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RESUMEN

La utilizacién de aceites esenciales destacz para el tratamiente de diversos
padecimientos en [a medicina tradicional, este hecho ha atraido el interés de
investigadores y médicos para su utilizacion ya no solamente como una alternativa sino
como primera opcion de tratamiento. Para determinar la actividad antimicrobiana de los
aceiles de Cymbopogon citrafus y Alfium sativum las baclerias empleadas en el estudio
fueron inoculadas en placas de agar Mueller-Hinton, colocande sobre la superficie del
agar discos de papel de filtro impregnados con los agentes antimicrobianos, medimos el
diametro de la zona de inhibicion alrededor de los discos. Dando como resultado gue
los 2 aceites esenciales tienen mejor inhibicion que los antibicticos. Por ello la
importancia de su investigacién en el caso de Cymbopogon citrafus (Limonaria) y de
Affiumn  sativum  (Ajo) como agentes antibacterianos contra 9  especies de
microorganismos gue son patodgenas en el ser humano.

Pzalabras claves: aceites esenciales, Cymbopogon cilratus, Alfium sativum, actividad

antimicrobiana.
ABSTRACT

The use of essential oils stresses for the treatment of various suffering in the traditional
medicine, this fact has attracted the interest of researchers and medical specialists for
use as not only as an alternative but as first choice for treatment. In order to determine
the antimicrobial activity of the oils Cymbopogon citratus & Allium sativum bacteria were
incculated in agar Mieller-Hinton plates by placing on top of the agar discs of filter paper
impregnated with the antimicrobial agents. The diameters of the inhibition zone around
the discs were then measured. The results show that the 2 essential oils have better
inhibition compared to the antibiotics. Therefore the importance of its investigation in the
case of Cymbopogon citratus {Limonaria) and of Allium sativum (Garlic) as antibacterial
agents against 9 species of micro-organisms that are pathogenic in humans.

Key Words: essential oils, Cymbopagon citratus, Allium sativumn, antimicrobial activity.



INTRODUCCION

Aungue el organismo humano tiene un sistema de defensa que lo protege,
existen en el ambiente una gran cantidad de microorganismos y elementos
toxicos que cuando penetran en el cuerpo y encueniran las condiciones
favorables para reproducirse, atacan y desencadenan las enfermedades
infecciosas
(http:/iwww.esmas.com/salud/enfermedades/infecciosas/434G33.himk, 2004).

De acuerdo con la QOrganizacion Mundial de la Salud (OMS, 1989) las
enfermedades infecciosas representan el 25% de la causa de muerte de nifios,
jovenes y adulics en el mundo, de las cuales las infecciones respiratorias
agudas (incluidas la neumonia y la gripe) e infecciones gastrointestinales estan

entre las principales y en menor medida por infecciones cutaneas.

Son producidas por uno o varios microorganismes entre los que se encuentran
bacterias, virus o parasitos que penetran ai organismo por medio de animales o
personas, objetos, alimentos y agua contaminada principalmente con materia
fecal, que también se disemina por el ambiente

(http:/wwnw . esmas.com/salud/enfermedades/infecciosas/434933.htmi, 2004).

Entre los principales microorganismos que las ocasionan estan: Salmonella,
Escherichia coli, Shigella, Klebsiella, Staphylococcus, entre otras. En general,
pero dependiendo del tipo de enfermedad infecciosa y del agente agresor gue la

cause, los sintomas que pueden presentarse son:

- Fiebre
« Dolor, comezdn o ardor en alguna parte del cuerpo
+ Malestar general

+ Diarrea y/nauseas o vomito



Las infecciones respiratorias afectan la nariz, oidos, garganta, hasta los
pulmeones. Algunas son leves como dolor de garganta, catarre o gripe, tos,
fiebre, anginas/infecciones en la garganta, laringitis, faringitis y la complicacion
provocada por estas infecciones estd la bronguitis, bronconeumonia,
tuberculosis, neumonia o pulmonia (Osorio, 2001)

(http:/vwww salud com/enfermedades/enfermedades_respiratorias.asp, 2008).

En el caso de las infecciones gastrointestinales una de las consecuencias y
complicaciones mas graves es cuando se presenta diarrea y vomito, y en
consecuencia deshidratacion. Los organos que son afectados con mayor
frecuencia son: el escfago, el estdmago, el duodeno, el ano, el recto, el
pancreas y los intestinos, el delgado y el grueso. Entre los estudios para
identificar exactamente el tipo de problema, estan los de sangre, materia fecal,
endoscopias, radiografias y ecografias, ademas de la exploracién fisica y la
histeria clinica. Entre las enfermedades mas comunes, estan: la colitis, el reflujo
gastroesofagico, el colon irritable, la hepatitis C, la salmonelosis, amibiasis,
gastritis, uiceras, calculos biliares, agruras o pirosis y otras mas

(http:/iwww hipernatural.com/es/enfenfermedades_gastrointestinales.html,

2008).

Las infecciones cutdneas por microorganismos pueden presentar un grado de
gravedad variable, desde un acné sin importancia hasta una enfermedad
poiencial mortal. Las infecciones cutaneas mas frecuentes son impétigo,
foliculitis, furinculos, carbuncos, erisipelas, celulitis, paroniquia, sindrome de la
piel escaidada por staphylococcus y eritrasma
(http:/Awvww.msd_es/publicaciones/mmerck_hogar/seccion_18/seccion_18_201.ht
mi#, 2005).

Con el propdsito de ampliar el uso de algunas plantas medicinales de nuestra
region llevamos a cabo la investigacion con los extractos de aceites esenciales

de “Limonaria” y del "Ajo”" para su utilizacidn como agentes antimicrobianos, asi



se podran comprobar su efectividad contra 9 microorganismos incluyendo

Escherichia coli, Helicobacter pylori y Pseudomonas.

Con este estudio pretendemos evaluar distintas concentraciones de los
extractos, comparando su eficacia con los principales antibidticos que se
encuentran en el mercado para el tratamiento de las 9 cepas usadas en esta

investigacidn.

En la actualidad hay muchos laboratorics farmacéuticos que producen
medicamentos antibacterianos, estos al ser usado a largo plazo crean una
resistencia en los microorganismos. En el paciente este abuso produce tambien
un rechazo y se necesita una dosis mas alta para poder combatir estos agentes
patolégicos, agravando con ello su salud ya no por la enfermedad sino por los

medicamentos usados.

Por tanto en este estudio buscamos confirmar |la utilizacion de fa Limonaria y el

Ajo como antibidtico natural, pudiende ser mas econémico y de baja o nula

repercusién en el paciente.



ANTECEDENTES

El usc de las plantas con fines terapéuticos en la medicina tradicional es un
importante legado que han dejado generaciones anteriores y una parte de la
cultura de los puebios. Existen innumerables sustancias quimicas vegetales que
pueden considerarse farmacos y son empleados en uno o mas paises, de las
cuales el 74% fue descubierte a partir de su empleo en medicina tradicional.
Esto nos brinda la oportunidad de encontrar nuevos agentes actives desde el
purito de vista farmacolégico, a partir de una fuente de materia prima mas

econdmica y natural: las Plantas medicinales (Rojas y col., 2004).

Guerra y col. {(2004), actualmente difunden y popularizan de las terapias
vegetales en el mundo, aconsejan ya no como alternativas en los servicios de
salud, sino como primera intencién para diversas afecciones e infecciones, antes

de pasar a otros medicamentos Mas agresivos.

La Asociacion Argentina de Fitomedicina {plantas medicinales, 2005), refiere que
los aceites esenciales proceden de las flores, frutos, hojas, raices, semillas y
corteza de los vegetales y se forman en las partes verdes (con clorofila) del
vegetal y al crecer la planta son transportadas a otros tejidos, en concreto a los
brotes en flor. Se desconoce la funcidn exacta de un aceite esencial en un
vegetal; puede ser para atraer los insectos para la polinizacion, o para repeler a
los insectos nocivos, o puede ser simplemente un producto metabdlico

intermedio.

Los aceites esenciales son liquidos volatiles, en su mayoria insolubles en agua,
pero faciimente solubles en alcohol, éter y aceites vegetales y minerales. Por lo
general, no son oleosos al tacto. Pueden agruparse en cinco clases,
dependiendo de su estructura quimica: alcoholes, ésteres, aldehidos, cetonas y

lactosas y oxidos (Lawless, 1995).



Los aceites esenciales son el producto final del metabolismo secundario de las
plantas aromaticas. Estan constituidos por terpenos con actividad y composicién
variada; después de la extraccion generalmente son liguidos y rara vez solidos o
pastosos (Fahn, 1978; Strasburger y col., 1978; Duraffourd y col., 1986; Lock,
1988; Boalto y col., 1994).

El término aceite esencial se aplica también a las sustancias sintéticas similares
preparadas a partir del alquitrdn de hulla, y 2 las sustancias semi-sintéticas

preparadas a partir de los aceites naturales esenciales.

En un aceite esencial pueden encontrarse hidrocarburos aliciclicos y aromaticos,
asi como sus derivados oxigenados; e. Alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres,
etc., sustancias azufradas y nitrogenadas. Los compuestos no frecuentes
derivan biolodgicamente del acido mevalénico; se les cataloga como terpenos:
monoterpenos (C10) y sesquiterpenos (C15) {Conner y col. 1984).

Las propiedades fisico-quimicas de los aceites esenciales o esencias son muy
diversas, puesto que el grupo engloba sustancias muy heterogéneas, de las que
en la esencia de una planta, practicamente puede encontrarse soioc una {como la
de canela contiene mas de 85% de cinamaldehido) 0 més de 30 compuestos
como en la de jazmin o en la de manzanilla. El rendimiento de esencia obtenido
de una planta varia de unas cuantas milésimas por ciento de peso vegetal hasta
1-3%. La composicion de una esencia puede cambiar con la época de la
recoleccién, el lugar geografico o pequefios cambios genéticos (Seymour, 2003).
En gimnospermas y angicspermas es donde aparecen las principales especies
que contienen aceites esenciales, distribuyéndose dentro de unas 60 familias.
Son paricularmente ricas en esencias, las pinaceas, lauraceas, mirtdceas,

labiaceas, umbeliferas, rutaceas y asteraceas (Conner y col., 1984).

Estos aceites han demostrade ser eficaces en diferentes productos en estudios
realizados a escala de laboratorio. Es por ello que se estén evaluando diferentes

ptantas o sus extractos, que podrian ser parte de las dietas tradicionales, su



potenciat uso para facilitar la conervacidon de los alimentos, mejorar su vida (til y

retomar los aromas y sabores tradicionales de la dieta mediterranea (Jones,

1996).

En este contexto podemos referimos a numerosos estudios sobre fos aceites
esenciales, en los cuales se destaca su gran utilidad en diversas areas tales
como la fabricacion de los perfumes, productos cosméticos, saborizanies, en la
industria farmacéutica, etc. Varios estudios reportan sobre las diferentes
actividades bioldgicas que presentan los aceites esenciales, tales como
insecticidas (Karpouhtsis y col., 1998}, antioxidantes (Demo y col,. 1998; Lagouri
y col., 1983), y efecto antibacteriano (Vokou y col., 1983}, lo que las hace ideales
en gripes y catarros. También poseen propiedades cicatrizantes,
antiparasitarias, antirreumaticas, contra fas enfermedades de [a piel, digestivas y
tonificantes. En dosis adecuadas no se presentan efectos secundarios por lo

general {http:/iwww iesisa.com/equilibrium/index, 2008).

Hay diferentes compuestos que se han utitizado como tratamienios en

enfermedades infecciosas:

Antibidticos:
s Betalactamicos: Amogicilina
e Macrélidos: Azitromicina, Claritromicina y Roxitromicina
« Nitroimidazoles: Metronidazol, Tinidazol

= Tefraciclina

Compuestos no antibioticos:
« Sales de bismuto, Ranitidina citrato de bismuto (REC)
« Inhibidores de la bomba de protones de las células parietales gasiricas
{Omeprazol, Lansoprazol, Pantoprazol, Rabeprazol)

« Antagonistas de los receptores H; (Ranitidina, Famotidina, Cimetidina)



La actividad de los antibidticos y de los compuestos no antibicticos puede
determinarse in vitro utilizando diferentes métodos. Los meétodos de difusion
pueden ser de alguna utilidad para determinar la sensibilidad de un aislamiento
concreto, sin embargo, el método recomendado como referencia es el de

dilucién en agar (http/ww helicobacterspain.com/indexM.htm;

Septiembre/1999).

Los aceites esenciales se obtienen mediante uno de los métodos siguientes:
« Destilacidén en corriente de vapor
« Extraccion con disclventes volatiles
» Extraccién @ mano

« Extraccion a maquina

Hoy los aceites esenciales sintéticos u obtenidos de fuentes naturales por
cualquiera de esos cuatro meétodos, se purifican normalmente por destilacion al

vacio (http:/Awww. plantasmedicinales org; 2005).



CARACTERISTICAS DE LOS COMPUESTOS ORGANICOS

Cymbopogon Citratus (ERILIM)

Esta especie se conoce ampliamente en México como té limon; en Honduras
como zacate limon, teé de limén y zacate de té; en Cuba con los nombres de
cafia santa, cafita de limdn, hierba limon y en la Republica Dominicana el vuigo

la nombra limoncille.

En la década de les 80, en México, vy en la de los 90, en Cuba, se acelera el
proceso de resurgimiento de wuna cultura naturalista cientificamente
fundamentada, que abarca tanto la actividad agronomica, como la medica, se
comienza ha revalorizar el uso y produccion de las plantas medicinales, tanto en
estado natural, como de las sustancias y productos elaborados a partir de ellas.
Este proceso, unido a las condiciones econémicas excepcionales, ha provocado
el auge de la medicina alternativa, en la cual el cultivo, estudic y el
procesamiente de las plantas con fines terapéuticos ocupan una posicion

principal (Rodriguez y col. 1993).

La especie Cymbopogon citrafus (DC). Stapf (Gramineae), es una planta
herbacea, perenne que generalmente no florece, mide de 60 a 120 ¢cm de aitura,
sus hojas son largas como listones y despide agradable aroma si se estrujan.
Las flores estan agrupadas en espigas y se doblan como hojas. Esta presente
en climas calidos, semicalidos y templados. Vive asociada a la selva tropical
caducifolia, subcaducifolia y perennifolia; se encuentra muy disponible y se
emplea, tradicionalmente, en el tratamiento de uhfas encarnadas y otras
afecciones cutdneas, para la conservacion del suelos, ya que tiene rapido
crecimiento y es un material vegetativo que se adapta a diversas condiciones de

suelo (hitp://plantasmedicinales.org; 2005).

Gracias a su naturaleza aromatica del género Cymbopogon ha atraido la

atencion del hombre a lo largo de su historia. El agradable olor que poseen las
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diferentes especies de este género por sus contenidos en aceites esenciales
ricos en compuestos terpénicos ha creado una demanda de estos para el
desarrollo de la industria en paises como: Alemania, Argentina, Brasil, Cuba,
Ecuador, Sri Lanka, India, Singapur, Malaya, Java, Formosa, China, Francia,
Sudafrica, Seycheile, Islas Comoros, Madagascar, Haiti, Puerto Rico, México,
Guatemala, Honduras, y Salvador. De manera general, coincidiendo en los
diferentes paises, la gente ha empleado el té liman en casos de dolor de
estomago. Se le atribuyen igualmente propiedades para aliviar el vémito, la mala
digestion y la diarrea, asi como la tos, gripe, asma, dolor de cabeza, fiebre,
infecciones ovéricas, nervios y colesterol. Tiene la propiedad de actuar como
antiespasmodico, antipalGdico, diaforético y estimulante. Se le ha empleado en
la preparacién de infusiones, solo 0 mezclado con otras plantas, para bajar ia
presion arterial, |a fiebre y gripa. En México se ha carecido de estudios clinicos y
fitoterapéuticos de caracter cientifico. En Cuba, el Ministerio de Salud ha
sugerido su empleo en diferentes preparaciones farmacéuticas. Esta planta se
cultiva en numerosos paises del mundo para la obtencidn de aceite esencial,
como Jemon grass de gran importancia para la industria, ya que grandes
cantidades son utilizadas para la extraccion del citral, principal constituyente del
aceite, el cual es un importante material para la perfumeria, confiteria, licores,
elaboraciéon de cremas, pomadas de uso topico como antiinflamatorio y
antireumatico, y se emplea como materia prima en ia sintesis de las iononas,

sustancias arométicas con fuerte olor a violetas y en la sintesis de Ja vitamina A.

Por métodos de cromatografia y métodos de espectrografia se ha encontrade al
citral como principio activo del aceite del zacate limén, proporcionandole a este
las propiedades antibacterianas, inhibiendo a microorganismos gram-negativos y
gram-positives, tales como Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus,
Corynebacterium, Klebsiella, Clostridium, Diplococos, Proteus, Shigella, Erwinia,
Bacilius, Mycobacterium, Brucella, Listeria, Pasteureila, Streplococos faecalis,
Pseudomonas, Trichophyten interdigital, y hasta contra protozoarios (Raman y

col. 1995).
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El citral constituye aproximadamente 3% de los compuestos contiene también
aldehidos y acidos carboxilicos. El citral actia por contacto, a través del sistema
de ditoplasmosis, exterminando los microorganismos patdgenos al romper y
“explorar” su pared celular y su citoplasma. Dafando de esta manera el ciclo
vital de la célula e interrumpiendo su multiplicacion, Las investigaciones sobre la
caracterizacion quimica de esta especie han permitido aislar, a parlir de las
partes aéreas de la planta, sustancias no voldtiles entre las cuales se pueden
mencionar flavonoides, acido cafeico, fructosa y sacarosa. Entre los
constituyertes volatiles del aceite esencial de dicha planta se encuentran

terpenos como geraniol y citronenol (Chan y Loudon, 1998).

En un analisis cromatografico aplicado a una muestra de aceite esencial de

Cymbopogon citratus, dio como resultado:

Tabla 1. Tiempo de retencion e indice de similitud de Cymbopogon citratus.

No Compuesto -~ | Tiempo de retencién | -indice de similitud
1. [ B-Mirceno 4.97 g0
2. | Verbenol 10.53 78
3. | Monéxido de Limonero 11.25 81
4. | Neral 13.62 88
5. | Geranial 14.84 90
6. | Acetato de geranial 17.53 84
7. | Ac. Nérico 18.95 84
8. i 2-Tridecanona 21.02 72
9. | Oxido de Cariofileno 22.29 82

Fuente: Depariamento de Madera, Celulosa y Papel “Ing. Karl Augustin Grelimann”. Mediante las
técnicas de cromatografia de gases/ £.1.D y cromategrafia de gases/ Especirometria.

Los compuestos representativos de la muestra son B-Mirceno, Geranial y Neral,
presentan concentraciones del 6.17%, 35.77% y 43.7% respectivamente. Los

componenies fuercn identificados por comparacion con la base de datos NIST,

Cada unidad de 3ml contiene principalmente myrcenos, citral b, geraniol, citral

a, y terpenos {http:/fvaww erilim.com.mx; 2008).
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En esta planta se han realizado estudios agrotécnicos, de actividad
antiinflamatoria, analgésica, antiasmatica, diurética, antiespasmoddica vy

antimicrobiana, toxicidad y genotoxicidad, entre otros.

Altium sativum (Extracto de ajo)

Especie originaria de Asia central y extendida por el mundo, principalmente por

los paises riberefos del Mediterraneo.

El ajo es una planta anual, butbosas, con bulbillos de multiplicacién de seccidn
triangular, de hasta 40 cm de altura, con las hojas agrupadas en la base cuando
joven, después a lo largo del tallo. Hojas lineales, de margenes entero, planas,
de verde agua a verde oliva, y con la vaina blanquecina. Flores agrupadas en
umbelas terminales. Las flores con tépalos blanguecinos a vidlaceos. Los frutos

en capsula ovoidea.

En China esta planta, el “dd suan”, es utilizado para tratar abscesos, cancer,
dermatomicosis, miofascitis, diarreas, difteria, tifo, hepatitis, sarna, tracoma,
tricomoniasis y vaginitis (Dukes y col., 1985). En la medicina tradicional india,
conocida como “lahsun”, posee usos similares al de otras farmacopeas como el
uso antirreumatico dado en la medicina popular europea, o su utilizacion frente a
Glceras de duodeno, hiperlipidemias, flatulencias y dispepsias {Jain y col., 1951).
También es muy utilizada en el norte de Africa como vermifugo, hipotensivo,
colagogo, expectorante, digestivo, depurativo, ténico, frente a la disenteria, tifus,

otitis, hemorroides y tuberculosis entre otros uscs (Boulos y col., 1983).

Podemos encontrar numerosos usos procedentes de diferentes compitaciones,
entre los que se pueden destacar los indicados para el tratamiento del acne, la
aerofagia, para activar la circulacion, como adelgazante, en afecciones
bronquiales, para el tratamiento de problemas cardiovasculares, afecciones
gastricas, hepaticas, intestinales, dificultades respiratorias, como analgésico,
anestésico  local, antiasmatico, anticatarral, anticoagulante, antifingico,
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antihelmintico, antiinflamatorio, antipruriginoso, antiqueratdsico, antirreumatico,
para el tralamiento de la arteriosclerosis y artrosis, como hipotensora,
antiséptico, antiverrucoso, difteria, para aiiviar dispepsias, como diurético, en
caso de edema, como emenagogo, emoliente, para el tratamiento de enfisemas,
enteritis, escorbuto, para evitar mareos, en casa de fiebre, como fluidificante,
para combatir gangrenas, glucosuria, gota, gripe, hemorroides, hidropesia,
hipertension, como hipocolesteremiante, hipoglucemiante, hipotensor, frente a la
ictericia, intoxicaciones, como necrosante, para tratar nefrosis, oftitis, ante
picadura de insectos, como preventiva del codlera, resfriados, como
reconstituyente, para tratar el pruritc anal, retma, como rubefaciente, para los
sabafnones, sarna, en alteraciones del sistema nerviosos, sordera por
reumatismo, tabaquisme, tifus, como ténico, para combatir fa tos, las tos ferina,
la tuberculosis, para tratar Ulceras y come vulneraria, se ha utilizado como
calmante, estimulante y frente al dolor de muelas, al parecer dar constatados
resultados para combatir reumas. También en el tratamiento ¢ prevencion de
enfermedades de transmision sexual como la gonorrea. Hace muchos afios se
utilizaban los ajos como un tratamiento para la lepra. También fue un ingrediente
en los remedios artesanales que se aplicaban durante la plaga en Europa.
Reduce el colesterol, el blogueo de las artéerias y a reparar los dafos causados
por la artericesclerosis, a prevenir y aliviar la claudicacion intermitente (dolor en
las piernas al caminar causado por la arterioesclerosis), a incrementar el nivel de
insulina en el cuerpo, reduciendo asi ios niveles de azlucar en la sangre. Algunos
estudios parecen demostrar gue el ajo incrementa ligeramente el nivel de
serotoning en el cerebro ayudando a combatir el estrés y la depresidon

(Fernandez v col., 1999).

Recientemente se sefala que el ajo ayuda a reducir los riesgos de contraer
cancer por sus contenidos antioxidantes como la allicina, la quercitina.
incrementa las defensas del organismo, mejorando nuestra respuesta a virus y
bacterias, vasodilalador y depurador. Es un  antibidtico natural.

(http:/Avww.euroresidentes.com/Alimentos/ajo. htm; 1999).
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El uso actual del ajo esta centrado en su fama de buen antihipertensivo,
antiteratogénico, antitrombético, antimicrobiano, fibrinolitico y reductor lipidico
(Barnes y col., 2005).

Tan amplio espectro terapéutico descrito se puede justificar bioquimicamente.
Esta especie presenta abundantes fructosanas (hasta un 75%), aceite esencial
(0,2-0,3%}). garlicina, aliina o sulféxido de alilcisteina {(1%), que es hidrolizada
por la aliinasa produciendo alicina {responsable del olor caracteristico del ajo),
que se transforma rapidamente en disulfuro de atilo y pequenas cantidades de
vitaminas (A, B1, B2, Bg, C). Experimentalmente se ha comprobado que ia aliina
y la alicina tienen propiedades anticancerigenas, bactericidas y fungicidas
(Vanaclocha y col., 2003). Un analisis de 100 gr de bulbo contiene entre 354-363
calorias, 10,9-16,0% de proteinas, 0,5-0,9% de lipidos, 79,6-85,1% de glucidos,
2,2-3,9% de fibra, 56-75 mg de Ca, 273-522 mg de P, 3,9-4,7 mg de Fe, 49-56
mg Na, 1,158-1,367 mg de K, 0,65-076 mg de tiamina, 0,16-0.21 mg de
riboflavina, 1,24-1,29 mg de niacina y 31-39 mg de acido ascorbico (Berdonces,

2001).

La alicina reacciona especificamente con grupos tiol libres de numerosas
preteinas, produciendo la inactividad de una variedad de enzima como la
papalina, calpasa y alcohol deshidrogenasa. La alicina también reacciona con
tiol libre, contenido en moléculas como glutation (Ross vy col., 2001). Posee una
alta reactividad con uniones S-H, presente gran difusion y penetracion a través
de membranas celulares, no induce fusion o agregacién de membranas. Su
fuerte difusién incrementa considerablemente la interaccion intracelular con

grupos tiol (Rass y col., 2001; Gara y col., 2000).

La alicina bloquea paquetes enzimaticos de hongos y bacterias dafinas,
inhibiendo cualquier actividad. Cuando las bacterias se hacen resistentes a
antibioticos, la alicina puede ser una alternativa importante y efectiva, ya que los
microorganismos no pueden cambiar su bacteria enzimatica para volverse

resistentes (Gara y col., 2000).
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Los microorganismos que inhibe el ajo son: Candida albicans, Epidermophyton
floccosum, Trchophyton metagrophytes, Trchophyton mbrum, levaduras
patdgenas al hombre, lleva a la inhibicion de fa sintesis de macromeléculas de
Candida albicans, Herpes simples e influenza B, Escherichia coli, Pasteurella
multocida, Proteus sp y Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis, Criptococcus neoformans y Aspergillus parasiticus

(Barros y col., 1993).
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CARACTERISTICAS DE LAS 9 ESPECIES DE MICROORGANISMOS

Los microorganismos utilizados en este estudio consisten en 7 especies de la
familia Enferobactenaceae que son:. Helicobacter pylori, Escherichia coli,
Salmonella enteritis, Klebsiella pneumocniae, Serratia marcescens, Proteus
mirabilis y Pseudomonas aeruginosa. También se han incluido 2 bacterias del

genero Staphylococcus: S. aureus y S. epidermidis.

Helicobacter pylori

Es un bacilo gram negative de forma espiral, microaerofilico, de 2,5 a 5 micras,
con 4 a 8 flagelos unipolares que le permiten un movimiento en tirabuzon, se
encuentra en la mucosa gastrica del estomago humano y que se ha asociado
con diferentes enfermedades digestivas. A finales del siglo XIX Bizzozero
describid la presencia de bacterias espirales en el estémago de perros y gatos,
sin embargo, no adquirid verdadera importancia hasta que se cullivd
Helicobacter pylori, en Australia en 1982 por Barry Marshall y Robin Warren, a
partir de muestras de mucosa gastrica de pacientes con Ulcera y gastritis. Desde
1989 se le considera la especie tipo de un nuevo género, Helicobacter en el que
existen por lo menos otras 19 especies. El descubrimiento de que Helicobacter
pylori estaba implicado en diferentes patologias gastricas, ha supueste un
cambio conceptual, ya que es la primera vez que una bacteria se considera
como causante de un proceso gastrico el cual era tratado de forma paliativa pero
no curativa. El Helicobacter pylori afecta al 50 % de la pablacién mundial. La ruta
de contaminacion es un tema de intensa controversia. No se conoce el habitat
natural de Helicobacter pylori por fuera del estomago. Se desconoce como se
infectan los pacientes y cdmo se establece la infeccion. La diseminacion
persona- persona es la via mas probable de transmision. Puede ser por via
fecal-oral, oral-oral o gastrica-oral

(http:/Awww helicobacterspain.com/indexM . him: Septiembre/1998).
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Esta bacteria es un factor de riesgo relevante de gastritis, Ulcera péptica,
adenocarcinoma gastrico y linfoma gastrico, se ha clasificado ademas como
carcinégeno tipo |. Por consiguiente, los pacientes pueden presentar dolor
epigastrico y Ulceras, hemorragia por gastritis o Olceras, o dolor, nauseas, vomito
y disminucién del peso por neoplasias. La anemia por pérdida cronica de sangre
puede ser el Unico sintoma en los que experimentan dolor. Como resultado de
su interferencia con la secrecion de acido por el estdmago, esta bacteria es
capaz de generar deficiencias en la absorcién de nutrientes que pueden
comprometer el estado nutricional de los individuos afectados y vincularse con la
aparicion de manifestaciones carenciales o con el agente causal de
enfermedades cronicas (Suerbaum y col. 2002). La implicacion de estas
bacterias en la gastritis crénica activa, su asociacidén con la Ulcera
gastroduodenal y su inclusién por parte de la IARC en 1994 (grupo de estudio
del cancer, perteneciente a la Organizacion Mundial de la Salud) entre los
agentes carcindgenos tipo |, las ha convertido en uno de fos microorganismos de
mayor interés en patologia humana. Los mas de 15.300 trabaios publicados,
demuestran el interés de la comunidad cientifica mundial en la infeccion por
Helicobacter pylori

(http:/Awww helicobacterspain.com/indexM htm; Septiembre/1999).

Como una alternativa para los metodos de diagndstico se propone en la
actualidad el uso de isoétopos estables y radiactivos idéneos para su
identificacion. El tratamiento de erradicacion ademas de costoso puede ser
inefectivo, generar reacciones adversas en los pacientes o cepas resistentes a
los antibidticos, por 1o que los estudios de busqueda de una vacuna terapéutica
y prevencion centran la atencién de las investigaciones actuales.

(http:/www bvs.sld.cufrevistasfalivol15_1_01/ali07101.htm; 2001).

De ta misma manera que en cualquier proceso infeccioso, es necesario el
conocimiento de |a sensibilidad o resistencia de Helicobacter pylori  a los

distintos antibioticos para erradicar el microerganismo y curar la infeccion.
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Helicobacter pylon es sensible a un gran numero de antibioticos in vitro aunque

no son siempre Gtiles in vivo, debido a diversos factores como:

« El antibidtico no llega a las zonas profundas de la mucosa gastrica donde
se encuentra Helicobacter pyloni.

« El antibictico es inactivado por el pH acido del estomago.

+ Las condiciones en las que la bacteria se encuentra en el estémago, no
son facilmente reproducibles en el laboralorio.

+« Se pueden desarrollar resistencias durante el tratamiento.

Escherichia coli

Escherichia coli es el principal anaerobio facultativo de 1z flora micrcbiana que
reside en el colon humano vy de animales homoiotérmicos, es un bacilo gram
negativo, no esporulados, mévil o inmovil, aerobios-anaerobios facultativos.
{Ewing, 1985).Estas células tienen un diametro de aproximadamente 1 pm y una
fongitud de 2 pm (1 pm=202 mm). Los flagelos miden sélo 2 pm de largo v la
impulsan a una velocidad de 50 ym s™, esto significa que la velocidad es de 25
veces la longitud del cuerpo por segundo (Santamarina y col. 2004). Se
clasifican en mas de 170 serogrupos O, segun las caracteristicas antigénicas de
su LPS, ¥ en serctipos por la combinacion de antigenos O y H flagelares. Otros
antigenos presentes en distintas cepas (capsulares, fimbriales y otros) han sido
empleados para su clasificacion o identificacion (Ewing, 1985; Nataro y Kaper,
1998).

El huésped a las pocas horas de vida se coloniza con una o dos cepas que
residen de manera permanente en el intestino y establecen una relacion
simbidtica con el individuo durante loda la vida (Winfield y col., 2003; Kaper y
col., 2004; Drasar y Hill, 1974). Como integrante de }a flora normal del hombre y
de muchos animales, se lo considera un germen indicador de contaminacicn
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fecal cuando esta presente en el ambiente, agua y alimentos, junto con otros
similares agrupados bajo la denominacion de “bacterias coliformes”. Sin
embargo, se ha precisado que seis grupos patégenos o patotipos de Escherichia
coli ocasionan diarrea en sujetos sanos: Escherichia coli enterotoxigénica
(ETEC), enteroinvasiva (EIEC), enterohemorragica {EHEC), enferoagregativa
(EAEC), adherente difusa {DAEC) y enteropatogena (EPEC). Desde el punto de
vista de las zoonosis, la categoria mas importante es la enterochemorragica, que

es también la mas severa (Kaper y col., 2004).

Escherichia cofi es una de las especies bacterianas mas minuciosamente
estudiadas, y no solamente por sus capacidades patogénicas, sino también
como sustratc y modelo de investigaciones metabdlicas, genéticas,
poblacionales y de diversa indole (Neidhardt, 1999). Se trata de bacterias de
rapido crecimiento y amplia distribucion en el suelo, el agua, vegetales y gran
variedad de animales. En conjunto, la importancia de las enterobacterias en
patclogia humana puede cuantificarse constatando que constituyen el 50%
aproximadamente de todos los aislamientos clinicamente significativos en los
laboratorios microbiologicos, y hasta el 80% de todos los bacilos gram negativos
identificados (Neidhardt, 1999).

Escherichia colf puede ser causa de enfermedad enddgena en pacientes
debilitados ¢ en situacion de aiteracion de la pared intestinal (peritonitis, sepsis,
etc.), perc las infecciones entéricas provocadas por este germen no sen
causadas por las cepas gue habitan normalmente el intestino, sino por lineas
especialmente patogenas en esta localizacion (Nataro y Kaper, 1998), que se
transmiten por via fecal-oral de perscna a persona ¢ a fravés del agua y

alimentos.

Una infeccion por Escherichia coli puede enfermar mucho a una persona. Los

siguientes son algunos de los sintomas mas comunes asociados con el E. cofi,
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sin embargo, cada persona puede experimentar los sintomas de diferente forma,

y pueden incluir:

+ Calambres abdominales.

« Diarrea con sangre, grave.
+ Diarrea sin sangre.

« Sin fiebre o fiebre leve.

« Sindrome urémico hemolitico (SUH).

Los sintormas pueden ir de ningunc a una forma grave de la infeccion conocida
como (SUH), se destruyen los globulos rcjos (las células que transportan
oxigeno en el flujo sanguineo) de un individuo y los rifiones dejan de trabajar.
Aproximadamente el 8% de las infecciones pueden dar como resultado este
sindrome. Los nifos y las personas mayores pueden ser mas propensos a
desarrollar esta complicacion, que puede amenazar la vida de la persona
{http:/imww healthsystem.virginia.edu/uvahealth/adult_travel_sp/ecoli.cfm; Enero/
2000).

Con este tipo de infeccidbn no se utilizan antibidticos. Ademas, no se usan
medicamentos antidiarreicos, como la loperamida {Imodium®). La recuperacion
de la mayoria de las personas gue padece esta enfermedad en general ocurre

entro los cinco a diez dias.

Si una persona desarrella al sindrome urémico hemolitico (SUH), la
complicacion que amenaza su vida, podria requerir hospitalizacién en una
unidad de cuidados intensivos. De acuerdoe a los CDC, entre el tres y el cinco por
ciento de las personas que desarrollan SUH pueden morir por esta complicacion
(hitp:/iwww healthsystem.virginia.edu/UVAHealth/adult_infectious_sp/ecolt.cfm,
2000).
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Salmonella enteritidis

El género Salmonella son bacitos gram-negativos, generalmente maoviles por
flagelos peritricos anaerobios facultativos, no esporulados, posee una capsula
de polisacaridos denominada Vi, produce acido a partir de glucosa, maltosa vy
sorbitol sin originar gas. Se conoce que la bacteria Salmonella ha estado
causando enfermedades por sobre 100 afios. Fueron descubiertas por un
cientifico americanc Dr. Daniel E. Salmon (de ahi su nombre) (Brenner, 1984)
{http:/imwww . cde.gov/ncidod/dbmd/diseaseinfo/salmeonellosis_g.htm; 2005).

El primer brote de salmonelosis se descubrid en Alemania en 1888, entre 50
personas que habian consumido carne cruda molida proveniente de una vaca
moribunda (Tauxe, 1991, ICMSF, 1996). El padecimientoc se mantiene endémico
en todos los paises, incluidos los mas industrializados en donde de vez en

cuando se presentan brotes masivos (Fernandez, 2000).

El génerc Salmonella es uno de los mas extensamente estudiado entre los
patégenos que pueden ser aislados de los alimentos. Elic se debe a la
frecuencia con la cual el germen participa en los brotes y cases individuales de
gastroenteritis. Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, se los
encuentra como comensales y como patdgenos en el tracto gastrointestinal de
mamiferos domésticos y salvajes, reptiles, aves e insecios, causando un amplio
espectro de enfermedades en el hombre y los animales (Garcia del Portillo,

2000; Le Minor y Popoff, 1987).

Estudios de ADN mediante técnicas de hibridacion mostraron gue el género
Salmoneifa estd constituido por 2 especies Salmonella enterica y Salmonella
bongon. Salmonella enterica estd compuesta por 6 subespecies, siendo la
subespecie | la que se aisla con mayor frecuencia en el hombre y los animales
de sangre caliente, en la que se encuentran Salmonella enteritidis y Salmonelia

typhimurium. (Popoff y col., 1997; Dorronsoro y col., 1996; Bopp y col., 1999).

21



Las infecciones por S. ententidis aparecen en el mundo en la década de los 80 y

se han extendido desde entonces en forma pregresiva y pandémica (Rodriguez
y col,, 1990},

Las infecciones causadas por Salmonella son:

Gastroenteritis o envenenamiento por alimento: consecuencia de la
ingestion de células de origen alimentaria 0 agua contaminada, los signos
y sintomas son: diarrea, vomito, nauseas, dolor abdominal, fiebre ligera y
escalofrios (ICMF, 1996). S. enteritidis esta presente en el 92% de los
casos reportados. La mortalidad en enteritis por Salmonella enteritidis en

hospederos inmunocompetentes es menor del 0.5% (Restrepo, 2003)

Fiebre tifoidea: Unicamente afecta al ser humano, es causada por
Salmonella typhi. Los sintomas son malestar cefalalgia, fiebre alta
persistente, dolor abdominal, dolores en el cuerpo, escalofrios,
convulsiones, deliric y debilidad, generalmente acompafiados de una
diarrea parecida al pure de guisantes o de estrefiimiento (generalmente
hay ulceracion). A veces, en el tronco, en el dorso y en el torax, aparecen
manchas de color rosa. Otras veces se observan con ritmo cardiaco fento,
abdomen sensible y dilatado, aumento del tamafio del bazo y en
ocasiones hemorragia intestinal 0 nasal.  El mecanismo de contagio es
fecal-oral, a través de agua y de alimentos contaminados. Cuando no esta
producida por la Salmonella typhi, se habla de fiebre paratifoidea, proveca
por Salmonella paratyphi A, B o C, es patoldgicamente y clinicamente
similar a la tifoidea pero con sintomas menos fuertes. lmplica una
infeccidon  sistematica, debido a la invasividad de la bacteria.

Potencialmente mortal (ICMSF, 1996)

Bacteriemia con metastasis séplicas o sin ellas: la bacteriemia o

septicemia es causada por la presencia de Salmonellas en la sangre.
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Esta puede aparecer por metastasis cuando el sitio inicial de infeccion es
el tracto intestinal u otros focos. Los sintomas son fiebre alta vy
persistente, dolor en el dorso, abdomen y en el torax, escalofrios,
sudoracion, malestar, anorexia y perdida de peso. El estado puede ser
pasajero o cronico. Las secuelas identificadas incluyen: apendicitis,
artritis,  colecistitis, endocarditis, abscesos locales, meningitis,
osteomielitis, osteoartritis, pericarditis, peritonitis, pleuritis, neumonia e

infeccion de las vias urinarias (Ferreraz, 1996)

Portador asintomatico: se define con la persistencia de Salmonella ssp.
En heces, durante mas de un afo. La incidencia es del 10% de los
individuos, excretando las bacterias del bazo. La dificultad de erradicarla
reside en la presencia de calculos biliares. Algunos serctipos se
relaciocnan con mayor frecuencia con un determinado sindrome. Asi
Salmonelia newport y Salmonella anatum originan predominantemente
gastroenteritis; Salmonella typhi y Salmoneila paratyphi A, B o C son los -
responsables de fiebre tifoidea; Salmonella choleraesuis a menudo

bacteriemia (Ferreraz, 1996; Freeman, 1989)

Salmonelosis es una zoonosis de distribucion mundial. Los signos de [a
enfermedad incluyen: dolor abdominal, diarrea, fiebre moderada vy
escalofrios; a veces hay vémito, delor de cabeza y malestar general.
Pueden producirse también complicaciones. Entre las bacterias altamente
virulentas se encuentran algunas cepas de S. dublin y, sobre todo, 5.

enteritidis (Pascual, 2005)

La tasa de incidencia de la infeccion es mayor en los lactantes y en nifios de

corta edad. Epidemioldgicamente, [as infecciones por Salmonella pueden causar

pequefios brotes en la poblacién en general, sin embargo, el 60-80% de los

casos son esporadicos; a veces se producen grandes brotes en hospitales,

jardines maternales, geriatricos y restaurantes (Adams y Moss, 1995).
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Estas infecciones generalmente siguen su curso de cinco a siete dias y a
menudo no se necesita mas tratamiento. Sin embargo, los pacientes con diarrea
severa podrian necesitar rehidratacion con fluidos intravenosos. Si ka infeccion
se propaga desde los intestinos, también podria ser necesario tomar antibidticos.
El tratamiento especifico para las infecciones por Salmonela sera determinado

por st médice basandose en lo siguiente:

« Su estado general de salud y su historia médica
« Qué tan avanzada esta 1a enfermedad
« Sulolerancia a determinados medicamentos, procedimientos o terapias
« Sus expectativas para la trayectoria de la enfermedad
«  Su opinién o preferencia
(http/Awww healthsystem virginia.edu/UVAHealth/adult_travel_sp/salmonel.cim,
2000).

Klebsiella pneumoniae

El género Klebsiella, gue recibe su nombre def microbidlogo Edwin Klebs, son
bacilos gram negativos no moviles, con capsula antifagocitica de 0,3 a2 1,5x 0,6
a 6 um, aerobios, ias colonias son grandes y mucosas. El género Kiebsiella se
compone de varias especies, incluyendo Klebsiella pneumoniae, que es la cepa
clinica mas comun, y seguida de Klebsiella oxytoca, Kiebsiella planticola vy

Klebsiella terrigena.

Las Klebsiellas se detectan en tierra, plantas y agua. Es un habitante comuin de
la cavidad oral, especialmente en individuos con un bajo nivel de higiene oral
{(Woolf, 1998), ademas, en alrededor del 30% de la poblacidén sana se
encuentran en el tracto gastrointestinal o en las vias respiratorias superiores
(Spicer, 2009). Aproximadamente un 60-80% de todas las Klebsiella aisladas de

las heces y las muestras clinicas son K. pneumoniae. La fuente de infeccidn esta
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constituida por pacientes en hospitales (ej., en unidades de cuidado intensivos),
puede sembrar focos a distancia en pacientes debilitados como ancianos,
pacientes con quemaduras o heridas excesiva, que se someten a terapia
inmunosupresora o en aquellos con infeccidn por VIH/SIDA, un modo de
contagio puede ser por ias gotas emitidas por nariz y boca por portadores del
microorganismo {(Carmona y col., 1897: WHO, 2004).

Las enfermedades provocadas por Klebsielia pneumoniae son principalmente
neumonia primaria, cavernosa y grave (neumonia de Friedldnder), preduciendo
necrosis pulmonar complicada, con hemorragia extensa del pulmon, sepsis y
ocasionalmente infeccidn urinaria y bacteriemia, también pueden provocar
endocarditis, meningitis, enteritis © infecciones de partes blandas, heridas,
infecciones del oido, en los Ultimos afics se ha comprobado que K. pneumoniae
se encuentra con relativa frecuencia entre los agentes bacterianos de
gastroenteritis, La proporcion de infecciones nosocomiales es de alrededor del 5
-10%. Los microorganismos se absorben por via agérea, a través de vegetales
comestibles o agua contaminada. Una parte de las infecciones se produce de
forma endogena. Kiebsiella pneumoniae, subespecie ozaenae y subespecie
rhinoscleromatis forman parte de los patdgenos habituales en las infecciones

nasofaringeas (Spicer, 2009; http://www antibioticoterapia.com/modules).

Estas bacterias scn virulentas debido a que poseen una capsula antifagocitica y

a que muchas de estas cepas presentan resistencias miultiples a antibidticos

{(ingraham y col., 1998).

Serratia marcescens

El nombre del género de la bacteria se lo dio en honor a Serafino Serrati, s un
bacile gram-negativo, son méviles, anaercbic facultativo. Las especies mas

importantes en medicina humana son Serratia marcescens, que es la especie
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que se aisla con mas frecuencia de infecciones humanas. La produccién de
prodigiosina y la creencia de que la bacteria era inocua condujeron a su uso
frecuente como marcador biclogico para estudiar, entre otras cosas, la
transmision de bacterias a través del habla y el contacto, la colonizacion
ascendente de la vejiga en pacientes con catéteres urinarios y la diseminacion
de bacterias pulverizadas tras la liberacién experimental en modelos de guetra

bioldgica (Mandell y col. 2006).

Clinicamente las bacteriemias por Serratia marcescen se presentan con mayor
frecuencia en pacientes con enfermedad de base comge: diabetes, neoplasias,
insuficiencia renal cronica (Fleisher y col. 2002; Yu y col., 1998). Ademas, la
bacteria tiene una relacion particular con infecciones en usuarios de drogar por

via parenteral (Mandell y col. 2008).

Se encuentran en el suelo, en las plantas, en el agua potable y cafieria. Su
adquisicion es mayoritariamente hospitalaria, especialmente en unidad de
terapia intensiva encontrandose en catéteres contaminados, las soluciones de
infusion, en insumos hospitalarios como jabones, antisepticos, etc. {Demetriou y
col., 1999). Pueden encontrarse colonizando la flera intestinal, tracto respiratorio,
tracto urinario, aparato cardiovascular, en la poblacion sana, solo se observan
ocasionalmente en el tracto gastrointestinal 0 en las vias aéreas superiores y de
las heridas (Haddy y col., 2000). Por lo tanto, la mayoria de las infecciones se
adquiere de manera exogena y diseminarse dentro de los hospitales o entre
éstos en las manos del personal (Fleisher y col., 2002). Puede provocar una
amplia variedad de infecciones nosocomiales, en pacientes inmunodeprimidos
pueden producir infeccién en heridas, renales y de vias urnarias, infecciones
respiratorias, asi como sepsis, endocardilis, meningitis e infecciones de prétesis.
La diseminacion hematégena puede producir casos de ocsteomielitis, artritis
infecciosa y endoftalmitis, mientras que la meningitis puede tener lugar tras

procedimientos neurologicos.
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E! microorganismo puede sobrevivir en condiciones hostiles, incluso en una
variedad de desinfectantes, entre ellos las fuentes de brotes y es la transmision
de persona a persona la mas importante forma de diseminacién, por lo que las
campanas de asepsia de manos, control de la potabilizacion del agua, y asepsia
de instrumentos hospitalarios son de gran importancia (Berthelot y col., 1999:;
Fleisher y col. 2002).

Proteus mirabilis

El género Proteus son bacterias gram negativas, anaerobia, pleomorfa,
caracterizada por su movilidad. Aunque por lo general Proteus se comporta
como saprofitos o comensales, en ocasiones pueden intervenir en procesos

patégenos.

De ias cuatro especies de Profeus, en la actualidad solo se consideran dos, P.
mirabifis y P. vulgaris. Los estudios sobre el ADN han permitido separar Proteus
morganii en el nuevo género Morganelfa (M. morganii} e incluir P, reftgeri en el

genere Providencia.

Proteus mirabilis y Proteus vulgaris son especies muy moéviles, que cuando se
siembran en la superficie de medios sodlidos, invaden ésta en forma de ondas
muy caracteristicas que dificultan e aislamiento de los patégenos que puedan
encontrarse en el producto, fenomeno que no se produce en los medios

inhibidores.

Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza (aguas residuales,
suelo, plantas y materia organica en descomposicion}, forman parte del al flora
intestinal del hombre y de los animales, son importantes agentes de la
putrefaccidn de la materia organica (Garcia y col., 1894) y pueden intervenir en

infecciones humanas comoe patogenos oportunistas.
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La accion patégena en el tracto urinario es la mas importante y esta asociada
con la presencia de fimbrias (P. mirabilis), que permiten su adherencia a las
células del epitelio y flagelos que por su motilidad, facilitan la produccion de
infecciones ascendentes y la colonizacidon de la pelvis renal, favorece la
produccion de cdlculos, septicemias, se ha observado en infecciones
extrahospitalarias, especialmente en enfermos cateterizados. También pueden
intervenir en otras infecciones extra intestinales, como abscesos, infecciones de
las heridas, oftitis, peritonitis, neumonias y bacteriemias, e incluso se ha
sospechado su intervencidbn en procescs intestinales, especialmente en

gastroenteritis infantiles y toxiinfecciones alimentarias (Restrepo, 2003).

Atendiendo a la produccion de indol, se pueden dividir en especies indol-
negativas (P. mirabilis), sensibles a la penicilina y a la mayoria de antibidlicos, e
indol-positivas (P. vulgaris, M, morganii y Providencia), que son mucho mas

resistentes.

En cuanto a su sensibilidad, Proteus mirabilis, que es la especie que se aisla
con mayor frecuencia, es también la mas sensible a los antibidticos. Presenta
cierta sensibilidad a las penicifinas, en especial a las de amplio espectro

{Pumarola A. y col., 1987).

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo gram negativo agrobio, méviles recios o
ligeramente curvados (0.5 a 1 x 1,5pm) gue suelen disponerse en parejas (Pace,
1997; Woese, 1987). El nombre del género procede de pseudes: falso; monas:
una unidad; aeruginosa: repleto de Oxido de cobre o verde (se refiere al
pigmento verde sinierizado por esta especie). Dentro del género Pseudomonas
se compone actualmente de unas 10 especies, Pseudomonas aeruginosa es la

pseudomona més frecuentemente (Murray y col. 2006).
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Desde un enfogue basico P. aeruginosa representa un modelo de gran interés
que, ha sido estudiada desde multiples enfoques. De hecho es una de las
bacterias mas estudiadas a nivel molecular y su genoma ha sido totalmente

secuenciado {http:/iwww pseudomonas.com; 2001),

Contrariamente a lo gue parece, todos nosotros estamos en contacto
diartamente con Pseudomonas aeruginosa, ya que se encuentra en bajas
cantidades en nuestros alimentos y en algunos articulos de limpieza, De hecho,
se obtienen aislamientos de esta bacteria a partir de entre el 2 y el 8% de las
heces de personas sanas, lo que nos muestra que nuestro contactc con esta
bacteria es cotidiano y solo representa una amenaza para nuestra salud en

condiciones especiales (Hardalo y col., 1997).

Se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza (Costerton, 1980; Hardalo
y col., 1997), es capaz de utilizar una enorme variedad de compuestos organicos
comgo sustrato para crecer, capacidad que le permite colonizar nichos en 105 gue
son escasos los nutrimentos que otros organismos pueden asimilar. Se ha
reportado el aislamiento de P. aeruginosa de ambientes tan inhospitos como son
el combustible de avién, soluciones de clorhexidina y el jabon {Hardalo y col.,
1997).se puede aislar de muestras de suelo, aguas pristinas y contaminadas,
asi como de plantas y animales (invertebrados, insectos, etc.) (Rahme y col,
1997, Tan M.-W. y col. 2000; D'Argenio y col., 2002), asimismo, presenia
problemas en la industria alimentaria ya que puede descomponer los alimentos
que se mantienen en refrigeracion al mantener un metabolismo basal en estas

condiciones y producir enzimas hidroliticas (Hardalo y col., 1997).

Por otra parte, en ambientes acuosos esta bacteria se adhiere a superficies,
produciendo una especie de agregado llamado biopelicula (Costerton y col.,
1994). La formacion de estos cimulos de bacterias y material extracelular
representa un problema de salud pues contamina dispositivos que se implantan

dentro del cuerpo, como por egjemplo dispositivos intrauterinos, catéleres o
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valvulas cardiacas. Las biopeliculas también representan un problema en ei
proceso de produccion de diversas industrias pues provocan taponamiento y

cerrosicn de conexiones vy filtros.

P. aeruginosa representa un problema importarte de salud en centros
hospitalarios, especialmente cuando se trata de pacientes con cancer {Bergen y
col, 1996) o quemados (Madigan y col., 1897). Una vez que se establece la
infeccion, P. aeruginosa produce una serie de compuestos toxicos que causan
no solo dafo tisutar extenso (Britigan y col., 1992; Cox, 1986), degradan las
membranas y el tejido conjuntivo de diversos organos {Doring y col., 1987; Nicas
y col., 1985). sino adicionalmente interfieren con el funcionamiento del sistema
inmune (Doring y col.. 1987 Nicas y col., 1985; Singh y col., 2002). También
existe un grupo poblacional especialmente vulnerable a las infecciones con P.
aeruginosa formado por los enfermos de fibresis quistica (George, 1987; Govan
y col., 1996; Pier, 1985). Colcniza muy eficientemente el tracto respiratorio de
estos pacientes, produciendo una infeccidon por cepas muceoides en los
pulmones, estos estan en la etapa terminal de la enfermedad. Esto se debe a
que estas cepas no pueden ser eliminadas por el sistema inmune vy, hasta el

momento, no existe un tratamiento efectivo contra cepas mucoides.

Sin embargo, a la vez que P. aeruginosa causa al hombre distintos problemas,
esta bacteria tiene diversas aplicaciones biotecnologicas, sobre todo en el
tratamiento de la contaminacién ambiental. Asi se sabe que es uno de los pocos
organismos capaces de degradar alcanos de cadena ramificada (Schaeffer y
col., 1979), que produce biosurfactantes que son utiles para la limpieza de
suelos contaminados con hidrocarburos (Maier, M. R. y col. 2000) © con metales
pesados {Miller, 1995); y que produce enzimas, como la lipasa (Martinez y col.,
2001}, con distintas aplicaciones potenciales (Soberon-Chavez G. y col.. 1994).

Es importante mencionar que P. aeruginosa sobresale entre las bacterias por su

extraordinaria capacidad de adaptacion, ya gue, como mencioné anteriormente,
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vive en ambientes muy diversos. Muchos autores incluso la han considerado
como un organismo ubicuo, aunque no se ha documentado su presencia en
ambientes extremos. Por ofra parte, es el unico caso conocido de una bacteria
ambiental en la que todos los aistamientos son potencialmente patogenos para
el hombre. Es también una caracteristica particular de esta bacteria el arreglo de
los genes que intervienen en ia virulencia de la bacteria, ya gue no estan
codificados en las llamadas “islas de patogenesis” como en las demas bacterias
patdgenas, sino se encuentran interdispersas en su cromosoma (Costerton,
1980; Hardalo y col., 1997; Stover y col., 2000; http://www . pseudomonas.com;
2001).

Para tratar las infecciones por P. aeruginosa, es una dificultad, ya que esla
bacteria presenta una muy alta resistencia natural a distintos antibidticos y a
desinfectantes (Hardalo y col., 1997; Nikaido y col., 1996; Nikaido, 1998; Trias y
col., 1990}).

Staphylococcus aureus

Las bacterias del género Staphylococcus son cocos (bacterias de forma
esférica) gram positivas, del 0,5 2 1,5 um de didmetro, gue se agrupan de forma
irregular, son bacterias inmoviles, no forman esporas, generalmente no poseen
capsula y salvo raras excepciones son anaerobias facultativas. El nombre del
género procede del griego staphylé, que significa "en racimo de uvas”. Este
nombre fue propuesto por el cirujanc escocés Alexander Ogdson en 1880, y se
refiere al hecho de que estos cocos gram positivos presentan al microscopio un
patrén de agrupacion caracteristico que recuerda a un racimo de uvas, aunque
también pueden aparecer como células aisladas o agrupadas en parejas,

tétradas o cadenas cortas (Pahissa, 2009).
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Staphylococcus aureus es un habitante normal de 1a piel y mucosas. En la edad
adulta casi el 40% de la poblacién son portadores de Staphylococcus aureus,
aproximadamente un 20% de la poblacion es pertadora permanente en las fosas
nasales y un 30% lo es de manera intermitente (Pahissa, 2009). La cantidad de
portadores es mayor en ciertos grupos de poblacidn, como en personal que
frabaja en contacto con enfermos hospitalizados, personas internadas en
residencias de |a tercera edad, adictos a drogas parenterales, diabéticos, etc. El
estado de portades tiene importancia porque puede servir como reservoric en
toxiinfecciones alimeniarias y en infecciones de pacientes hospitalizados, sobre
todo si el portador es personal sanitario. Pueden ortginarse brotes hospitalarios
de infeccion por transmisién del microcrganismo, a trabeas de las manos del

personal sanitario, desde un paciente infectado a otros pacientes.

Staphylococcus aureus produce diversas toxinas que contribuyen a su
patogenicidad, ejerciendo su accién a cierta distancia del foco infeccioso. Las
infecciones se produce tras lesiones cutaneas (impétigo vy foliculitis),
frecuentemente agudas y piogénicas (se produce pus), traumaticas o
quirdrgicas, que favorecen [a penetracion del microorganismo desde [a piel hasta
los tejidos mas profundos {infeccién por contigidad). Desde el foco de infeccién
(abscesos, herida infectada) los microorganismos pueden invadir sangre
{diseminacion hematégena), produciendo cuadros graves de sepsis, neumonia,
infecciones asociadas a protesis y catéteres intravasculares, infecciones
recurrentes, fibrosis quistica, destruccion tisular, infecciones metastasicas,
impétigo bulloso, endocarditis, o llegar hasta las articulaciones produciendo
arritis infecciosa u osteomielitis {infecciones del tejido 6sec). También puede
colonizar la nasofaringe, en la actualidad constituye una de las principales

causas de infeccion nosocomial {Pahissa, 2009).

El sindrome de la piel escalda se debe a la produccién de la toxina exfoliativa,
que ocasiona la formacion de ampollas y descamacion de laminas epidermicas

en cara, axilas o diseminada por todo el cuerpo.
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La intoxicacién alimentaria por Sfaphylococcus ocurre a menudo cuando una
persona que manipula alimentos contamina los productos alimenticios tales
como postres (especialmente salsas y los postres relienos o cubiertos con
crema), ensaladas (en especial las que contienen mayonesa) o comidas
homeadas, que son servidos o almacenados a temperatura ambiente o en el
refrigeradoer (De la Rosa M. y col., 2003). Son una causa importanle de
gastroenteritis; causadas por enterotoxinas que no se destruyen por el calor
(termeestables) y preformadas en el alimento durante el desarrollo de
Staphylococcus aureus, estas enteroloxinas estafilococicas dan lugar a vomito vy

diarrea.

Las bacterias se multiplican rapidamente en los alimentos y puede haber una
gran colenia de bacterias sin gue haya evidencia de descomposicion del

alimento. Los facteres de riesgo son:

« Ingestion de alimentos preparados por una persona con una infeccion en
la piel, dado que estas infecciones comunmente contienen el
Staphylococcus aereus

« Ingestién de alimentos almacenados a temperatura ambiente

« Ingestién de alimentos preparados en forma inadecuada

+ Sintomas que ocurren en las personas que consumen el mismo tipo de

alimentos

Los sintomas que se pueden presentar son: nauseas, vomito hasta por 24 horas,
diarrea, pérdida del apetito, cdlicos abdominales severos, distension abdominal,
fiebre leve, llegando a complicarse con deshidratacidon  severa, heces
sanguinolentas u otros sintomas nuevos

{(http:/Awvww . nlm nih.gov/medlineplus/spanish/staphylococcalinfections htmi;
2007).

El sindrome del shock tdxico es un cuadro grave que se presenta en mujeres

jovenes durante Ja menstruacion, y mas raramente en otras personas, asociado
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al empleo de tampones de gran absorcion que han permanecido en la vagina
durante en periodo prolongado, y donde se ha desarroliade una cepa de
Staphylococcus aureus productora de la toxina. Se caracteriza por la presencia
de exantema, hipotension, fiebre, vomitos y mialgias, pudiendo legar a
producirse un fallo multiorganico con insuficiencia renai y hepatica, Esta
producido por cepas de Staphylococcus aureus que producen una exotoxina

muy potente que actua como superantigeno.

Staphylococcus epidermidis

Las caracteristicas generales de Staphylococcus epidermidis son las descritas
para el género {véase pagina 22). El género Staphylococcus incluye actualmente
42 especies diferentes. Algunas de ellas forman parte de la flora microbiana
normal de piel y mucosas en humanos y otras se encuentran sofo entre la flora
de animales mamiferos y aves. Por 1o general, cada especie tiende a ocupar una
localizacion anatémica especifica en el huésped que coloniza. Entre las
especies que suelen colonizar al ser humano, las de mayor importancia ¢linica
son:  Staphylococcus  epidermidis,  Staphylococcus — saprophyticus y

Staphylococcus aureus.

Clasicamente catalogado como una bacteria comensal no virulenta, es Ia
especie mas frecuente y persistente, y representa el 65-90% de los estafilocecos
que forma parte de la microbiota normal de la piel {saprofitos), la faringe, boca,
vagina, uretra humana y en membranas mucosas. La colonizacién, en ocasicnes
con cepas adquiridas del personal sanitario, precede a la infeccién,
alternativamente, la inoculacion directa durante la cirugia puede iniciar la
infeccion de las valvulas protésicas o de los dispositivos vasculares (Behrman y
col., 2004). En personas sanas casi nunca causa infecciones; sin embargo,
puede comportarse como patdgenc en pacientes que tienen disminuidas las

defensas, como son aquellos con enfermedades graves y especialmente los
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pacientes inmunodeprimidos (pacientes leucémicos  tratados  con
inmunosupresores, adictos a drogas parenterales, etc) en quienes puede

producir sepsis.

La mayoria de las infecciones que produce son de origen hospitalario en
pacientes con dispositivos internos {catéter intravenoso: sepsis, fistulas e
injertos para hemodidlisis: sepsis, derivaciones de LCR: meningitis, catéteres de
didlisis peritoneal: peritonitis, cables y electrodos de marcapasos: infeccion del
bolsillo del marcapasos, valvulas cardiacas protésicas: endocarditis, catéteres
urinarios: pielonefritis, protesis articulares: artritis, catéteres cerebrales),
traumatismos quirargicos {osteomielitis esternal, endoftaimitis),
inmunodeprimidos (neoplasias, granulocitopenia} y, rara vez, enfermedades
adquiridas en Jla comunidad en pacientes sin enfermedad subyacente
(infecciones  urinaria, osieomielitis). Estas infeccicnes se producen
mayoritariamente por inoculacion del microcrganismo durante la insercion del
material protésico. Desde el foco de infeccion pueden diseminar a la sangre
originando cuadros de sepsis y endocarditis. Es una causa frecuente de

infecciones nosccomiales e infeccidn neonatal nosocomial (Behrman y col,

2004).

Como ofros microorganismos de la piel, Staphylococcus epidermidis con
frecuencia se encuentran como contaminantes en hemocultivos, invalidando los
resultados del culfivo y pudiendo dar lugar a graves errores diagndsticos. (De la

Rosa M. y col., 2003).
Debido a su baja virulencia, Staphylococcus epidermidis requieren la presencia

de otro factor, como la inmunodepresion o fa presencia de un cuerpo extrafio,

para desarrollar enfermedad clinica (Behrman y col., 2004).
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JUSTIFICACION

En la actualidad existen un sin numero de microorganismos que se han vuelto
resistentes, esto representa un grave problema de salud, el cuat consiste en que
las bacterias crean mecanismos de defensa frente a los antibioticos, con la
consiguiente perdida de accién de estos medicamentos y generar reacciones
adversas en los pacientes. El uso y el abuso indiscriminado de antibioticos, es lo
que ha faciltade para gque las bacterias produzcan estos mecanismos de

resistencia.

l.as plantas medicinates podrian representar un tratamiento alternative en caso
de enfermedades contagiosas e infecciosas. Ellas pueden ser también una
fuente para nuevos antibidticos a los cuales los microcrganimos no sean
resistentes. Los extractos de plantas medicinales por lo general no presentan

efectos colateraies por lo que su uso es mas tolerado.

Existe la necesidad de realizar investigaciones para buscar alternativas de
nuevos antibidticos que nos permitan solucionar este problema, por lo que el
estudio de aceites esenciales de Cymbopogon citratus {Limonaria) y Allium

sativum pedrian ser Util para encontrar este fin.

Entonces, ;Tienen efecto antimicrobiano los aceites esenciales de Cymbopogon
citratus (ERILIM)} y de Allium sativum {Extracto del ajo)? Las evidencias de ios
trabajos de investigacion realizados en todo el mundo y la utilizacion mitenaria
en las civilizaciones mas importantes pueden demostrar que si lo es, pero en la
actualidad ya no es posible especular, por ello se realizo la investigacidn con 9
cepas especificas de microorganismes, dado que el universo de
microorganismos es tan basto y que afio tras afio van mutando es necesario
seguir identificando contra cuales si es efectiva 0 no 1o es la utilizacion de estos

aceites esenciales antes mencionados.
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HIPOTESIS

Los aceites esenciales de Cymbopogon citratus y Alfiurn sativum tienen efecto
antibacteriano contra Helicobacter pylori, Escherichia coli, Salmonelia enteritidis
(13076, Microbiologics), Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Staphylococcus

epidermidis.
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OBJETIVOS

« Objetivo general

Comprobar la eficacia bactericida de Cymbopogon citratus y Alfiurn sativum

en 9 especies de microorganismos,

Objetivos particulares.

1. Evaluar el efecto inhibidor del Cymbopogon citratus (ERILIM) en 9

especies de microorganismos

2. Evaluar el efecto inhibidor del Alium salivum {Extracto de Ajo) en 9

especies de microorganismos

3. Comparar el efecto inhibidor entre Cymbopogon cifratus (ERILIMY y Allium

sativum (Extracto de Ajo) en las 9 especies de microorganismos

4. Comparar el efecto inhibidor de compuestos organicos contra compugstos

sintéticos en las 9 especies de microorganismos

5. ldentificar cual de las 9 especies de microorganismos tuvo mayor

resistencia a los diferentes compuestos utilizados
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METODOLOGIA
El método de estudio es cuantitativo y comparative.

El estudio lo realizamos en el Laboratorio de Docencia de Biologia Celular y
Molecular; a cargo del MC. Sergio Alvarez Barajas., en el edifico L,
perteneciente al Departamento de Biologia Celular y Molecular del Centro
Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias (CUCBA) de ta Universidad

de Guadalajara.

DISENO EXPERIMENTAL

Los microorganismos que empleamos para este estudio fueron los siguientes:

Helicobacter pylori, Escherichia coli, Salmonella entertidis (13076,
Microbioclogics), Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Proteus mirabilis,
Pseudomonas aeruginosa,  Staphylococcus aureus y  Staphylococcus

epidermidis.

Las cuales nos fueron proporcionados por el Laboratorio de Docencia de
Biologia Celular y Molecular, ademas de la colaboracion de la gastroenterdlega

Teresa Gonzakez Garcia (Heficobacter pylor) y de la Doctora Josefina Casas

Solis.

Las cepas fueron inoculadas (por triplicado) en tubos con caldo nutritivo usando
ta lécnica de Macfarland (se describe en anexos), para cada género, las
incubamos en estufas bacteriologicas a una temperatura de 37° C por 24 horas,
exceplo las cepas de Helicobacter pylon, las introducimos en un frasco de

anaerobiosis, de acuerdo a los requerimientos propios de la bacteria.

39



Tabla 2. Relacidon de cepas de microorganismos y medios de cultivo utilizados

para su mantenimiento.

L CEPAS - - © - AGAR
Helicobacter pylori Agar sangrefchocolate
Escherichia coli Eosina Azul de Metileno (EMB)
Salmonella typhimurium Agar Salmonella y Shigella (ASS)
Proteus mirabilis Agar Verde Brillante (AVE)
Klebsiella pneurnonae Eosina Azul de Metileno {(EMB)
Staphylococcus aureus Agar Sal y Manitol (MAS)
Staphylococcus epidermidis Agar Sal y Manitol (MAS)
Serratia marcescens Eosina Azul de Metileno EMB
Pseudomonas aeruginosa Agar Nutritivo

El extracto de ajo lo extrajimos en el Laboratorio de Inmunabiclogia, del
Departamento de Biologia Celular y Molecular de la Universidad de Guadalajara,
en el Centro Universitario de Ciencias Biologicas y Agropecuarias (CUCBA). La
extraccion fa realizamos de ajo fresce (100grs) y el método utilizado fue tintura
alcohélica o extraccion organica, se realiza dejando los dientes de ajo en alcohol
etilico o etanol, la porcion es 3 partes de alcohol (7Omi} por una parte de agua
(30ml). Después se filtro la mezcla con una gasa estéril en un recipiente limpio.
La purificacion se realizé por destilacion al vacio, la dejamos reposar durante
dos meses. En el caso del aceite esencial Cymbopogon citratus (ERILIM} es de
uso comercial, fue proporcionado por MVZ Jorge Alvarez Ousset (CUCBA). El
aceite esencial de Alfium sativurn tiene una concentracion de 100%, y en el caso

de Cymbopogon citratus esta al 97%.

Cada cepa la sembramos en dos ocasiones por triplicade con 8 discos de papel
filtro impregnados con los compuestos a probar. Después la volvimos a sembrar
en dos ocasiones por duplicado. ¥ por ultimo en cada caja de Petri hicimos la
siembra de cada cepa utilizada y la dividimos en dos unicamente. La primer
siembra la realizamos para observar el halo de inhibicion de cada compuesto
utilizado, encontrandose disparidad en uno o dos de las replicas, al no ser
homogéneos los resultados se pensd que habian sido mal sembrados. Por otro

lado, algunos de los compuestos utilizados comoe son el aceite esencial de
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Cymbopogon cifratus y Amoxicilina, siendo los de mayor efectividad, acaparaban
el espacio de los otros compuestos, siendo imposible ia lectura de inhibicion de
los compuestos afectados. En el caso de Salmonella enteritidis constatamos, en
la segunda siembra, que la cepa estaba muertas por lo gque se tuvo que volver a
conseguir y a sembrar para la lectura de los halos de inhibicién. En la dltima
siembra de cada cepa, dividimos en dos la caja de Petri y en cada mitad
colocamos un disco de papel filtro con los diferentes compuestos para asi

obtener los halos de inhibicidn con mayor claridad.

Tabla 3. Compuestos que colocamos en cada disco de papel filtro:

‘Discos | .- .0 - Compuestos organicos
1 Acette esencial de Cyrnbopogon citratus
2 Aceite esencial de Allium sativum

Compuestos sintéticos
Agua bidestilada estéril (testigo negativo)
Eritromicina
Amoxicilina
Vetericyn

D | |W

Método de difusion con disco en agar

Las bacterias que utilizamos en el estudio las inoculamos sobre la superficie de
una placa de agar Mielier-Hinton. Posteriormente colecamos sebre [a superficie
del agar discos de papel de filtro impregnados con cantidades estandarizadas de
agentes antimicrobianos (Tabla 4). Luego del pericdo de incubaciéon medimos el
diametro de la zona de inhibicion alrededor de los discos (Figura 1). Mediante el
uso de tablas de referencia, preparamos un reporie cualitativo (sensible,

intermedio o resistente).
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1A 1B

Figura 1. Distribucién microbiana y halo de inhibicion.
Fuente: 1A: netropica.org/bacteriologia/DifusionKB.pdf, 2005;
1B: Maria Fernanda Goytia Acevedo, 2009.

Principio de la técnica de difusion con disco en agar. La concentracion del
antibiético decrece conforma mayor sea la distancia desde el borde del disco
(A). En el area en donde la concentracion del antibiotico sea insuficiente para
inhibir el crecimiento, se observara un margen a partir del cual ocurrira un
crecimiento confluente (B)

(http://www .netropica.org/bacteriologia/DifusionKB.pdf, 2005).

Procedimiento

1. Permitimos que las placas de agar Mueller-Hinton y los discos alcancen la
temperatura ambiente antes de utilizarlos

2. Preparamos una suspension de caldo nutritivo a partir de un cultivo
fresco. Utilizamos esta suspensién para inocular las placas de agar
Mueller-Hinton antes de 15 minutos

3. Introducimos la torunda de algodon en la suspension y rotandola contra
las paredes internas del tubo para remover el exceso de inoculo
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4. Inoculamos con la torunda la superficie del agar en tres direcciones,
rotando la placa aproximadamente 60° entre las inoculaciones. Utilizamos
una torunda por cada placa de medio

5. Permitimos que el inéculo sobre la superficie del medio de cultivo se
seque antes de aplicar los discos. La aplicacion de los discos se debe
hacer luego de 3 minutos y antes de 15 minutos de inoculada la placa

6. Aplicamos los discos a la superficie del medio de cultivo utilizando pinzas:

« No debamos colocar mas de 6 discos en las placas que tienen 90 mm de
didmetro y la distancia entre los centros de Jos discos no debe ser menor

a25mm

Figura 2, Posicion de los discos de papel de filtro en la caja de Petri.

= Una vez colocados, presionamos levemente cada uno de los discos para
que se adhieran a la superficie del agar

« Una vez colocados los discos, las placas deben ser colocadas en la
incubadora antes de 15 minutos

7. Laincubacién ia debemos efectuar a 37°C por 24 horas

8. Realizamos la lectura de la prueba mediante determinacion del diametro
de la zona de inhibicidn (incluyendo el didmetro del disco):

» Colocamos la placa sobre una superficie negra pero bien iluminada (luz
directa a 45°), con el fondo hacia arriba y |la tapa hacia abajo. En €l caso

de los medios de cuitivo opacos (agar Mieller-Hinton suplementado con
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sangre), colocamos [a placa con el fonde hacia abajo y removimes la tapa
para realizar la lectura
= Medimos el diametro de inhibicién con una regla milimétrica al milimetro

mas cercano

Reporte

+ Interpretamos los diametros de la zona de inhibicion de acuerdo a jos

criterios dados en [a tabla adjunta y reportamos los resultados

Tabla 4. Sensibilidad bacteriana a los antibidticos de acuerdo con el didmetre de

los halos de inhibicion

’ ANTIBIOTICO | CONCENTRACION Ciametro del halo de inhibicién (mm})
MEDIANAMENTE
N
RESISTENTE | INTERMEDIO CENSIBLE SENSIBLE
ERITROMICINA 15pg <13 14217 >18
AMOXICILINA 5-8ug <5 6a’7 > 8

En el caso del Vetericyn, ai ser un desinfectante no contamos con la sensibilidad

bacteriana de acuerdo a los halos de inhibicidon de un antibiograma.

Para el analisis estadistico utilizamos el programa estadistico Statgraphics Plus
5.1 en donde obluvimos analisis de varianza (ANQOVA), desviacion estandar (),
media (), rangos minimos y maximos y la significancia. Asi mismo
obtendremos graficos de barra, caja y bigote e histogramas. Los cuales
analizamos para conocer los efectos de cada compuesto en las diferentes cepas

y obtener el de mejor eficacia bactericida.
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RESULTADOS

La inhibicién microbiana del compuesto organico Cymbopogon citratus (ERILIM)
se presenta en la figura 3. Pseudomona aeruginosa presento una mayor
sensibilidad al compuesto, con halos de inhibicion de 42.43 + 1.27 mm, seguida
de Staphylococcus epidermidis con 32 + 10 mm y con menor resistencia se
encontraron Escherichia coli con un halo de inhibicion de 11.14 + 2.79 mm y
Klebsiella pneumoniae con 8.14 + 0.38 mm.
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Figura 3. Promedio de halos de inhibicién de crecimiento de 9 bacterias
por el aceite esencial de Cymbopogon citratus.

En la figura 4 se presenta la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Allium sativum. Se observé que Helicobacter pylori mostrd mayor halo de
inhibicion con 16 + 0.82 mm, seguida de Salmonella enteritidis con 12.71 + 2.29
mm, Escherichia coli y Staphylococcus aureus presentaron un halo de inhibicién
de igual tamafio con 9 * 1.63 y 9 * 2.77 mm; por otro lado Pseudomonas
aeruginosa es la que menos resistencia mostré frente a este compuesto
organico con 6 + 0.58 mm. Los microorganismos restantes tienen un halo de
inhibicién entre 7.29 y 6.43 mm.
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Figura 4. Promedio de halos de inhibicion de crecimiento de 9 bacterias

por el aceite esencial de Allium sativum

En la figura 5 se muestra la inhibicion microbiana por Eritromicina.
Staphylococcus epidermidis, fue el que presenté mayor zona de inhibicion con
21.57 + 8.46 mm, seguido por Pseudomonas aeruginosa con 19 + 8.21 mm. Los
microorganismos que tuvieron menor resistencia al compuesto fue Escherichia
coli con un halo de inhibicién de 5.29 + 0.49 mm (siendo el dato mas bajo de
todo el estudio), Proteus mirabilis y Staphylococcus aureus con 6.14 £ 0.90 y
6.14 = 0.69 mm respectivamente.
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Figura 5. Promedio de halos de inhibicién de crecimiento de 9 bacterias
por Eritromicina
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En la figura 6 Escherichia coli al igual que en el compuesto anterior (figura 5),
presentd halos de inhibicion de menor diametro con respecto al resto de las
bacterias analizadas (5.86 + 0.69 mm), resultando la menos susceptible a
Eritromicina y Amoxicilina. Por otro lado Helicobacter pylori presento un halo de
inhibicion de mayor diametro con 28.57 + 4.39 mm, muy similar que con el
compuesto organico de Allium sativum (figura 4). Pseudomonas aeruginosa
muestra un halo de inhibicion de 28 + 1.15 mm, seguida de Proteus mirabilis con
22.43 + 1.40 mm.
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Figura 6. Promedio de halos de inhibicion de crecimiento de 9 bacterias

por Amoxicilina

En la figura 7 se observa que la bacteria mayormente afectada por Vetericyn en
su crecimiento fue Pseudomonas aeruginosa con 16.71 + 7.74 mm, este mismo
comportamiento lo mostré con Cymbopogon citratus (aunque mayor con este
compuesto con 42.43 + 1.27 mm, figura 3). La segunda bacteria mas afectada
fue Staphylococcus epidermidis con un halo de inhibicion de 12.43 + 7.89 mm,
seguida de Helicobacter pylori con 8.57 + 0.98 mm. Las bacterias menos
afectadas fueron Escherichia coli con 7.29 + 0.76 mm y Staphylococcus aureus
con 6.57 + 0.53 mm.
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Figura 7. Promedio de halos de inhibicion de crecimiento de 9 bacterias

por Vetericyn

Identificamos cual de las 9 especies de microorganismos tuvo mayor resistencia

a los diferentes compuestos utilizados, siendo Escherichia coli seguida de

Klebsiella pneumoniae (figura 8).

Figura 8. Comparacién entre las 9 especies de microorganismos con los

compuestos utilizados.
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Comparando los 2 compuestos organicos, observamos que Cymbopogon
citratus (ERILIM) tuvo mayor efecto inhibidor que Allium sativum (Extracto de
Ajo) en todos los microorganismos utilizados. De igual manera se compararon
los compuestos organicos con los compuestos sintéticos. En donde
Cymbopogon citratus fue el que presento un mejor efecto inhibidor en todas las
bacterias, seguido de Amoxicilina y Eritromicina (figura 9).
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Figura 9. Comparacién entre compuestos organicos y compuestos

sintéticos.

Como era de esperarse, el agua bidestilada estéril (testigo negativo) no presento
ninguna inhibicion a los microorganismos utilizados en el estudio, permitiendo el
crecimiento y reproduccion de cada uno, en todas las pruebas realizadas.

Componentes principales

Una vez obtenido los resultados fueron analizados en el programa estadistico
Statgraphics Plus 5.1 donde obtuvimos los componentes con mayor eficacia
bactericida, se analizaron los cinco compuestos utilizados en el estudio:
Cymbopogon citratus, Allium sativumn, Eritromicina, Amoxicilina y Vetericyn.
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Tabla 5. Principales Componentes Analizados

Componentes Datos evaluados Varianza Porcentaje
acumulado
Cymbopogon citratus 2.48107 49.621 49621
Allium sativum 1.0422 20.844 70.465
Eritromicina 0.658005 13.160 83.625
Amoxicilina 0.464266 9.285 92.911
Vetericyn 0.354463 7.089 100.000
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Figura 10. Distribucién de los componentes
Los 2 compuestos naturales (Cymbopogon citratus y Allium sativum),

representan un 70.46% de valores propios mayores o igual a 1,0. Juntos

representan la variabilidad de los datos originales.
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DiSCUSION

Los @ microorganismos demostraron ser resislentes a la accion del testigo

negativo (agua bidestilada esiéril).

Los 3 componentes sintéticos (Eritromicina, Amoxicilina y Vetericyn) agrupan el
30% de los datos analizados, se identifico una menor capacidad de inhibicion del
crecimiento microbiano por Eritromicina y Vetericyn en comparacion con
Amoxicilina en mayoria de bacterias estudiadas, lo que indica que aigunos de
los microorganismos fueron medianamente resistentes a estos, como se observa
en la tabla 5 y en la figura 11. El 70% de los datos corresponden a los 2 aceites
esenciales Cymbopogon citratus y Alfium sativum que concentran 22 dalos de
halos de inhibicion, en donde el 20.8% corresponde a Allium sativum y el 49.6%
a Cymbopogon cilratus, 1o que nos indica que el Cymbopogon citratus {ERILIM)
es el que presenta halo de inhibicidn mayor, por lo tanto es el mas eficaz contra
los @ microorganismos utilizados, siendo mas relevante su efecto contra
Pseudomonas aeruginosa, le .sigue Staphylococcus epidermidis, Salmonella
enteritidis y Helicobacter pylori con el mismo promedio de halo de inhibicion
(Figura 3 y 5). Estos resultados coinciden con los mencionados por Raman

(1995).

La accidén baclericida de Cymbopogon citratus es debida a su propiedad
liposoluble, esta molécula pasa a traves de la pared y membrana celular
bacteriana, rompe estas estructuras y la bacteria muere, asi mismo, puede

romper sitios activos del ADN y RNA.

Por lo anteriormente expuesto es significativo mencionar y por su importancia en
la salud ambiental y humana que la Pseudomonas aeruginosa es
potencialmente patégena para el hombre, entre los efectes nocivos que le
produce es el dafo tisular y al sistema inmune, el Staphylococcus epidermidis
causa también dafo tisular severo. También es relevante mencionar gue el

Cymbopogon citratus (ERILIM) combate a 2 enterobacterias extremadamente
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patbgenas como son la Saimonella enteritidis causante de la tifoidea y la
Helicobacter pylori, bacteria que provoca la gastritis, enfermedad que padece
mas del 95% de la poblacién mundial.

El uso del aceite esencial de Cymbopogon citratus (ERILIM) se sugiere por via
oral, para las 7 especies de la familia Enterobacternaceae que se utiizaron en
este estudio y para Staphylococcus aureus, y de forma cutanea para S.

epidermidis.

De manera substancial el Aflium sativum (extracto de 2jo) inhibid el crecimiento
bacteriano de 2 enterobacterias sumamente patdgenas como son Salmonella
enteritidis y Escherichia coli que provoca una de las enfermedades entéricas
mas mortales, y el halo de inhibicion mayormente significativo lo presento la
Helicobacter pylori, como 1o hemos mencionado en los parrafos anteriores esta
bacteria es inhibida por los 2 aceites esenciales utilizados en este trabajo de
tesis (ver Figura 3 v 4). Los resuitados cbienidos con Alfium sativum coinciden

con los mencionados por Barros (1993) y Fernandez y col. {1999).

La accién bactericida de Alium sativum es la misma mencionada para

Cyrmbopogon citratus.

El uso de Aflium sativum (extracto de ajo), se recomienda gue sea paor via oral,
como lo hemos citado con anterioridad, las bacterias que inhibe producen

enfermedades gastrointestinales.

Este tipo de estudios se hacen necesarios para destacar el tratamiento de
diversos padecimientos en la medicina tradicional, este hecho ha atraido el
interés de investigadores y meédicos especialistas para su utilizacion ya no

solamente como una alternativa sino como primera opcion de tratamiento.
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Las plantas aportan una gran cantidad de compuestos quimicos con caracter
antimicrobiano, algunos de los cuales muestran una actividad in vitro

comparable a la de los antimicrobianos utilizados.

El arsenal terapéutico del reino vegetal es incalculable, ya gue hasta el momento
se conoce un porcentaje muy pequefio de fos compuestos naturales

procedentes de las plantas.

Los estudios relacionados a la resistencia e inhibicidn de lo0s microorganismos
ante la presencia de antimicrebianos son excelentes referencias para darle

continuidad a este trabajo de investigacion.
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CONCLUSION

De los 6 componentes ulilizados en el estudio, 2 son de origen natural:
Cymbopogon citratus, Allium sativurm, 3 son de origen sintéticos: Eritromicina,

Amexicilina y Vetericyn.

El aceite esencial de Cymbopogon citratus demostrd mayor eficiencia que los
compuestos sintéticos al inhibir el crecimiento de los microorganismos, ios

cuales mostraron menor resistencia a este compuesto natural.

El aceite esencial de Allium sativum mostré mayoer eficiencia en la inhibicion de
E. coli en comparacion con todos los antibioticos convencionales estudiados y el
comportamiento es igual gue ellos, excepto con Amoxicilina, en inhibicién de los

demas microorganismos.

Estas sustancias pueden ser utilizadas directamente o como base para la

sintesis de nuevos principios Otiles en el tratamiento de las infecciones.
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