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Efecto inhibitorio in vitro de Allium sativum L. “ajo” en solucion hidroalcéholica

sobre Escherichia coli aisladas de infecciones del tracto urinario.

RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto inhibitorio in vitro de
Allium sativum L. “ajo” en solucién hidroalcohdlica a concentraciones de 20, 30, 40 y
50 y 100 %v/v sobre Escherichia, utilizando como métodos la difusion de Kirby Bauer
modificada.

El efecto inhibitorio in vitro de Allium sativum L. “ajo” en solucion hidroalcoholica
presentd actividad antimicrobiana sobre: Escherichia coli (E.c1, E.c2, E.c3 y E.c4);
segun la prueba de tukey las concentraciones de 100 y 50 % v/v fueron mas efectivas en
la inhibicién de los microorganismos, con promedio de halos de inhibicion de 33.417 y
26.917 mm respectivamente, mientras que con las concentraciones de 20 y 30%v/v el
efecto fue menor (17.667 y 20.750 mm). Asi también para la especie la mas sensible
fue: Escherichia coli cepa 4 (E.c4) que tuvo un promedio de halo de 27.333 mm en
comparacion de Escherichia coli cepa 1 (E.c1) que fue 24.733 mm.

Por lo tanto se concluye que Allium sativum L. “ajo” en solucion hidroalcoholica a
concentraciones de 20, 30, 40, 50 y 100 %v/v tuvo efecto inhibitorio frente a las

especies Escherichia coli aisladas de infecciones del tracto urinario.

Palabras Clave: Allium sativum, Agar Miiller hinton, Escherichia coli.
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In vitro inhibitory effect of Allium sativum L. ""garlic™ in hydroalcoholic solution

on Escherichia coli isolated from urinary tract infections.

ABSTRACT:

The present study aimed to determine the in vitro inhibitory effect of Allium sativum L.
"garlic" in hydroalcoholic solution at concentrations of 20, 30, 40 and 50 and 100% v /
v on Escherichia, using Kirby Bauer diffusion as methods modified.

The in vitro inhibitory effect of Allium sativum L. "garlic" in hydroalcoholic solution
showed antimicrobial activity on: Escherichia coli (E.cl, E.c2, E.c3 and E.c4);
According to the tukey test, concentrations of 100 and 50% v / v were more effective in
inhibiting microorganisms, with average inhibition halos of 33,417 and 26,917 mm
respectively, while with concentrations of 20 and 30% v / v the effect was less (17,667
and 20,750 mm). Also for the species the most sensitive was: Escherichia coli strain 4
(E.c4) which had an average halo of 27,333 mm compared to Escherichia coli strain 1
(E.c1) which was 24,733 mm.

Therefore, it is concluded that Allium sativum L. "garlic” in hydroalcoholic solution at
concentrations of 20, 30, 40, 50 and 100% v / v had an inhibitory effect against

Escherichia coli species isolated from urinary tract infections.

Key Words: Allium sativum, Muller hinton Agar, Escherichia coli.
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l. INTRODUCCION
1.1 Realidad Problematica
Las plantas medicinales son un recurso de vital importancia y cumplen
un rol fundamental como medio para el tratamiento de diversas
enfermedades. Seglin la OPS, 2018 “Las diversas plantas medicinales se
han considerado a traves de la humanidad como una de las principales
alternativas para la prevencion de la salud". En nuestros tiempos, la
fitoterapia se esta revalorizando como una terapéutica suave y no
agresiva, con margenes terapéuticos amplios para tratar diversas
afecciones leves o moderadas, asi como paleativo en enfermedades
cronicas (1). Sanchez et al, 2016 nos menciona que el Allium sativum
“ajo” es una Liliaceae, original de Asia central; en los tiempos
transcendentales se emplean sus bulbos, en uso culinario, en el
tratamiento de ciertos procesos infecciosos y otras alteraciones del estado
de salud. Las propiedades de este bulbo son una pieza fundamental de la
medicina tradicional durante el paso del tiempo, actualmente hay una
gran cantidad de estudios realizados por diversos cientificos que han
aportado numerosas evidencias farmacoldgicas que justificarian
empleandolo en modo de antiflngico, antihipertensivo, antitrombotico,
antimicrobiano, antihiperglicémico y antilipemiante. Ademas segun
trabajos epidemioldgicos y clinicos los individuos que consumen
normalmente ajo, muestran poca incidencia de algunos tipos de cancer
como, estomacal, de intestino, mama y pulmon (2). Hall et al, 2002. Sin
embargo existen algunos autores que refieren que la planta presenta

cierta toxicidad es asi que dosis de 25mL de ajo freso origina en la boca,
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esofago, estbmago un ardor, ademés de nausea, e incluso vémito,
sudoracion y diarrea , ademas en elevadas concentraciones aplicadas

externamente pueden causar necrosis y alergias en diversos grados (3).

Ramirez et al, 2016 nos mencionan que las esencias quimicas del ajo que
hacen de su uso un potente agente terapéutico, presenta inmunerables
elementos activos tales como: aminoécidos, minerales y en menor
porporcion vitamina B9, vitamina B5 y niacina. También, sobresalen
ciertos componente azufrado tales como: alil metano, alicina, aliina,
alixina, tiosulfinato, alil metil triosulfinato, dialil disulfuro, dialil
trisulfuro, 2-ditiina, 5-alilcistina, s-alil mercaptocisteina, ajoene, 2-vinil-
4h-1, y adenosina los cuales aportan un efecto protector para la salud; el
principio activo, la alicina que es la sustancia olorosa més fuerte del ajo,
la cual se obtiene a partir de la aliina a través de la accion de la enzima

aliinasa. (4)

Ramirez et al, 2016. Ademas esta validado, in vitro, que la alicina
inhibe el crecimiento de bacterias grampositivas tales como:
Staphylococcus y  Streptococcus, asimismo frente a bacterias
gramnegativas como: Escherichia coli, Shigella, Salmonella, etc; aunque
este efecto parece estar reforzado con otros compuestos del ajo como son
lo que se indica como ajoenos ademas del trisulfuro de dialilo. Ademas
el Ajo también es un antifingico natural, que a sSu vez posee
principalmente ciertas actividades frente al hongo Candida albicans;

siendo eficaz e incluso similar al clotrimazol en eliminar de forma clinica
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los sintomas de la candidiasis (4).

El Ministerio de salud en el afio 2015 nos menciona que la infeccion del
tracto urinario ( I T U ) son un patologia originada por la habitual
colonizacion bacteriana de las vias urinarias con 0 sin presencia de
sintomatologia, los bacilos gramnegativos de la familia
enterobacteriaceae son los principales causantes de ITUS; En el 95% de
los casos, solamente esta implicado un solo microorganismo como el
causante de la infeccion urinaria. Escherichia coli es el agente
responsable y més habitual de ITU en ambos sexos, es causa del 75 % a
80 % de estos casos; el 20 % a 25 % sobrante se tiene en cuenta que
tambien incluye a ciertos microorganismos tales como: Staphylococcus
saprophyticus, Enterococcus faecalis, Klebsiella sp., Citrobacter sp.,
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa. En el
caso de la ITU ambulatoria y nosocomial, E. coli es el agente el
principal y causante, pero tambien destacan la presencia de Klebsiella
sp, Citrobacter sp., Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii
y de microorganismos grampositivos como es el caso de Staphylococcus

epidermidis meticilino-resistente y Enterococcus sp (5).

Segun Davila et al, 2018. Existe una alta ocurrencia de Infecciones
urinarias en lambayeque (78,41%); siendo las mujeres la mas afectadas
con un porcentaje de 55,94, el grupo etareo que presentd mayor casos
positivos fue el de 23 a 30 afios (25,28%); asimismo nos mencionan que
la especie bacteriana causante con mayor frecuencia de ITU es

1
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Escherichia coli con un 43.82%, sigue el Staphylococcus coagulasa
negativa (S. epidermidis) teniendo un 10.67%; siendo las especies con
menor frecuencia: Pseudomonas aeruginosa (1.2%), Proteus sp (0.56%)

y Klebsiella ozaenae (0,56%) (6).

Vidarte y Villareal, 2009. En el departamento de Lambayeque se ha
evaluado la accidn inhibitoria de productos vegetales extraidos de Allium
sativum “ajo” en especies tales como Staphylococcus aureus, Escherichia
coli enterotoxigenica (ETEC), Shigella flexneri (7); Campos y Lopez
2017. También sobre Pseudomonas aeruginosa Yy Acinetobacter
baumannii (8); Mestanza y Vasquez, 2018, ademas sobre Candida

albicans (9) y Nique, 2000 sobre Helicobacter pylori (10).

En Lambayeque los indices de las infecciones que afectan las vias
urinarias son elevados, Teniendo encuenta que es una patologia para
preocupar debido a que representan de forma clara cierto impacto en la
comunidad por ser la causa del ausentismo profesional, en las escuelas y
generar un gran gasto econdmico para su tratamiento. Por tanto las
propiedades antimicrobianas atribuidas al Allium sativum por los
pobladores, los reportes cientificos de la actividad bactericida de sus
principios activos y las frecuentes infecciones urinarias ocasionadas por
Escherichia coli principal agente patogeno de ITUS en nuestra region,
motivaron la ejecucion del presente trabajo de investigacion que tiene
como objetivo  determinar el efecto inhibitorio de la solucion

hidroalcoholica Allium sativum L. “ajo” a diferentes concentraciones
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respecto al crecimiento de Escherichia coli aisladas de infecciones del
tracto urinario.

1.2 Formulacién del problema
¢Existe efecto inhibitorio in vitro Allium sativum L. “ajo” en solucion
hidroalcéholica sobre el crecimiento de Escherichia coli aisladas de

infecciones del tracto urinario?

1.3 Objetivos

Objetivo general:

e Determinar el efecto inhibitorio in vitro Allium sativum L. “ajo” en
solucion hidroalcoholica a concentraciones de 20, 30, 40 y 50
100%v/v sobre Escherichia coli aisladas de infecciones del tracto
urinario.

Objetivos especificos:

e Establecer la suceptibilidad in vitro por medio de los halos de
inhibicion de la solucién hidroalcoholica de Allium sativum L. “ajo”
sobre el crecimiento de Escherichia coli aisladas de infecciones del
tracto urinario.

e Comparar el efecto inhibitorio de la solucion hidroalcéholica de
Allium sativum L. “ajo” a diferentes concentraciones sobre el
crecimiento de Escherichia coli aisladas de infecciones del tracto

urinario.

1.4 Hipotesis
Allium sativum L. “ajo” en solucion hidroalcoholica tiene efecto

1
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inhibitorio in vitro sobre Escherichia coli aisladas de infecciones del

tracto urinario.

Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Sanchez et al, 2016, mencionaron que Allium sativum L. "ajo", es una
planta herbacea, sus bulbos macizos que forman varios dientes, son
ampliamente cultivados. Estudios realizados acerca de su composicion
quimica, demuestran que si el bulbo estd completo y fresco, el elemento
mayoritario identificado es la aliina un componente inodoro y muy
inestable, ademéas se encuentran otros compuestos azufrados solubles en
medio acuoso, como son los sulfoxidos S-metil-L-cisteina y S-propenil- S-
cisteina, S-glutation, g-glutamil-S-alil cisteina, y g-glutamil-S-alil-
mercapto-L-cisteina. Cuando los bulbos de “ajo” son machacados y/o
triturados, la aliina se convierte en alicina y otros compuestos azufrados
(tiosulfinatos), por efecto de la enzima aliinasa. Estos ultimos son muy
inconstantes y se convierten con extrema rapidez en otros elementos
organosulfurados: sulfuro de dialilo, disulfuro de dialilo, trisulfuro de
dialilo y ajoenos. Asimsimo, en el bulbo de ajo vamos a encontrar sales
minerales (selenio), azucares, lipidos, aminoacidos esenciales, sapondsidos,
terpenos, vitaminas, enzimas, flavonoides y entre otros compuestos

fendlicos (2).

Ramirez et al, 2016 Determinaron que el ajo produce un efecto

hipolipemiante (disminuye el colesterol y triglicéridos), vasodilatador

1
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periférico con efecto antihipertensivo, evitando asi la arteriosclerosis,
antiagregante plaquetario, activador de la fibrinolisis. Tiene propiedades
estomacales, antiespasmodicas, carminativo, intestinal profilactico, muy
activo contra la disenteria amebiana, colerético y colagogo, diurético,
expectorante y febrifugo. Combate enfermedades inflamatorios vy
degenerativos osteoarticulares. Antiséptico interno, aumenta la resistencia a
las infecciones; es antibacteriano, combate infecciones del tracto digestivo
(fiebre tifoidea), infecciones del tracto urinario y respiratorio (bronquitis
cronica, difteria y tuberculosis); es también posee efecto antifungico y

antihelmintico (especialmente frente a oxiuros) (4).

Rojas et al, 2006 Mencionaron que existen diversos factores por los cuales
los microorganismos, principalmente bacterias de la flora intestinal del
propio individuo, pueden colonizar e inducir un cuadro inflamatorio en
diferentes partes anatémicas del tracto urinario. Asi mismo, el espectro de
los agentes etioldgicos depende en gran proporcion, si la infeccién es de
origen comunitario o nosocomial. En todo caso, Escherichia coli es el
agente etiologico mas significativo aislado de las infecciones del tracto

urinario lo cual genera un gran impacto econémico (11).

Suérez et al 2014, realizaron en la Habana una tesis de tipo descriptivo
prospectivo que incluia urocultivos con cepas de E. coli, donde se determind
que el mayor porcentaje de las muestras fueron de la comunidad (84,7%).
Los mejores resultados de sensibilidad para este grupo fueron los siguientes

antibioticos: nitrofurantoina (98,2%), cloranfenicol (80,2%) y ceftriaxona
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(83,8%) vy el grupo de las quinolonas con cifras entre 65% y 77%. En el caso
del origen nosocomial, las infecciones respondieron mejor in vitro a los
aminoglucosidos como amikacina y las piperazilina/tazobactam, ambas en
torno a 90%. Los mecanismos de resistencia frente a los betalactdmicos, en
la comunidad, fueron las oxacilina y en las nosocomiales las enzimas del
grupo de las oxacilinasas (OXA) y las Betalactamasas de espectro extendido
(BLEE), indistintamente. La enzima ANT (nucleotidil transferasas) fue la
mas habitual, en la comunidad y nosocomial, con 18,9% y 259%,

respectivamente, frente a los aminoglucdsidos. (12)

En el estudio ECO-SENS realizado en el afio 2003, se realiz6 una
investigacion sobre la prevalencia y sensibilidad de los microorganismos
causantes de infecciones del tracto urinaio (ITU) en la comunidad, en el
estudio se incuyeron a 252 centros de salud comunitarios en 17 paises;
siendo Escherichia coli el patogeno que se aislo en el 77% de urocultivos,
asimismo se mostrd una resistencia a diferentes farmacos dentro de ellos
destacan: Ampicilina 29.8%, Sulfametoxazol 29.1%, Cotrimoxazol 14%, y
revelando una baja resistencia: <3% a amoxicilina - clavulanico, cefadroxilo,
nitrofurantoina. Aungue es importante mencionar las variaciones por
ejemplo en Portugal la resistencia a los antibiotico: amoxicilina -
clavulanico, quinolonas, fue considerablemente mayor (9.3% y 5.8%
respectivamente), y aun mas en Esparia con un porcentaje de 26.7% y 14.7%

respectivamente. (13).

En el estudio ARESC, que se realizo del 2003 al 2006 en 9 paises de Europa
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y Brasil, E coli se hallo en el 76.7%, seguida de enterococo fecales 4%. E.
coli mostr6 alta sensibilidad a fosfomicina 98.1%, mecillinam 95.8%,
nitrofurantoina 95.2% y ciprofloxacino 91.8%, pero existe gran variacion de

pais a pais, excepto para fosfomicina, mecillinam y nitrofurantoina. (14)

En Estados Unidos y Canada se realizo el estudio NAUTICA donde se
encontrd una distribucion por género siendo el porcentaje en mujeres de un
79.4%, y varones 20.6%, la resistencia general a ampicilina fue 37.7%,
cotrimoxazol 21.3%, nitrofurantoina 1.1%, ciprofloxacino 5.5%, vy
levofloxacino 5.1%. La resistencia fue mas elevada en todos los centros de

Estados Unidos en comparacion a Canada. (15)

Farfan 2015, en la ciudad de Cusco investigaron la resistencia bacteriana de
la bacteria Escherichia coli en relacion a los antibiéticos de rutina en
infecciones urinarias en pacientes adultos atendidos en el servicio de
Laboratorio Clinico del Hospital Antonio en el afio 2015. En la investigacion
realizada, se evidencio el incremeto de las resistencia bacteriana a
Ciprofloxacino 61% y norfloxacino 67%, ademas se plantea la tendencia a la
resistencia en la amoxicilina-ac. Clavulanico 35% amikacina 31% vy el
comportamiento intermedio de 11% en la amikacina y el 22% con la
amoxicilina-ac. Clavulanico. Concluyendo que la resistencia bacteriana en
los farmacos de rutina en el hospital Lorena tiene tres antibidticos
alternativos con una buena sensibilidad como la nitrofurantoina 92%, la
gentamicina 82% vy la ceftriaxona 62% y los méas sensibles es la

nitrofurantoina y gentamicina siendo su resultado intermedio entre 1 a 5% .
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(16)

Luna C. 2017. En la ciudad de Lima - Peru realizo un estudio que tuvo por
objetivo determinar los factores de riesgos asociados a infecciones de tracto
urinario recurrentes en mujeres mayores a 30 afios de edad que acuden al
Servicio de medicina interna (emergencia y consultorio externo) del Hospital
Militar Central “Luis Arias Schreiber”.Se examinaron un total de 235
pacientes de sexo femenino con el diagnostico de infeccion del tracto
urinario, siendo 72 de ellas, pacientes con infeccidn recurrente, mientras que
163 estuvieron en el grupo de pacientes sin infeccion recurrente. La edad
promedio de la poblacion fue de 57.32 + 16.63. En el caso de las pacientes
con ITU recurrente las cifras se presentaron con un promedio de 53.26 *
15.91; mientras que la edad en el grupo de las mujeres sin infeccion
recurrente fue ligeramente superior, 59.12 + 16.67. La autora concluye que
la infeccion del tracto urinario recurrente esta asociada al uso previo de
antibidticos y uso de métodos anticonceptivos que involucran espermicidas.

(17)

Davila et al, 2018. En el centro médico “Salud y Vida” - Chiclayo se realizd
un trabajo de investigacion en el cual se determind los diversos agentes
etioldgicos, la susceptibilidad antibidtica y la deteccion de betalactamasas
clasicas de bacterias aisladas de Infecciones del Tracto Urinario. Se
analizaron 227 muestras de orina de pacientes con edades entre 15 a 70 afios
con diagnostico clinico presuntivo de ITU, se realizd el anélisis
microscopico del sedimento urinario para detectar problemas de infeccion y

1
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las muestras positivas fueron procesadas por medio del urocultivo, para la
deteccion cualitativa de betalactamasas clasicas se usO la técnica
yodomeétrica rapida. Como resultado se obtuvo que la incidencia de ITU fue
del 78,41%; siendo el género femenino el mas afectado con 55,94%,
asimismo el grupo etareo de 23 a 30 afios es el que presentd mayor casos
positivos con 25,28%; el uropatégeno aislado con mayor frecuencia (
43,82% ) fue Escherichia coli, seguido de Staphylococcus coagulasa
negativa (S. epidermidis) con 10,67%; Klebsiella pneumoniae con 8,99%;
Citrobacter freundii con 6,18%; Enterobacter sp con 6,18%; mientras que
las especies con menor frecuencia fueron Proteus sp, Pseudomonas
aeruginosa y Klebsiella ozaenae con 0,56% respectivamente; las cepas
bacterianas presentaron mayor sensibilidad al antibiético Amikacina (87,7%)
y mayor resistencia al antibidtico Amoxicilina — Acido Clavulanico (43,3%);
ademas el 50,6% resultaron positivas a betalactamasas clésicas. Concluyeron
que Escherichia coli es el uropatdgeno aislado con mayor frecuencia, siendo
la amikacina el antibiético mejor recomendado para su tratamiento y solo la

mitad de cepas presentaron beta lactamasas clasicas. (6)

Escalante et al, 2013. Sefialaron las caracteristicas clinicas Yy
epidemioldgicas en pacientes con infeccion intrahospitalaria por bacterias
productoras de betalactamasas de espectro extendido; en el Hospital
Almanzor Aguinaga (HNAAA) de Chiclayo; en un estudio descriptivo
transversal en pacientes con urocultivo y hemocultivo positivos para
infeccion por bacterias productoras de BLEE. Se recolectaron 59 muestras

de cultivos positivos para bacterias productoras de BLEE; 86,4% fueron
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urocultivos y 13,6% hemocultivos. Las principales bacterias aisladas fueron
Escherichia coli (61%) y Klebsiella pneumoniae (39%). La comorbilidad
méas frecuente fue Hipertension Arterial (47,5%), seguida de la
inmunosupresion (28,8%). El 69,5% de pacientes tuvo 60 afios a més. La
infeccion fue frecuente en pacientes con uso de métodos invasivos como
sonda vesical y sonda nasogastrica (40,7%); concluyendo que este tipo de
infeccion se caracteriza por afectar principalmente a personas de edad

avanzada y por una alta frecuencia de comorbilidades. (18)

Sanchez, 2013. En un trabajo realizado en la universidad Veracruzana
evaluaron el efecto inhibitorio que tienen los extractos de Allium cepa
“cebolla” y Allium sativum “ajo” sobre cepas de Escherichia coli, mediante
un analisis en microplaca llegaron a determinar que se requieren de
aproximadamente 12.5 mg/ml de ajo para inhibir el crecimiento de las
bacterias mencionadas. La cebolla no present6 resultados favorables en el
analisis en microplaca, pero mediante la determinacion de la tasa porcentual
de eliminacion se observé que ejerce un efecto bactericida. Es asi que
concluyeron que se requieren al menos concentraciones mayores al 10% de
su extracto para tener resultados favorables. A dicha concentracion, tanto la
cebolla como el ajo demostraron tener un efecto sobre Escherichia coli, por
lo que puede utilizarse como una opcién de desinfectantes biodegradables y

economicos. (19)

Vidarte y Villareal, 2009. También se ha realizado un estudio comparativo de

la actividad antimicrobiana in vitro del extracto acuoso de Allium sativum L.
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en presentacion de “ajo” fresco y “ajo” industrializado “Tona” sobre cepas de
S. aureus, Shigella flexneri y E. coli enterotoxigenica (ETEC) demostrandose
que el "ajo" fresco posee mayor efecto inhibitorio sobre las cepas empleadas
que el "ajo" industrializado en polvo "Tofia". En lo correspondiente a la
CMlz100 se determind que S. aureus y S. flexneri fueron las mas sensibles para
el extracto acuoso "ajo" fresco, pues la concentracion minima inhibitoria fue
3.36 mg/mL, mientras que para E. coli enterotoxigénica (ETEC) fue 4.48
mg/mL. Asi mismo S. flexneri fue la méas sensible para el extracto de "ajo"
industrializado en polvo "Tofia", ya que su CMlio fue de 5.6 mg/mL;
mientras que para S. aureus y E. coli enterotoxigénica (ETEC) fue 8.4

mg/mL. (7)

Torres, 2018, realizo un trabajo de investigacion en la cual evalu6 el efecto
in vitro del extracto acuoso del “ajo” (Allium sativum) sobre el crecimiento
de cepas de bacterias productores de P-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), donde la poblacién estuvo conformada por cepas E. coli, K.
pneumoniae y P. aeruginosa BLEE brindadas por el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad San Martin de Porres. El extracto acuoso fue
obtenido de los bulbos de Allium sativum “ajo”, que fue previamente
identificada por un bi6logo botanico; se prepararon concentraciones al 25%,
50%, 75% y 100% los cuales fueron conservados en viales oscuros hasta su
posterior uso. La determinacion del efecto in vitro, se dio mediante el
promedio del didmetro de los halos de inhibicion por cada patégeno en
estudio. Para el andlisis estadistico se empled el programa SPSS version 23 y

Megastat 2007, considerando un valor p>0.05. Al termino del estudio se se
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concluyo que el extracto acuoso de Allium sativum presentd actividad
bactericida sobre cultivos de E. coli y K. pneumoniae BLEE, pero ello

depende de la concentracion empleada. (20)

2.2. Bases Teoricas

Aguinaga et al, 2018. La infeccion del tracto urinario (ITU) es una
enfermedad de lo mas habitual en el dambito mundial; son de las
enfermedades infecciosas mas comunes tanto en el ambiente comunitario
como en el hospital y tienen como principales responsables a la familia
enterobacteriaceae, siendo Escherichia coli el patogeno aislado mas
frecuentemente. En la mayor parte de las veces el tratamiento antibiético se

instaura de forma empirica (21).

Ana Garcia et al, 2011. Nos mencionan que la resistencia de las bacterias es
la capacidad que posee una bacteria en duplicarse en presencia de un
antibiotico a diversas dosis terapéuticas. La resistencia de las bacterias a los
antibioticos es el primer inconveniente para su uso y con el pasar de los
afios es mas importante su efecto sobre la comunidad, ya que la erradicacion
de las cepas sensibles indicaria la diseminacion de las cepas con una mayor
resistencia antimicrobiana. La resistencia a los antibioticos betalactamicos
estd mediada por diversos componentes tales como: Alteracion de la diana
(proteinas fijadoras de penicilina), una disminucion de la permeabilidad,
mecanismos de reflujo o expulsion del antibidtico, Inactivacion de las

enzimas por las betalactamasas. (22)

1
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Bush K, 2011. La elaboracién de Betalactamasas es el componente
primordial en la resistencia bacteriana frente a los medicamentos
Betalactamicos. Estas enzimas tienen la capacidad de destrozar el puente
amida presente en el anillo penicilanico o cefalosporanico y provoca
derivados &cidos sin ninuna propiedades bactericidas o bacteriostatica, esto
impide que dichos antibidticos puedan acoplarse a las proteinas fijadoras de
penicilina (PBP) y de esta manera impedir la creacion de la pared

bacteriana, por lo cual se lograria la lisis bacteriana.(23)

Asi mismo el equipo que trabajo la Guia de Practica Clinica respecto a la
Infeccién del Tracto Urinario en la Poblacion Pediatrica 2011 expone que la
adherencia a las células del epitelio urinario se logra fijandose con una
estructura filamentosa muy especializadas que se ubican en la capsula de la

bacteriana y que se nombran pili o fimbrias. (24)

Bergsten et al, 2007 nos detallan las diferentes tipologias de fimbrias.
Siendo las fimbrias tipo 1 las que se hallan en las bacterias que estan mas
presentes en las patologias como la cistitis y la bacteriuria asintomatica
(34%), y escasamente se encuentran en la Pielonefritis aguda no complicada
(PNA) (5%). Ultimamente se ha referido que este arquetipo de fimbrias no
favorecen a las respuestas inflamatorias de la mucosa del epitelio urinario en

la Infeccion del Tracto Urinario (25).

Reos et al, 2006. Nos han confirmado que las fimbrias P se codifican por

un conjunto de 11 genes (pap gene cluster) y son transportadoras de una
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adhesina especifica, la denominada Gal (al-4) Galespecific PapG
adhesin85. Dicho factor adhesivo es fundamental en la patogenia de la
infeccion renal y su funcion es adherirse a un receptor especifico, el
glucoesfingolipido de la celula epitelial de la mucosa de las vias del tracto
urinario. Asimismo se ha definido mutacion en ciertos genes que impiden
la expresiones de alguna fimbria P, estableciendo que algunas cepas

bacterianas no tengan la facultad de adherirse al epitelio urinario. (26)

Mak y Kuo, 2006. Se han llegado a identificar hasta la actualidad cerca de
11 TRL,siendolos TR L2, 4y 11 los que presentan una mayor virulencia
dentro de la patogenia de la I T U. Por su parte el T R L 2 se encarga de la
identificacion de las lipoproteinas de las bacterias grampositivasy el TR L
4 se encarga de identificar las endotoxinas del LPS (Lipopolisacaridos) de
las bacterias gramnegativas uropatdgenas, como lo es Escherichia. coli.
Ademas el T R L 11 reconocer los microorganismos uropatégenos y
resguarda el rifidn de las multiples infecciones urinarias ascendentes,
Aunque hasta el momento no se ha establecido cual es el papel especifico de
este receptor en las ITU del ser humano. Las fimbrias del E. coli
normalmente, se unen al receptor especifico antes mencionados,
incorporando los T R L 4 y liberar asi una sefialar transmembrana que
desencadena la elaboracién de un gran numero de mediador inflamatorio, tal
como la citoquina, quimioquina, defensina, proteina del sistema del
complemento y otros péptidos adhesivos, dando parte a una respuesta
inflamatoria a nivel del tejido renal y a la llegada desde los capilares de

células inmunitarias, como los neutrofilos. EI  efecto de proceso
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inflamatorio, consigue la erradicacion de los microorganismos, pero a la vez
es posible que de pase a un procedimiento destructor en el propio huésped,
y asi formar un tejido cicatricial en la misma area donde se produjo el
proceso inflamatorio; es decir, debemos tener en cuenta que al formar una
cicatriz es méas un resultado del procesos de inflamacion que de algin

efecto causado por la propia bacteria. (27)

I1. METODOLOGIA
31  Tipoy disefio de investigacion
Tipo de investigacion:

e De acuerdo con el periodo que se capta la informacion, el estudio
es: Prospectivo.

e De acuerdo a la evolucion del fendmeno estudiado: Transversal

e De acuerdo con la comparacién de poblaciones: Comparativo

e De acuerdo con la interferencia del investigador en el fendmeno
gue se analiza: Experimental

e De acuerdo al fin que se persigue es : Aplicada

e De acuerdo a la respuesta al Problema: Experimental

Disefio de investigacion

Segun Goode y Hatt, 1986 en Alvitres, 2000 el presente estudio es de
tipo experimental y en el disefio se utilizo el estimulo creciente (28). En
el que se emplearon las concentraciones 20, 30, 40, 50 y 100 %v/v de

solucion hidroalcéholica de Allium sativum L., para el efecto inhibitorio.

1
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3.2 Poblacion, Muestra y muestreo
El material botanico estuvo constituido por bulbos de A. sativum L. "ajo
serrano”. EI material microbioldgico estuvo constituido por 4 cepas de
Escherichia coli aisladas de infecciones del tracto urinario (Anexo 1y

Anexo 2).

El tamafio de la muestra fue de 20 obtenidas de la interaccion entre 4
cepas bacterianas, y 5 concentraciones de la solucién hidroalcéholica
de (20, 30, 40, 50 y 100%v/v), para cada una de las plantas
mencionadas. Considerando 3 repeticiones el ndmero total de

observaciones fue de 60 unidades experimentales (Anexo 3).

33 Criterios de seleccion
Criterios de inclusion
e Cepas de Escherichia coli aisladas de infecciones del tracto
urinario.
e Extracto hidroalcoholico de bulbos de Allium sativum “ajo”.

e Cultivo bacteriano en Agar Muller Hinton en optimas condiciones.

Criterios de exclusion
e Infecciones urinarias causadas por otras cepas bacterianas u hongos.
e Placas Petri contaminadas o agrietadas.

e Extractos hidroalcoholicos alterados o contaminados.

3.4 Variables de estudio y su operacionalizacion

1
BACH. MED. FIDELIA ALVAREZ VASQUEZ 18



Variable independiente: Los extractos hidroalcoholicos de Allium

sativum L. “ajo”.
Variable dependiente: Inhibicion del crecimiento in vitro de

Escherichia coli.

Tabla 1. Operacionalizacion de las variables

Extractos  Definicion Conceptual Los extractos Concentracion
Hidroalcoh Una planta medicinal es hidroalcoholic del extracto:
olicosde una cuyas partes o o0s de Allium 100%
Alliun extractos se emplean como  sativum L. 50%.
sativum drogas en el tratamiento de  “ajo” 40%.
alguna afeccion. 30%.
La parte de la planta 20%.
empleada medicinalmente - Cualitativo
se conoce con el nombre Nominal
de droga.

Definicién Operacional
Cantidad de extracto
hidroalcoholico del bulbo
y fruto contenidos en un
volumen determinado de
alcohol de 70°

Inhibicion  Definicion Conceptual Crecimiento Didmetro del
del Es la inhibicion en el bacteriano Halo de
Crecimient  desarrollo o crecimiento Inhibicion del

1
BACH. MED. FIDELIA ALVAREZ VASQUEZ 19



o in Vitro
de
Escherichia

coli

de las Bacterias en Crecimiento
condiciones de mm de bacteriano Cuantitativ
laboratorio. halos  formado a a
de las 24 horas
Definicion Operacional inhibi  de incubacion.
Presencia de halo de cion

Inhibicion formado
alrededor del pozo con el
extracto  hidroalcoholico

de ajo.

35 Métodos, técnicas y procedimientos

A. Procesamiento de las muestras de orina.

e Obtencién de la muestra de orina:

v Se utiliz6 como contenedor un frasco estéril, boca ancha, tapa de

rosca, correctamente rotulado.

Chorro medio: consistio en recoger la porcién media del chorro de
orina emitida en forma espontanea, descartando la porcion inicial
para eliminar la flora. Es preferible la primera orina de la mafiana o al
menos tres horas de retencion (orina preincubada). Se indico al
paciente lavar la zona genital con abundante agua y jabon, enjuagarse
con abundante agua, comenzar a orinar descartando el primer chorro,
sin detener la miccidn recoger Unicamente la parte media del chorro
de orina en el frasco sin tocar la piel, cerrar bien el frasco, rotularlo.
Para bebés, se limpié y se seco el area genital y luego se coloco

la bolsa colectora para recoger la muestra de orina. Después de que el

De razon

1
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bebé orino, se transfirio la orina (al menos 20 cc) a un recipiente
esteril.
v No se usaron antisépticos, ya que pueden impedir el crecimiento de

bacterias durante el cultivo.

e  Transporte y conservacion de la muestra:
Se enviaron las muestras al laboratorio de inmediato, dentro de las
dos horas, para no alterar el recuento bacteriano.

e Urocultivo:
Se tomo0 una asada de orina para el examen microscépico y otra para
la prueba de deteccion de inhibidores de crecimiento, se observo al
microscopio el directo y luego se realiz6 una tincion Gram. Para la
siembra en placas de la muestra se tomo una asada de orina y se estrid
sobre la superficie de Agar Sangre y luego otra asada para Agar
McConkey; luego fueron incubados a 37° C y la lectura se realiz a
las 24 y 48 horas. Los microorganismos fueron identificados por
tincion Gram, serie bioguimica corta (Citrato, TSI, LIA, indol) para
enterobacterias.
La definicion de ITU fue establecida por el conteo > 10° UFC/ml

e  Analisis de susceptibilidad:
Las cepas aisladas se analizaron por el método de difusion en discos
de Kirby — Bauer en el medio de Mueller-Hinton. Se usaron los
siguientes  antibidticos: ~ Amikacina,  Ampicilina-Sulbactam,
Cefotaxima, Ceftazidima, Ceftriaxona, Cefuroxima, Ciprofloxacina,

Norfloxacina, Acido Nalidixico y Nitrofurantoina. Asimismo, se

1
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procedio a hacer el urocultivo automatizado de las cepas bacterianas
de E. coli (Anexo4).
B. Procesamiento de los bulbos de Allium sativum L.
e  Obtencion del extracto acuoso de Allium sativum L. ""ajo" Cobefias

y Ramos, 1998. (29)

Los bulbos de ajo fresco se pelaron usando un cuchillo y guantes
esterilizados. Luego se pesaron 100gr y se colocaran en un
recipiente limpio para ser lavados.

- Después se procedio a la desinfeccion, luego se elimino el exceso
de desinfectante, lavando los bulbos con abundante agua destilada
estéril.

- Los ajos desinfectados fueron llevados a un extractor previamente
desinfectado haciendo uso de guantes estériles durante su
manipulacion y proporcionando un ambiente adecuado de
esterilidad.

- Los extractos se obtuvieron en frascos esteriles para su uso
inmediato (Fig 1).

e  Preparacion de la Solucién Madre de Ajo (Cobefias y Ramos, 1998.
Modificado) (29)

- En un recipiente esterilizado se coloco 50ml de extracto puro de
ajo al cual se le adiciono 50 mL de alcohol al 40%.

- De esta manera se obtuvo una solucion madre que contendra

50%v/v y a partir de ella se procedio a realizar diluciones para
obtener las diferentes concentraciones .

e  Obtencion de las concentraciones de la Solucion

1
BACH. MED. FIDELIA ALVAREZ VASQUEZ 22



Hidroalcoholica de Ajo (Cobefias y Ramos, 1998. Modificado) (29)
- El extracto puro es el 100% v/v.
- Partiendo del hecho de que la solucion madre contiene 50 %v/v, se
procedio a realizar diluciones para obtener concentraciones de 40,
30, 20 %v/v. Tomando un volumen de la solucién stock y
completando con agua destilada estéril. (Tabla 2 y Anexo 5).

Tabla 2: Concentraciones de la solucion hidroalcéholica de Allium

sativum. obtenidos a partir de la solucion Stock y el
diluyente.
Soluc. Stock Diluyente Concentracion
(mL) (mL) (%v/v)
4 6 20
6 4 30
8 2 40
10 0 50
Extracto puro 10ml - 100

C. Efecto inhibitorio de la Soluciéon hidroalcoholica de Ajo.
e [Estandarizacion del inéculo bacteriano, DIFCO, 1987 (30)
Las cepas reactivadas se estandarizaron por Nefelometria con el tubo
N° 0.5 del Nefelometro de Mc Farland para obtener una concentracion
equivalente a 1.5 x 108 bacterias /ml de modo que se trabajo con una
biomasa estandar en todos los ensayos.
e  Exposicién del in6culo bacteriano a la solucion hidroalcoholica de
Ajo.
En las placas sembradas con el inoculo bacteriano se realizaron 5
pocillos de 7mm de diametro, para lo que se utilizo un sacabocado

previamente esterilizado.
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Con ayuda de un ansa de aro se coloco una gota de Agar Mueller
Hinton (fundido) en el fondo de cada pocillo dejandose solidificar,
para depositar posteriormente las soluciones hidroalcoholicas en
volumen de 15ul en cada pocillo.

Las placas en posicién normal y parcialmente destapadas se incubaron
a 37°C por 30 minutos para facilitar asi la evaporacion de los
compuestos, luego transcurrido dicho tiempo se taparon
completamente y se invirtieron para completar su periodo de
incubacion a 37°C/24hrs

Lectura: Presencia de un halo de inhibicion del crecimiento bacteriano

y medicion de su diametro.

Fig 1: Obtencidn del extracto acuoso de Allium sativum "ajo" a. Bulbos ajo

b.Trituracion c. Solucién madre
|
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3.6 Analisis y procesamiento de datos
Para el andlisis estadistico se aplicé el analisis de varianza (ANAVA) con
arreglo factorial 4 x 5 siendo el primer factor las concentraciones de la
solucion hidroalcoholica de Allium sativum (20, 30, 40, 50 y 100 %v/v) y
el segundo factor las 4 cepas bacterianas de E. coli. Este analisis se
complementd con la prueba de tukey (0.05) para el efecto inhibitorio de
las soluciones hidroalcoholicas, las concentraciones y cepas bacterianas
probadas.
Para todo ello se utilizo el software estadistico: Estadistica version 5y
Ms Excel 2010.

3.7 Consideraciones Eticas
Asimismo el presente estudio presenta riesgos minimos por participar;
asi, durante el proceso investigativo se tomaron en cuenta los siguientes
lineamientos éticos de Helsinki:
. Consentimiento Informado: Cada persona que participa en el
desarrollo de la investigacion se le informara de las condiciones bajo las
que participaria asi como de los alcances e implicaciones del proyecto,
quedando en la completa libertad de aceptar o rechazar su participacion
dentro de la misma, respetando sus valores y convicciones personales.
. Confidencialidad: La informacion a la que se tuvo acceso
durante el transcurso del proceso fue tratada bajo un alto grado de
confidencialidad.
*Anonimato: Bajo ninguna circunstancia seran revelados los nombres de
los pacientes que participaran en el presente proyecto.

*Permiso a la institucion: Se presentard el presente proyecto al.
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encargado de dicho Programa en el Centro de salud atusparias, el cudl
sera primeramente evaluado por la comision de ética de dicha institucion,
y posteriormente autorizados para la ejecucion del mismo.

Ademas el presente proyecto de investigacion fue aprobado y evaluado
por el comité de investigacion de la Facultad de Medicina y Odontologia

de la Universidad particular de Chiclayo.

IV. RESULTADOS
4.1.Aislamiento e identificacion de las cepas de Escherichia coli.
Se tomaron 4 muestras de orina al azar de pacientes con infecciones del tracto
urinario, cuyo sedimento urinario fue observado al microscopio a objetivo de 40x
(Fig 2) y se procedi6 al aislamiento primario (siembra en agar sangre y mackonkey)
(Fig 3). Al aislar la colonia lactosa positiva se realizé una tincion de Gram y la

bioguimica de las 4 cepas en TSI, LIA Citrato y SIM (Fig 4).

Leucocitos

A Lo

Fig 2. Observacion Microscépica de muestra de orina patologica
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Fig 4. Identificacion de E. coli aislado de agar Mackonkey Serie Bioguimica para

enterobaterias, LIA= K/K TSI= A/A CITRATO=-INDOL=+SIM = +

4.2. Efecto inhibitorio de la solucion hidroalcohdlica de Allium sativum
“ajo” sobre Escherichia coli
Los resultados logrados en el desarrollo de la fase experimental del presente
trabajo de investigacion demostraron que el crecimiento de las cepas de
Escherichia coli aisladas de infecciones del tracto urinario fue inhibido por la

solucién hidroalcéholica de Allium sativum “ajo”. Asimismo se observo que

1
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hubo mayor halo de inhibicion del crecimiento conforme se incrementaban las
concentraciones del producto. También los promedios de halo de inhibicion
demuestran que Escherichia coli 4 (Ec4) fue la especie mas sensible con halos
de 20.0 mm a 36.66 mm (concentracion de 20%v/v y 100 %v/v
respectivamente); en cambio las especie més resistente fueron Escherichia coli
(Ec2) y Escherichia coli 3 (Ec3), presentando halos de inhibicion de (15.66,
16.00) y (32.00, 30.33) mm a las concentraciones de 20 y 100 %v/v

respectivamente. (Tabla 3, Fig 5).

Tabla 3: Promedio del halo de inhibicion (mm) de Escherichia coli por efecto de la

solucion hidroalcoholica de Allium sativum “ajo”.

Concentracion de la Halos de inhibicion por especie (mm)

solucién (%ov/v)

Escherichia  Escherichia Escherichia Escherichia

coli (Ecl) coli (Ec2) coli (Ec3) coli (Ec4)

20% 19.33 15.66 16.0 20.00
30% 21.33 20.33 17.33 24.33
40% 23.00 25.66 20.00 26.33
50% 25.33 27.00 26.00 29.33
100% 34.66 32.00 30.33 36.66

1
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Fig 5: Halos de inhibicion (mm) de, Escherichia coli por efecto de la solucion

hidroalcohdlica de Allium sativum “ajo”.

Tabla 4. Andlisis de varianza de efecto inhibitorio de Allium sativum L. “ajo” en

diferentes soluciones hidroalcéholica sobre Escherichia coli aisladas de

infecciones del tracto urinario.

Suma de Media
gl F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 1761,567 4 440,392 77,779 ,000
Dentro de grupos 311,417 55 5,662
Total 2072,983 59

Interpretacion: Dado que el valor P de la prueba F es menor gque o igual a 0,05 existe

una diferencia estadisticamente significativa del efecto inhibitorio de Allium sativum L.
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“ajo” en diferentes soluciones hidroalcoholica sobre Escherichia coli aisladas de
infecciones del tracto urinario) con un nivel de confianza del 95,0%, entonces se acepta
que al menos mas de dos soluciones de Allium sativum L. “ajo” tienen diferencias en el

efecto inhibitorio (Tabla 4).
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Tabla 5. Prueba de significancia de Tukey (0.05) del efecto inhibitorio de Allium
sativum L. “ajo” en diferentes soluciones hidroalcoholica sobre Escherichia

coli aisladas de infecciones del tracto urinario.

Medidas de halo de

Tratamiento Casos inhibicion Grupos homogeéneos

100%v/v 12 33.417 X

50%v/v 12 26.917 X

40%v/v 12 23.667 X

30%v/v 12 20.750 X

20%v/v 12 17.667 X

Contraste Sig. Diferencias +/- Limites

100%V/V - 50%V/v * 6,50000" 97144
100%v/v - 40%v/v * 9,75000" 97144
100%v/v - 30%v/v * 12,66667" 97144
100%v/v - 20%v/v * 15,75000" 97144
50%v/v - 40%v/v * 3,25000" 97144
50%v/v - 30%v/v * 6,16667" 97144
50%V/v - 20%v/v * 9,25000" 97144
40%v/v - 30%v/v * 2,91667" 97144
40%v/V - 20%v/v * 6,00000" 97144
30%v/v - 20%v/v * 3,08333" 97144

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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Figura 6. Promedio del efecto inhibitorio de Allium sativum L. “ajo” en diferentes
soluciones hidroalcéholica sobre Escherichia coli aisladas de infecciones

del tracto urinario.

En latabla 5y Fig 6 se demostro, a través de la prueba de Tukey que el promedio de los
halos de inhibicion en las medias del Allium sativum L en soluciones hidroalcéholica al
100 %, 50 %, 40%, 30% y 20% presentan diferencias estadisticamente. La solucion
hidroalcoholica al 100 % y 50%, 40%, 30% y 20% de A. sativum "ajo", presentan
diferencias estadisticamente significativas por lo que no poseen el mismo efecto
inhibitorio, porque lo que la solucion al 100% presentd la mayor media 33.417mm de

inhibicién del halo de la Escherichia coli aisladas de infecciones del tracto urinario.
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Tabla 6. Andlisis de varianza de promedio de inhibitorio de la E. coli aisladas de

infecciones del tracto urinario por efecto de Allium sativum L. “ajo”, segtn la

cepa.
Suma de Media
gl F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 224.850 3 74.950 2.271 .000
Dentro de grupos 1848.133 56 33.002
Total 2072.983 59

Interpretacion: Dado que el valor P de la prueba F es mayor que o igual a 0,05 no
existe una diferencia estadisticamente significativa del efecto inhibitorio de Allium
sativum L. “ajo” en diferentes soluciones hidroalcoholica sobre Escherichia coli
aisladas de infecciones del tracto urinario) segun la cepa con un nivel de confianza del
95,0%, entonces se acepta diferencias del efecto inhibitorio en mas de dos cepas (Tabla

6).
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Tabla 7: Prueba de significancia de Tukey (0.05) del efecto inhibitorio de Allium
sativum L. “ajo” en diferentes soluciones hidroalcoholica sobre Escherichia

coli aisladas de infecciones del tracto urinario, segln a cepa

Grupos
Cepa Casos Media
homogéneos

E.colil 15 24.733 X

E. coli 2 15 23.933 X

E.coli 3 15 21.933 X

E.coli4 15 27.333 X

Error
() Cepa Sig. Diferencia +/- Limites
estandar

EC1-EC2 * .8000 47591 .007
EC1-EC3 * 2,8000" 47591 .000
EC1-EC4 * -2,6000" 47591 .000
EC2 - EC3 * 2,0000" 47591 .001
EC2 - EC4 * -3,4000" 47591 .000
EC3 - EC4 * -5,4000" 47591 .000

* Diferencias significativas
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Figura 7. Promedio del efecto inhibitorio de Allium sativum L. “ajo” en diferentes
soluciones hidroalcéholica sobre Escherichia coli aisladas de infecciones

del tracto urinario, segun la cepa

En las Tabla 7 y Fig 7 se observé que en las medias de la inhibicion en las cepas
presentaron diferente efecto inhibitorio. Mostrando una mayor inhibicion en la cepa E.

coli 4 (27.333 mm), seguido por la cepa E.coli 1 (24.733mm).
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CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Tratamiento
Ho: 100%= 50% = 40%=30%=20%
Hi: 1

Cepa
Ho: EC1 =EC2=EC3=EC4

Hiiu; #+ u;

Interacciones
Ho= No hay efecto de interacciones de CxK

H1= Si hay efecto de interacciones de CxK

Tabla 8: Analisis de varianza de los promedios de halo inhibitorio (mm) de Escherichia
coli aisladas de infecciones del tracto urinario por efecto de la solucién

hidroalcoholica de Allium sativum L. “ajo”

suma de Media

gl F Sig.
Origen cuadrados cuadratica
Cepa 224.850 3 74.950 187.375 .000
Tratamiento 1761.567 4 440.392  1100.979 .000
CxK 70.567 12 5.881 14.701 .000
Error 16.000 40 400
Total 38039.000 60

La prueba de Tukey muestra para los promedios de los halos de inhibicion E. Coli,

demostrd el efecto inhibitorio de la solucién hidroalcoholica de Allium sativum L. “ajo”
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sobre cada especie de E.Coli (p=0,000), mostrando que el promedio de halo de
inhibicion més alto y més bajo se encontr6 en el E. coli 4 27.333 mm y E.coli 3 21.933

(ver tabla 7 y figura 7)

Medias marginales estimadas de Inhibicion del crecimiento

Cepa
EC1
—EC2

EC3
—EC4

40,00

35,007

30,00

25,00

Medias marginales estimadas

e
N
20,00 5 T3
N
N
o

15,00

T T T T |
100%wiv S0%wiv A0%viv 30%wiv 20%%viv

Tratamiento

Figura 8. Medias marginales del efecto inhibitorio de Allium sativum L. “ajo” en
diferentes soluciones hidroalcoholica en interaccion con las cepas

Escherichia coli aisladas de infecciones del tracto urinario.

Se muestra, diferencias significativas del promedio de los halos de inhibicion (mm)
obtenidos segln cepa y concentracion, segun las interacciones CxK hay diferencias
significativas. Estos resultados afirman que las cepas presentan diferentes

comportamientos frente a la solucion hidroalcholica Allium sativum L. Asimismo
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influyen las concentraciones en el efecto inhibitorio. Ademas, EIl efecto inhibidor fue

mayor en la cepa E. Coli 4 a una concentracion 100% (Tabla 8 y Fig 8).

V.

DISCUSION
La presente investigacion estudia el efecto inhibitorio in vitro de Allium sativum

L. “ajo” en solucion hidroalcoholica sobre Escherichia coli.

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron que la solucion
hidralcéholica de A. sativum L. "ajo™ tuvo efecto inhibitorio sobre Escherichia
coli; este efecto es debido al principio activo alicina (Anexo 6 , Anexo 7 y Anexo
8 ), molécula muy reactiva frente uniones S — H de los grupos tiol de las enzimas
tales como proteinasas de cisteina, alcohol deshidrogenasas, sistema de la acetil-
CoA de formacion, como la acetato quinasa y fosfotransacetilasa CoA-sintetasa;
ademas, la alicina inhibe parcialmente al ADN, la sintesis de proteinas y el ARN

(31).

En el presente estudio se determind que el efecto inhibitorio de ajo es
independiente de la especie de microorganismo mostrando mayor sensibilidad la
cepa de Escherichia coli 4 lo que concuerda con los resultados de (7), (20) y (29);
esto se explica en el grado de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de ajo en
las envolturas microbianas, es asi, que el producto puede atravesar tanto la pared
celular como la membrana citoplasmatica por su solubilidad en presencia de
lipidos y por su condicion hidroalcohdlica. En el caso de Escherichia coli, por ser
un microorganismo gramnegativo tiene gran cantidad de lipidos en su pared
celular (32), (33) y (34); por lo tanto esto disminuye la difusion de principio

activo a la membrana celular que difundira pasivamente por la bicapa
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fosfolipidica y por las permeasas llegando al citoplasma en donde inactivara a las
moléculas antes mencionadas (enzimas sulfhidricas y acidos nucleicos); es
probable también que el producto actué con algunas enzimas periplasmicas
disminuyendo la concentracién del principio activo (alicina) que llega al
citoplasma lo que justificaria que los promedios de los halos de inhibicién sean

diferentes a los obtenidos entre las especies de Escherichia coli evaluadas.

También se encontr6 dependencia estadisticamente significativa entre el efecto
inhibitorio y la concentracién del producto, explicado en la relacion directamente
proporcional entre cantidad de producto y cantidad de principio activo, a mayor
cantidad de extracto hidroalcohdlico de ajo, mayor cantidad de alicina, es por ello
que la concentracion del 100% es la que tiene promedio de halos de inhibicion
mayores pues presentd la mayor media 33.417mm de inhibicién del halo de la

Escherichia coli aisladas de infecciones del tracto urinario.
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VI. CONCLUSIONES
Allium sativum L. "ajo" en solucion hidroalcohdlica a concentraciones de 20, 30, 40,
50 y 100%v/v tuvo efecto inhibitorio in vitro sobre Escherichia coli, siendo la
especie mas resistente Escherichia coli cepa 1 con un halo de inhibicion de 24.733
y la especie més sensible fue Escherichia coli cepa 4 con un promedio de halo de

inhibicién de 27.333 mm.

En cuanto a las concentraciones se demostro que el mayor efecto inhibitorio, lo
obtuvo la solucion hidroalcohdlica al 100% que presento la mayor media 33.417mm
de inhibicién del halo de las cepas de Escherichia coli aisladas de infecciones del

tracto urinario.
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VIl. RECOMENDACIONES
Se recomienda realizar otros estudios de sensibilidad empleando una variedad de
extractos entre los cuales podriamos destacar: acuosos, cloroférmicos, metandlicos, etc

de ajo con otros microorganismos (bacterias, hongos) de importancia clinica.

Asimismo es muy importante promover el estudio de las diferentes plantas
medicinales con propiedades antimicrobianas para asi ampliar el conocimiento de la
fitoterapia y a la vez brindar una alternativa econémica para los problemas de salud de

nuestra comunidad.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1: Taxonomia de la planta

Clasificacion cientifica de Allium sativum L.

Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase : Liliopsida
Orden : Asparagales
Familia : Alliaceae
Género : Allium

Especie : A. sativum L.
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Anexo 2: Taxonomia de Escherichia coli

Clasificacion cientifica de Escherichia coli

Reino Bacteria

Filo . Proteobacteria

Clase :  Gamma Proteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Género :  Escherichia

Especie : E. coli

1
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Anexo 3: Disefio experimental para la determinacién del efecto inhibitorio de Allium

sativum L. “ajo” en solucion hidroalcoholica sobre Escherichia coli .

Solucion hidroalcéholica de

ajo
20%v/v 30%v/v 40%v/v 50%v/v 100%v/v

Cepas E: || E2 || Es Es || Ex || E2 || E3 Es || E1|| E2|| E3 Es Ei|| E2 || Es Ea Ei|| E2 || Es Ea
< ” R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
c

S

'4% R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
o R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
Promedin | |Pe1||Pe2 | |Pe3 |[Pes Per | [Pe2 | |Pes [[Pea | [Pex | [Pe2 | |Pes | [Pea | |Per | |Pe2 [ |Pes | |Pea | [Pex | |Pe2 | [Pe3 | |Pea
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Anexo 4: Urocultivos automatizados de las cepas de Escherichia coli

HOSPITAL REGIONAL LAMBAYEQUE

Servicio de Microbiologia
Paciente: CepaE. coli 1 Edad:
Historia Clinica: Nro. Solicitud:
Procedencia; Servicio:
Fecha Recogida: Procesado Por:

Tipo Examen: URCCULTIVO
Origen: or-Orina

Examen Directo:  Células epitaliales: 3 x campo
Leuceocitos: 20 x campo
Hematies: 3 x
Gérmenes: Regular cantidad

Gérmen Alslado:  Escherichia coli
Recuento de >100.000 ule/ml

colonias:

INFORMACION DE SENSIBIL
Antibidtico |_CMI (ua/ml) | Interpretacion
BLEE Neg -
Ampicilina <=2 S
Amplizilina/Sulbactam <=2 S
Pigeracilina/Tazobactam <uq s
Cefazolina (orina) <=4 S
Ceftazidima <=1 S
Ceftriaxona <=1 LS
Celepms <mi S
Ertapenem <=0.5 S
Imipanem <0 25 S
Amicaging <=2 s
Gentamicina <eq S
Tobramicina <=1 S
Ciprofloxacino <=0 28 s
Levofloxacino 05 S
Nitrofurantoina <=18§ S
Trimetoprima/Sulfametoxazol >=320 R
Fenotipo: BETA-LACTAMICOS: SALVAIE;

1
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HOSPITAL REGIONAL LAMBAYEQUE

Servicio de Microbiologia

Pacients: Cepa E. coli 2 Edad: |
Historia Clinica: Nro. Solicitud: |
Procedencia: Servicio: \
Fecha Recogida: Procesado Por: |
Tipo Examen: UROCULTIVOG

Origen: or-Orna

Examen Directo:

Celulas epiteliales. 1 x campo
Leucocitos: 18 x campo
Hematies: 2 x campo

nes: Abundante

Gérmen Aislado:  Escherichia coli

Recuento de >100,000 ufe/mi

colonias:

INFORMACION DE SENSISILIDAD

|Antibiético CMI (ug/ml) | Interpretacién |
BLEE Neg -
(Amgicina <=2 S
Ampiciina/Sulbactam <=2 S
Piperaciiina/Tazobactam <nd S
Caefazolina |orina) <=4 S
Ceftazidima <=1 S
|Ceftrizxona <=1 s
Cefepima <=1 S
Ertapenem <=05 | s
Imipenem <eD25 | S
Amicacina <=2 s
| Gentamicing <=1 S
Tobramicina <=1 S
Ciprofloxacino >=4 R
Levoflaxacino 4 R
Nitrofurantoina <=16 S
Trimetoprima/Sulfametoxazol <20 S
Fenotipo: BETA-LACTAMICOS: SALVAJE;

1
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HOSPITAL REGIONAL LAMBAYEQUE

Servicio de Microbiologia

Paciente: CepaE.coli 3 Edad:
Historla Clinica: Nro. Solicitud:
Procedencia: Servicio:
Fecha Recogida Procesado Por:
Tipo Examen: UROCULTIVO
Origen: or-Onna
Examen Directo:  Células epitekales: 2 x campo

Leucocilos: 40 x campo

Hermaties: 0 x campo

Gérmenes: Abundante
Gérmen Aislado:  Escherichia coli
Recuento de >100,000 ufc/m|
colonias:

INFORMACION DE SENSIBILIDAD
Antibiético CMI (ugfml) | Interpretacién |
BLEE _Pos +
Ampicilina >=32 R
icili am i S

PiperadlinaTazobactam <=4 S
Cefazoina {orina) >=64 R
| Ceftazidima 3 R
Cefiriaxana >=54 R
Cefepima_ <=1 R
Ertapensm <=05 s
Imipenem <=0.25 S
|Amicacina <=2 S
mtgmlclm el S
Tobramicina <=1 S
| Clpeofloxacino >=4 R
Levofloxacing >=§ R
| Nitrodurantona =18 S
TrimetoprmarSulfametoxazol >=320 R
Fenotipo: BETA-LACTAMICOS: BETA-LACTAMASA DE ESPECTRO EXTENDIDO:

1
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HOSPITAL REGIONAL LAMBAYEQUE

Servicio de Microbioclogia
Paclente: Cepa E. coli 4 Edad:
Historia Clinica: Nro. Solicitud:
Procedencia: Servicio:
Fecha Recogida: Procesado Por:
Tipo Examen: UROCULTIVO
Origen: or-Orina

Examen Directo: Células epiteliales: 6 x campe
Leucocios: 12 x campo
Hematies: 2 x campo
Gérmenes: Escasos

Gérmen Aislado:  Escherichia coll

Recuento de >100,000 wiciml
colonias:
INFORMACION DE SENSIBILIDAD

Antibidtico CMI (ug/ml) | interpretacion
BLEE Pos *
|Ampicilina >s32 R
Ampiciling/Sulbactam >=32 R
Piperacilina/Tazobactam <4 S

efazolina (orina} >=64 R
Ceftazidima 16 R
Ceftriaxcna >=64 R
Cefepima 8 R
| Ertapanem <=0.5 S
Imipenem <=0,25 S
Amicacina <=2 S
Gentamicina <=1 S
Tobramicina <= S
Ciproflaxagng >=4 R
| Levofloxacing _ >=8 R
Nitrofurantoina <=15 S
Trimetoprima’Sulfametoxazol >=320 R
Fenotipo: BETA-LACTAMICOS: BETA-LACTAMASA DE ESPECTRO EXTENDIDO:

1
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Anexo 5: Conversion de unidades empleando como base la densidad de Allium sativum

L.

Densidad = 1100 mg/mL (equivalente al 100%)

Para el efecto inhibitorio

50%v/v = 550 mg/mL

40%v/lv = 440 mg/mL
30%v/v = 330 mg/mL

20%v/v = 220 mg/mL

1
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Anexo 6: Descripcion de la aliina

0
R
H,C=CH—CH,, C—OH
S—CH,— .,
4 H
0
NH,

Formula quimica: CeH1:NO3S

Propiedades

Masa: 177,220 g/mol

Punto de fusion: 437K

Solubilidad en agua: soluble

1
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Anexo 7: Descripcion de la alicina

Nombre (IUPAC) sistematico :

S-Alil-2-propentiosulfinato

Datos quimicos

Férmula: C6H100S2

Peso molecular: 162.276 g/mol

Densidad y estado: 1.100 - 1.112 g/cm?3, liquido

Punto de fusiéon: <25C°

1
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Anexo 8: Conversidn enzimatica de aliina a alicina

O NH, 0 0
SN coon * HO /\/S\S/\gr/’ COOH
aliina alicina acido piruvico

1
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