yel promedio de cada tratamiento; de estos no existe diferencia
estadistica (p < 0,05) entre los tratamientos T2, Tz y T4; mientras si existiendo con el Ty
frente a los antes mencionados. Observandose también que el diametro del halo formado
en cultivos de Escherichia coli, crece numéricamente de acuerdo va aumentando la

concentracion del extracto del ajo.

Tabla 2.
Diametros de halos en Escherichia coli con diferentes concentraciones de extractos
de ajo.
Extracto Diametro del halo (mm) Promedio?
de Ajo R1° R23 R3% R4°
T1(0%) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 A

T2 (20%) 17,500 17,000 17,500 17,000 17,250+ 0,289 B
T3 (40%) 24,500 21,500 16,500 17,500 20,000 + 3,697 B

T4 (60%) 22,000 23,000 19,000 16,500 20,125+2.955B
!Letras diferentes dentro de la columna indica diferencia estadistica (p < 0,05)
234y 5Repeticion 1; 2; 3y 4.

3.2. Efecto antibacteriano del extracto de ajo frente a Staphyloccocus aureus.

En la tabla 3 y figura 17 del anexo 4, se observa los resultados de las repeticiones 1,
2;3y4 (R1,R2, R3yR4)yel promedio de cada tratamiento; se puede decir que no existe
diferencia estadistica (p <0,05) entre los didametros de halo de T1 y T2 mientras si a estos
lo comparamos con el Tz y T4 se puede deducir que son estadisticamente diferentes (p
<0,05). El didmetro del halo fue numéricamente mayor en el Tz con 23,25 mm.

Tabla 3.

Diametro de halos en Staphyloccocus aureus con diferentes concentraciones de
extracto de ajo.

Extracto Diametro del halo (mm) Promedio?
de Ajo R12 R23 R3* R4°
T:(0%) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 A

T2(20%) 9,000 1,500 0,000 0,000 2,625+ 4,308 A
T3 (40%) 23,000 21,000 25,500 23,500 23,250+ 1,848B

T4 (60%) 19,500 18,500 20,000 16,000 18,500+ 1,780B
!Letras diferentes dentro de la columna indica diferencia estadistica (p < 0,05)
23:4Y5SRepeticion 1; 2; 3y 4.
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3.3. Efecto antibacteriano del extracto de ajo frente a Streptococcus agalactiae.

En la tabla 4 y figura 18 del anexo 4, se observa los resultados de las repeticiones 1,
2; 3y 4 (R1, R2, R3y R4)y el promedio de cada tratamiento; no existiendo diferencia
estadistica (p < 0,05) entre los tratamientos T2, Tz y T4; mientras que con el Ty si existe
frente a los otros tratamientos. Observandose también que el didmetro del halo formado
en cultivos de Streptococcus agalactiae, crece numéricamente de acuerdo va aumentando

la concentracion del extracto del ajo.

Tabla 4.
Diametro de halos en Streptococcus agalactiae con diferentes concentraciones de
extracto de ajo.

Extracto Diametro del halo (mm) Promedio

de Ajo R12 R23 R3* R4°

T1 (0%) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 A
T2 (20%) 16,000 14,500 16,500 16,500 15,875+ 0,946 B
T3 (40%) 20,500 23,000 16,500 10,500 17,625 + 5,452B
T4 (60%) 23,500 15,000 20,500 15,000 18,500 + 4,223 B

Yetras diferentes dentro de la columna indica diferencia estadistica (p < 0,05)
234y 5Repeticion 1; 2; 3y 4.

24



IV. DISCUSION

En la tabla 2 se observa un efecto antibacteriano del extracto de ajo esto debido a que el
tamafio del didmetro del halo va creciendo dimensionalmente de acuerdo va aumentando
la concentracion del extracto de ajo de 20%, 40% y 60% (T, T3y Ta; respectivamente),
sin existir diferencia estadistica entre estos tratamientos. EI mencionado efecto puede
deberse a que el ajo posee compuestos azufrados (principios activos) como la alixina,
alicina, aliina, ajo en, adenosina, alil metano tiosulfinato, dialil disulfuro, dialil trisulfuro,
alil metil triosulfinato, S-alil mercaptocisteina, 2-vinil-4H-1,2-ditiina y 5-alilcisteina
(Olmedo, 2010 y Luengo, 2007); entre estos compuestos, la alicina ha demostrado que
posee actividad antibacteriana frente a la Escherichia coli (Ledezma y Apitz, 1998).

La actividad antimicrobiana segin Ghannoum, et al. (2004) se puede explicar a la
presencia de la alicina o componentes derivados de esta ya que estos disminuyen la
respiracion de los microorganismos, reduciendo asi el crecimiento del organismo e
inhibiendo la sintesis de algunos componentes quimicos (principalmente proteinas,
acidos nucleicos y lipidos), los cuales causan dafios a las membranas, indicando también
que un ajo sin estos quimicos no mostré actividad antimicrobiana in vitro. Si comparamos
el efecto antibacteriano del extracto de ajo con antibi6ticos sintéticos o comerciales como
la cefixima, cefuroxima y nitrofurorantoina los cuales tienen un alto afecto bacteriano
frente a la Escherichia coli (Sanchez, et al., 2003), los tamafios minimos y maximos de
halos que tuvieron los mencionados antibiéticos, segin MINSA (2002) fueron 23 a 27
mm (5 mg de cefixima); 20 a 26 mm (30 mg de cefuroxima) y 20 a 25 mm (300 mg de
nitrofurantoina), respectivamente; para el caso de esta investigacion se obtuvo un
didmetro de halo en promedio de 20,125 mm (T4), comparandose su efecto con la
cefuroxima y nitrofurorantoina.

Por su parte Lopez, Sanchez, Batlle & Nerin (2005) clasifica la susceptibilidad del
microorganismo frente a un medicamento de acuerdo al tamafio del halo en milimetros
siendo esta la siguiente: se denominan susceptibles cuando el diametro de la zona es
mayor a 30-35 mm, intermedios cuando el didmetro de la zona varia entre 20 y 30 mm, o
resistentes con una zona cuyo diametro es menor a 15-20 mm; teniendo la Escherichia
coli una susceptibilidad intermedia frente al extracto de ajo con 40% (20 mm) y 60%

(20,125 mm) de concentracion.

En la tabla 3 se observa que el Tz y T4 obtuvieron los didmetros de halos mas grandes;

23,25 y 18,5 mm, respectivamente; estadisticamente iguales (p < 0,05) entre ellos y
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diferentes a T1 y To; el efecto antibacteriano frente al Estreptococuss agalactiae que se
observa mas pronunciado en los Tz y T4 puede deberse a los aceites esenciales presentes
en el extracto de ajo, los mencionados componentes los podemos encontrar en la material
vegetal como hierbas, flores, hojas, semillas, ramas, y cortezas, entre otros (Burt, 2004);
Afios recientes, los aceites esenciales (AE) estan siendo usados como agentes
antibacterianos (Sacchetti et al., 2005), concordando con Kalemba & Kunicka (2003)
quienes indican que los efectos antibacterianos se deben principalmente a los compuestos
quimicos presentes en los AE; ante esto Reyes, Palou y Lépez, (2014) indican que en los
aceites esenciales existen varios compuestos quimicos con actividad antimicrobiana por
lo tanto el efecto bactericida del extracto de ajo no puede ser atribuido a uno en especifico
si no a la accion combinada a mas de uno las cuales actuaran sobre distintas partes de la
célula microbiana. EI modo de accion de los AE, segun Holley & Patel (2005) y Fisher
& Phillips (2008) es que estos ingresan al citoplasma de la bacteria, donde desnaturalizan
las proteinas destruyendo la membrana celular, haciéndola més permeable, por lo que esta
se rompe y genera la fuga del material del citoplasma, produciendo asi la muerta de la
bacteria. Por su parte Takefumi et al. (2006), citado por Katsuki, et al. (2006) demostraron
que el S-alil cisteina, uno de los componentes del extracto de ajo, tiene la capacidad de
inhibir el desarrollo de células cancerigenas, mediante la inhibicion de la mitosis de estas
celulas.

Los AE del ajo estd compuestos por sustancias azufradas (organosulfurados) (Martinez,
2003), siendo estos compuestos tiosulfinatos, tiosulfonatos y sulfuros (Ariza, 2015).
Tajkarimi et al. (2010) afirman que las bacterias gram positivas en la mayoria de los casos
son mas sensibles a los efectos de los aceites esenciales que a las bacterias gram negativas
ya que estas poseen en su membrana externa lipopolisacaridos los cuales restringen la
difusion de compuestos hidréfobos.

MINSA (2002) menciona que el diametro del halo (untado con antibioticos sintéticos) de
los el disco de sensibilidad para que el efecto sea catalogado como sensible para que
contiene oxalicina (1 pg) Yy trimetoprim/sulfametoxazol (1,25 y 23,75 pg,
respectivamente) es de 13 y 16 mm, respectivamente, probados en Staphylococcus spp.,
si los comparamos con los datos obtenidos en la presente investigacion, el Tsy T (23,25
y 185 mm, respectivamente) ambos superando a la oxalicina y a

trimetoprim/sulfametoxazol.
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En la tabla 4, se observa que los T2, Ts y T4 con 20; 40; y 60% de extracto de ajo
respectivamente; no demostraron diferencia estadistica, mas si diferencia numérica, y
segun esto se puede interpretar que a mayor concentracion de extracto de ajo existira
mayor diametro de halo; este efecto puede deberse gracias a que el ajo usado en esta
evaluacion paso por un proceso de extractado esto a que, segin Timonin y Thexton, 1951
y Tansey, 1975; citado por Juérez, et al. (2019) el ajo posee un quimico llamado aliina
que por accién de la enzima aliinasa se convierte en esencia del ajo y levulosa; la esencia
del ajo contiene la alicina, la cual demuestra efectos antimicrobioldgicos in vitro
(bactericida y fungicida principalmente); indicando casi parecido Ried, Frank, Stocks, &
Fakler (2008) y Lawson & Gardner (2005) mencionan que el componente “madre” y el
mas importante de sus propiedades terapeduticas es la aliina (sulfoxido de Salil- cisteina),
la cual se encuentra inactivado, que gracias a la aliinasa, la convierte en alicina dandose
esta transformacion cuando se corta 0 muele el ajo, de la alicina se sintetizan otros
compuestos activos farmacoldgicamente como disulfuro de alilo (olor de ajo), ajoeno, (un
disulfuro insaturado, formado por la union de tres moléculas de alicina) y la quercetina
(flavonoide también antioxidante). En otra investigacion se demostrd que la alicina es un
antimicrobiano, esto se debe a que la mencionado quimico reacciona quimicamente con
los grupos tiol de las diferentes enzimas; como por ejemplo, la alcohol deshidrogenasa,
la tiorredoxina reductasa y el ARN polimerasa, que pueden afectar el metabolismo
esencial de la actividad proteinasa de la cisteina, implicada en la virulencia de los
microrganismos (Calixto, 2006; citado por Ramirez, Castro y Martinez, 2016). Por su
parte Alkahil (2005), citado por Juarez, et al. (2019) demostrd que el extracto acuoso de
ajo obtuvo un 95% de actividad fungicida, atribuyendo este efecto a que el extracto de
ajo disminuye la respiracién, reducen el crecimiento, dafian las membranas e inhiben la
sintesis de lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Ankri & Mirelman, 1999; Bender &
Barcenas, 2013; Pundir & Jain, 2010). Acotando Gonzalez, Guerra, Maza y Cruz (2014)
indican que no solo la alicina tiene efectos bactericidas contra bacterias gram positivas y
gram negativas, también contribuyen los ajoenos y el trisulfuro de dialilo.

MINSA (2002) menciona que el diametro del halo (untado con antibioticos sintéticos) de
los el disco de sensibilidad para que el efecto sea catalogado como sensible para que
contiene ampicilina y penicilina (10 pg) y vancomicina (30 pg) es de 24 y 17 mm,
respectivamente, probados en Streptococcus spp., si los comparamos con los datos

obtenidos, el Tay T4 (17,625 y 18,5 mm, respectivamente) solo supera a la vancomicina.
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V. CONCLUSIONES

1. El extracto de ajo de 20; 40 y 60% demostraron ser considerablemente efectivos
frente a la Escherichia coli con 17,25; 20 y 20,125 mm de diametro de halo

respectivamente.

2. El extracto de ajo de 40 y 60% demostraron ser considerablemente efectivos frente a
la  Staphyloccocus aureus con 23,25 y 18,5 mm de diametro de halo

respectivamente.

3. El extracto de ajo de 40 y 60% demostraron ser considerablemente efectivos frente a
la Streptococcus agalactiae con 17,25; 20 y 20,125 mm de diametro de halo

respectivamente.
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VI. RECOMENDACIONES

» Realizar investigaciones referentes al uso del ajo en el tratamiento de la
mastitis bovina con diluciones.

» Realizar investigaciones sobre las propiedades farmacoldgicas de otras
plantas medicinales oriundas de Amazonas.

» Acondicionar el laboratorio de la PROSAN para futuras investigaciones

microbiologicas.
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ANEXOS

Anexo 01. Descripcién de los agares usados.

» Agar MacConkey (Escherichia coli)

Es un medio de cultivo selectivo y diferencial para bacterias disefiado para aislar
selectivamente bacilos Gram negativos y entéricos (encontrados normalmente en el tracto
intestinal) y diferenciarlos sobre la base de la fermentacion de la lactosa. El cristal violeta
y las sales biliares inhiben el crecimiento de organismos Gram positivos, lo que permite
la seleccion y el aislamiento de bacterias Gram negativos.

- Composicion:
e Peptona
e Lactosa
e Cloruro de sodio
e Sales biliares
e Cristal violeta
e Ro0jo neutro

- Preparacion:

Disolver 50 g en un litro de agua desmineralizada. Calentar en agua hirviente hasta la
disolucién completa. Autoclavar (15 minutos a 121°C)

» Agar Tripticase Soya (Agar Sangre) (Estreptoccocus agalactiae)

El agar sangre es una combinacion de un agar base con el agregado de 5 % de sangre
ovina, también puede usarse sangre humana, para cultivos en una placa de Agar. El agar
sangre aporta muchos factores de enriquecimiento. Se usa también para ver la capacidad
hemolitica de los microorganismos patdégenos

- Preparacion:

Disolver 40 g en un litro de agua desmineralizada. Calentar en agua hirviente hasta la
disolucién completa. Autoclavar (15 minutos a 121°C). luego agregar 5 — 8 % de sangre
y servir en placas Petri.

» Agar Manitol (Staphyloccocus aureus)

Agar Manitol salado o siglas en inglés MSA (Mannitol salt agar) es un medio de cultivo
que se utiliza normalmente en microbiologia. Permite el crecimiento de bacterias Gram-
positivas mientras inhibe el crecimiento de Gram-negativas. Este medio es importante en
el laboratorio clinico debido a que es capaz de distinguir los microorganismos
patogénicos en un corto periodo de tiempo. Contiene una alta concentracién (~7.5%-10%)
de sal (NaCl), haciéndolo selectivo para Staphylococcus (y 'Micrococcaceae) debido su
alta concentracion de NaCl es inhibitorio para la mayoria de las bacterias Gram negativas
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El agar manitol salado es un medio selectivo usado para el aislamiento de estafilococos
patdgenos, especialmente Staphylococcus aureus.

- Composicion:
e Digerido enzimatico de caseina
e Digerido enzimatico de tejido animal
e Extracto de carne de vaca

D-manitol

NaCl

Rojo de fenol

Agar

- Preparacion:

Disolver 108 g en un litro de agua desmineralizada. Calentar en agua hirviente hasta la
disolucion completa. Autoclavar (15 minutos a 121°C). Verter en placas Petri.

» Agar Muller-Hinton (Antibiograma)

El agar Miller-Hinton es un medio de cultivo microbiol6gico utilizado cominmente para
realizar la prueba de susceptibilidad a antibidticos.

Tiene varias propiedades que lo hacen ideal para el uso de antibi6ticos sobre él. En primer
lugar es un medio no selectivo y no diferencial, lo que significa que practicamente todos
los microorganismos cultivados creceran en su superficie. Por otra parte, es un agar
suelto, lo que permite una mejor difusiéon de los antibidticos (a diferencia de en otros
medios con mayor proporcion de agar), por lo que se observaran las zonas de inhibicion
verdaderas. Ademas, contiene almiddn, que absorbera las toxinas liberadas por las propias
bacterias, de modo gue no interfieran con los antibiéticos.

- Composicion:

Extracto de carne
Hidrolizado de caseina
Almidén

Agar

- Preparacion:

Disolver 34 g en un litro de agua desmineralizada. Calentar en agua hirviente hasta la
disolucién completa. Autoclavar (15 minutos a 121°C). Verter en placas Petri.
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Anexo 02. Descripcion de los medios diferenciales:
» TSI (Triple azcar hierro)

Para la diferenciacion de enterobacterias, en base a la fermentacion de glucosa, lactosa,
sacarosa y a la produccion de &cido sulfhidrico.
- Composicion:

e Extracto de carne

e Cloruro de sodio

e Glucosa
e Lactosa
e Sacarosa

e Sulfato de hierro y amonio
e Tiosulfato de sodio
¢ Rojo de fenol

Tabla 5.
Tabla de identificacion bioquimica para TSI.
Bacterias Reaccion
Escherichia coli AYA
Shiguella flexneri K2/A
Salmonella typhimurium K/IA
Pseudomona aeruginosa K/K

A = Hay consumo de carbohidratos (Acidificacion).
2K = No hay consumo de carbohidratos.

» LIA (Lisina hierro)

- Composicion:
e Peptona
e Extracto de levadura
e Glucosa
e Lisina

e Citrato de hierro y amonio
e Tiosulfato de sodio
e Purpura de bromocresol

Tabla 6.
Tabla de identificacion bioquimica para LIA.
Bacterias Reaccion
Escherichia coli K/K
Shiguella K/A
Salmonella K/IK
Proteus R/A
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- Preparacion:

Disolver 32 g en un litro de agua desmineralizada. Calentar en agua hirviente hasta la
disolucion completa. Poner en tubos de ensayo y autoclavar (15 minutos a 121°C)

» Citrato de Simmons

Método usado para la diferenciacion de Enterobacterias, en base a la capacidad de usar
citrato como como unica fuente de carbono y energia.

- Composicion:

e Citrato de sodio

e Cloruro de sodio

e Fosfato dipotasico

e Fosfato monoaménico (Unica fuente de nitrégeno)
e Sulfato de magnesio

e Azul de bromotimol

Tabla 7.
Tabla de interpretacion para Citrato de Simmons
Bacteria Crecimiento Color del medio

Escherichia coli Negativo Verde
Shiguella Negativo Verde
Salmonella Satisfactorio Azul
Pseudomona Satisfactorio Azul
Klebsiella Satisfactorio Azul

- Preparacion:

Disolver 22.5 g en un litro de agua desmineralizada. Calentar en agua hirviente hasta la
disolucion completa. Verter en tubos de ensayo y autoclavar (15 minutos a 121°C).

> SIM

El trifosfato es un componente de muchas peptonas, particularmente de la tripteina y
puede ser metabolizado por las bacterias que tienen la enzima triptofanasa en la
produccion de indol, que puede ser evidenciado por el reactivo de kovacs.

- Composicion:
e Tripteina
e Peptona
e Sulfato de hierro y amonio
e Tiosulfato de sodio
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- Preparacion:

Disolver 31 g en un litro de agua desmineralizada. Calentar en agua hirviente hasta la
disolucion completa. Verter en tubos de ensayo y autoclavar (15 minutos a 121°C).

o Técnica de Indol

Esta prueba detecta la liberacion del indol. Las bacterias que tienen la enzima triptofanasa
degradan el aminodcido triptoéfano y liberan el indol, que es detectado por el reactivo de
kovacs que contiene p-dimetilaminobenzaldehido.

Al agregar 4 gotas de reactivo de kovacs al tubo con MIO donde se inoculo la cepa del
cultivo se observara la formacion de un anillo color rojo en la superficie.

Tabla 8.
Tabla de interpretacion para la técnica de Indol.

Bacteria Movilidad Indol
Escherichia coli + +
Shiguella - -
Salmonella + -
Proteus - R
Klebsiella + -
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Anexo 03. Panel fotografico.

Figura 03. Agares usados en la investigacion para sembrar bacterias.
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Figura 05. Llenado de las placas Petri con los agares.
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Figura 06. Agares para la identificacion de las bacterias causantes de las mastitis.

Figura 07. Centrifugado de muestra de leche para sembrar en las placas Petri.

40



-

AATT i

Figura 09. Resultados de la identificacion de Escherichia coli (izquierda) y
Streptococcus agalactiae (derecha) después de 24 horas de incubacion.
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Figura 10. Obtencidn del extracto de ajo.

Figura 11. Preparacién de los tratamientos.
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Figura 13. Colocacion de los discos de sensibilidad en las placas Petri para la evaluacion
del efecto antibacteriano.
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Figura 15. Resultado final del efecto antibacteriano (diametro del halo) en Escherichia
coli, Staphyloccocus aureus y Streptococcus agalactiae.
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Anexo 4. Figuras estadisticas.
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Figura 16. Efecto antibacteriano del extracto de ajo frente a la Escherichia coli
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Figura 17. Efecto antibacteriano del extracto de ajo frente al Staphyloccocus aureus
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Figura 18. Efecto antibacteriano del extracto de ajo frente al Streptococcus agalactiae.
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