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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto “in vitro” del extracto acuoso de Allium sativum sobre
cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Disefio del estudio: pre
experimental. Material y métodos: se obtuvo el extracto acuoso de Allium
sativum y se coloc6 sobre cepas confirmadas de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina, utilizando en placas sembradas, el método de pozos vy el
método de discos de difusion. Resultados: el exracto acuoso de Allium sativum
presentd un halo de inhibicion mayor, a mayor concentracion del mismo. El
promedio del halo de inhibicidn del extracto acuosos de Allium sativum en cepas
de S. aureus resistente a meticilina (SARM) fue de 9,9 mm al 25%, 15,2 mm al
50%, 19,5 mm al 100% por el método de pozos y de 10,9mm al 25%, 15,0 mm
al 50%, 22,5 mm al 100%. Analisis estadistico: Se realiz6 el test de ANOVA para
evaluar los resultados y analisis de pruebas no paramétricas: kruskal Wallis para
el estudio de la significancia estadistica. Conclusiones: el extracto acuoso de
Allium sativum mostr6 actibidad antibacteriana in vitro en cepas de
Stapylococcus aureus resistente a meticilina. Palabras clave: Allium sativum,

Staphylococcus aureus, actividad antibacteriana.

ABSTRACT



Objective: To evaluate the "in vitro" effect of the aqueous extract of Allium
sativum on strains of methicillin resistant Staphylococcus aureus. Material and
methods: the aqueous extract of Allium sativum was obtained and placed on
confirmed strains of methicillin-resistant Staphylococcus aureaus using the wells
method and the diffusion disc method. Results: the aqueous extract of Allium
sativum showed a greater inhibition halo, at higher concentration of the same.
The average inhibition halo of the aqueous extract of Allium sativum in strains of
methicillin resistant S. aureus (MRSA) was 9.9 mm to 25%, 15.2 mm to 50%,
19.5 mm to 100% by The method of wells and from 10.9mm to 25%, 15.0mm to
50%, 22.5mm to 100%. Statistical analysis: The ANOVA test was performed to
evaluate the results and analysis of non-parametric tests: kruskal Wallis for the
study of statistical significance. Conclusions: the aqueous extract of Allium
sativum showed antibacterial activity in vitro in strains of Staphylococcus aureus
resistant to methicillin. Key words: Allium sativum, Staphylococcus aureus,

antibacterial activity.
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.  INTRODUCCION

El aumento de bacterias resistentes a antibioticos en la poblacidon esta causando
un fuerte impacto en la salud de las personas, asi como también en los sistemas
de salud. Muchas veces, esta situacion es provocada por el uso masivo y
muchas veces innecesario de antibioticoterapia para cualquier tipo de

infecciones, convirtiéendose asi en un problema para la salud publica.

Las infecciones por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) se
presentan en pacientes con factores relacionados a los servicios de salud (1).
Se menciona con mayor frecuencia caracteristicas como: edad joven,
hacinamiento, usuarios de drogas intravenosas, pacientes de centros
penitenciarios y personas que hayan tenido contacto directo con alguna persona
infectada. Estas infecciones se caracterizan por su agresividad y por altos costos
producidos en los establecimientos de salud de las comunidades; siendo, la
poblacion afectada, cada vez mayor, significa un problema de salud publica a

nivel nacional e internacional. (2)

“Uno de los primeros casos de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
fue relatado en poblaciones indigenas, sin hospitalizacion previa, que habitaban
en comunidades alejadas en Australia, a inicios de la década de 1990.” (2)
Posteriormente, en este mismo pais, la frecuencia de estos aislados se ha

incrementado de 4,7% en el 2000 a 7,3% en el 2004. (2)

“En Sudamérica, el primer brote epidémico fue descrito en dos prisiones en
Uruguay en el 2003 y posteriormente se han descrito casos en Argentina,
Paraguay, Chile, Ecuador, Colombia, Venezuela y Brasil” (1) En Peru, entre

setiembre 2005 y mayo del 2006, Tamaris y col aislan 276 cepas de 3 hospitales



de Lima y las agrupan en 81 aisladas de infecciones comunitarias y 176 de
infecciones hospitalarias. El 73,3% de las cepas hospitalarias eran
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, cifras que concuerdan con lo

reportado en la literatura para nuestro medio (2)

Mercado P., Arévalo L. realizaron el estudio: “sensibilidad de cultivos de S.
aureus, S. epidermidis y Pseudomona aeruginnosa, frente a la accién
antibacteriana del extracto de Allium sativum” en el ano 2013. Se evalud por el
método de Kirby Baver. Se obtuvo como resultado una mayor accion
antimicrobiana en los cultivos tratados con extracto de Allium sativum (ajo) al

100%. (3,4)

El uso de plantas que posean propiedades medicinales desde tiempos antiguos
es una idea novedosa que pone a prueba dichas capacidades, pudiendo
utilizarse como una alternativa con precios y posibilidades de obtencién mas
accesibles, asi como también poder probar su efectividad ante bacterias
resistentes a antibidéticos comunes. El uso de Allium sativum (ajo) como
antibiético, se ha demostrado en diferentes estudios, teniendo un efecto positivo

como agente bactericida y bacteriostatico (3).

Teniendo en cuenta los efectos demostrados anteriormente, se ha obtenido
como objetivo general determinar el efecto in vitro del extracto acuoso de Allium

sativum sobre las cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

“El Staphylococcus aureus resistente a meticilina representa el 18,4% del total
de aislamientos reportados por los hospitales. La resistencia a la meticilina es
reportada en 75,6% de los aislamientos, no habiendo diferencias significativas

entre los hospitales del Ministerio de Salud y los hospitales de EsSalud.” (5)



MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio pre experimental con enfoque cuantitativo. La poblacién
estuvo constituida por cepas SARM. La muestra fue constituida por cada
repeticion que se realiza en placas Petri con cepas de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina y cepas control, expuestas a diferentes concentraciones

de extracto de Allium sativum (Ajo).

Las cepas SARM, fueron donadas por la Universidad de San Martin de Porres.
Se realiz6 la identificacion de estas por medio del método de formacién de halos
de inhibicion al ser expuestas a oxacilina. Posteriormente se realizd la
reactivacion de las cepas en caldo nutritivo y el mantenimiento de estas en agar
nutritivo segun manual de procedimientos del Instituto Nacional de Salud del

Peru. (6,7,8)

Se realizo la identificacion de la especie botanica y confirmacion del Allium
sativum (ajo), y se obtuvo su extracto acuoso por el método descrito por Yada,

Trivedi y Bhatt (9)

Luego se ralizd el enfrentamiento mediante el método de dilucion en pozo
descrito por Torres (8) usando agar Muller Hinton y mediante el método de
dilucion en disco usando el método de Kirby Bawer descrito por Pérez (10).
Obteniendo los halos de inhibicion en ambos casos, se realizaron mediciones y

comparaciones de estos.

Se realizé la medicién de la concentracion minima inhibitoria descrito por el
Instituto Nacional de Salud (7,8). La concentracion minima bactericida de realizo

mediante el método descrito por Abadie, Medina, Ruiz y Tresierra (11)

RESULTADOS



El extracto acuoso de Allium sativum “ajo” demostré un efecto inhibitorio sobre
cepas de patogenos silvestres que se consideran como control, y también en

cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

Tabla N°1. Promedio de diametros inhibitorios en mm del extracto acuoso de
Allium sativum - “ajo” a las concentraciones de 25%, 50% y 100% sobre cultivos

in-vitro de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) por el método

de pozos.
CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO ACUOSO
ALLIUM SATIVUM "AJO" - HALOS DE INHIBICION
(mm)
CEPAS 25% 50% 100% P

Staphylococcus mm o mm o mm o
aureus - Control 9,7mm  0.47 15.4 mm 0,51 20,5mm 0,51 <0,001
Staphylococcus
aureus — C1 10.5mm 0.51 14.5 mm 0,51 18,5mm 0,51 <0,001
Staphylococcus
aureus —C2 95mm 051 15.3 mm 0,47 20,5mm 0,51 <0,001
Staphylococcus
aureus —C3 9,7 mm 0,44 15.7 mm 0,44 19,7 mm 0,47 <0,001

Fuente: Base de datos del proyecto de investigacion - 2016

C1, C2, C3 cepas SARM. X: desviacién estandar, valor p calculado con la prueba de kruskal Wallis

La tabla N°1 muestra el promedio de todas las cepas usadas en la investigacion,
expuestas al método de pozos, donde se observa que a mayor concentracién del
extracto acuoso de Allium sativum, habra un mayor didmetro de inhibiciébn. También
muestra que existe una diferencia significativa entre el efecto in vitro inhibitorio con las

diferentes concentraciones, ya que el valor de p es menor a 0,05

Tabla N°2. Promedio de diametros inhibitorios en mm del extracto acuoso de

Allium sativum — “ajo” a las concentraciones de 25%, 50% y 100% sobre cultivos



in-vitro de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) por el método

de difusion en discos

CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO ACUOSO

ALLIUM SATIVUM “AJO” - HALOS DE INHIBICION

(mm)

CEPAS 25% 50% 100% P
Staphylococcus aureus — mm o mm o mm o
Control 10,4 mm 0,50 14,0 mm 0,77 21,6 mm 0,50 <0,001
Staphylococcus aureus —
C1l 11,4mm 0,51 15,5 mm 0,51 21,5 mm 0,51 <0,001
Staphylococcus aureus —
Cc2 10,0 mm 0,57 14,5 mm 0,51 22,5 mm 0,51 <0,001
Staphylococcus aureus —
C3 11.5mm 0,51 15.1 mm 0,47 23.5 mm 0,51 <0,001

Fuente: Base de datos del proyecto de investigacién - 2016
C1, C2, C3 cepas SARM, o: desviacion estandar, valor p calculado con la prueba de kruskal Wallis

La tabla N°2 muestra el promedio de todas las cepas usadas en la investigacion,

expuestas al método de discos de difusion, donde se observa que a mayor

concentracion del extracto acuoso de Allium sativum, habra un mayor didmetro

de inhibicion. También muestra que existe una diferencia significativa entre el

efecto in vitro inhibitorio con las diferentes concentraciones, ya que el valor de p

es menor a 0,05

Tabla N° 3 Analisis de correlacion de los valores obtenidos a las diferentes

concentraciones, por el método de pozos



Concentraciones de Allium sativum

25% 50% 100%
25% 1
CONTROL 50% 0.22 1

100% 0.13 0.12 1
25% 1

SARM

CEPA 1 50% 0.12 1
100% 0.37 0.01 1
25% 1

SARM

CEPA2 50% 0.13 1
100% 0.25 0.13 1
25% 1

SARM

CEPA3 50% 0.66 1
100% 0.23 0.077 1

En la tabla 3 podemos observar que hay variaciones estadisticamente
significativas entre las concentraciones de 25%, 50% y 100%. Presentando un
bajo grado de correlacion, que implica que las concentraciones de 100% no
dependen de las concentraciones de 25%, lo que muestra evidencia estadistica

del mayor efecto de concentraciones al 100% de Allium sativum.

Tabla N° 4 Andlisis de correlacién de los valores obtenidos a las diferentes

concentraciones, por el método de difusion en discos



Concentraciones de Allium sativum

25% 50% 100%
25% 1
CONTROL 50% 0.28 1

100% 0.06 0.41 1
25% 1

SARM

CEPA 1 50% 0.23 1
100% 0.37 0.12 1
25% 1

SARM

CEPA2 50% 0.11 1
100% 0.09 0.12 1
25% 1

SARM

CEPA3 50% 0.36 1
100% 0.12 0.36 1

En la tabla 4 podemos observar que hay variaciones estadisticamente
significativas entre las concentraciones de 25%, 50% y 100%. Presentando un
bajo grado de correlacion, que implica que las concentraciones de 100% no
dependen de las concentraciones de 25%, lo que muestra evidencia estadistica

del mayor efecto de concentraciones al 100% de Allium sativum.

Tabla N°5. Comparacion de diametros inhibitorios en mm del extracto acuoso de

Allium sativum — “ajo” por los métodos de pozos y discos de difusion sobre



V.

cultivos in-vitro de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) y sus

cepas control a las concentraciones de 25%, 50% y 100%.

POZOS DISCOS
CONCENTRACION
Control SARM Control SARM
mm o mm o mm o mm (o]
25% 9,6 mm 0,47 9,9 mm 0,03 10,3 mm 0,50 10,9 mm 0,03
50% 15,4 mm 0,51 15,2 mm 0,03 140mm 0,77 150mm 1,13
100% 20,5 mm 0,51 19,5mm 0,02 21,6 mm 0,50 225mm 0,00
Fuente: Base de datos del proyecto de investigacion- 2016

La tabla N°5 muestra la comparacion de los promedios medidos entre los

métodos de pozos y de discos de

controles

difusion, utilizados de cepas SARM y sus

Tabla N 06. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima

Bactericida (CMB) del extracto acuoso de Allium sativum — “ajo” sobre cultivos

in-vitro de Staphylococcus aureus

control.

resistente a meticilina (SARM) y sus cepas

SARM
DETERMINANTES
Control SARM
CMI 45 mg/ml 22.5 mg/ml
CMB 45 mg/ml 45 mg/ml

Fuente: Base de datos del proyecto de investigacion-
CMI: Concentracién Minima Inhibitoria
CMB: Concentracion Minima Bactericida

DISCUSION

2016

Los resultados obtenidos de la investigacion confirman lo antes mencionado por

muchos autores sobre las capacidades antibacterianas del Allium sativum,



teniendo como fundamento cientifico compuestos azufrados, principalmente de
aliina, la cual se transforma en alicina al ser triturado y presenta la capacidad

antibacteriana que se caracteriza. (2,12)

Los efectos antibacterianos del Allium sativum han sido ya corroborados en otros
estudios como el estudio de Mercado P., Arévalo L, donde realizaron el estudio:
“sensibilidad de cultivos de S. aureus, S. epidermidis y Pseudomona aeruginosa,
frente a la accién antibacteriana del extracto de Allium sativum” en el aino 2013,
en el cual se obtuvo una actividad antibacteriana del Allium sativum en el 100%
de los cultivos realizados (3). Presentando caracteristicas anteriores como ésta,
se realiz6 este trabajo, utilizando su extracto acuoso sobre cepas de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, obteniendo como resultado un
halo inhibitorio ante dichas cepas, el cual va aumentando de tamafio a medida
gue se aumenta la concentracion de dicho extracto hasta llegar al 100% de este
donde se obtuvo el de mayor tamafo, al igual que en el estudio antes
mencionado, en el 100% de las cepas expuestas.esto lleva a que el Allium
sativum demostré poseer las mismas capacidades antibacterianas frente a
cepas silvestres cultivadas y expuestas al mismo extracto comparadas a las
mismas concentraciones que las cepas SARM, atribuyéndole un efecto

antibacteriano en cepas silvestres también.(13)

Ante cepas SARM se observa un promedio del halo de inhibicion de 9,9 mm al
25%, 15,2 mm al 50%, 19,5 mm al 100% por el método de pozos y de 10,9mm
al 25%, 15,0 mm al 50%, 22,5 mm al 100%. Demostrando que a mayor
concentracion, es mayor el halo inhibitorio formado; asi mismo, el método de
discos de difusion mostré halos inhibitorios de mayor tamario, lo que conlleva a

un mejor efecto antibacteriano ante cepas SARM.



V.

VI.

El efecto in vitro de allium sativum muestra efectos in vitro sobre cepas SARM,
efectos que han sido probados empiricamente en comunidades y como medicina

complementaria (14)

Con respecto a la concentraciéon minima inhibitoria, las cepas SARM muestra a
una cantidad de 22.5 mg/ml comparada a la de las cepas control de 45mg/ml y
una concentracion minima bactericida de 45 mg/ml al igual que la de las cepas
control. Comparado con el estudio realizado por Munayco E.: “efecto
antimicrobiano del extracto hidroalcohdlico del Allium sativum sobre cepas
estandares de la cavidad bucal” en el ano 2011, donde se obtuvo como resultado
Se obtuvo como resultado: La concentracion minima inhibitoria frente a
Capnocytophaga sputigela, S. mutans y C. albicans fue de 120 mg./ml.
Observandose asi diferencia entre resultados de diferente tipo de extractos del

Allium sativum.(15)

CONCLUSIONES

El extracto acuoso de Allium sativum presenta efecto antibacteriano in vitro sobre

cepas de Staphylococcus aures resistente a meticilina.

A mayor concentracién de extracto acuoso de Allium sativum sobre cepas

SARM, aumenta el tamafio de halo inhibitorio presentado por las mismas.

La concentracion minima inhibitoria de extracto acuoso de Allium sativum sobre

cepas SARM es de22,5 a diferencia de 45 mg/ml. De su control.

La concentracion minima bactericida es de 45 mg/ml para cepas SARM y su

control.

RECOMENDACIONES

10



Este estudio colabora con un avance para poder realizar nuevos estudios en

comparacion con otros microorganismos

El uso del Allium sativum puede aplicarse a estudios in vivo para su posterior uso

como bactericida ante diversos agentes bacterianos.

Podria plantearse como una alternativa al tratamiento con menor taza de

resistencia o efectos adversos de los antibioticos usados cominmente
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l. ORGANIGRAMA DEL DISENO EXPERIMENTAL DEL EFECTO IN-

VITRO DEL EXTRACTO ACUOSO DE ALLIUM SATIVUM (AJO)

SOBRE CEPAS DE STAHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTE A

LA METICILINA

Bacterias SARM donadas por

Identificacion de especie laboratorio de microbiologia

botanica

Preparacién de extracto Reactivacion de </

cepas

Concentraciones de extracto Cepas SARM / Agar Miiiller

acuoso comprobadas

Método de discos de

inhibicion

Método de difusion en

pocillos

Incubacién a 37°C/18-24
horas

Lectura de halos
de inhibicidn
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Preparacion de medios de
cultivo seguln técnicas
establecidas

Caldo Nutritivo ||

Agar Nutritivo |

Hinton
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