REV. Epistemia. Vol. 4 Nam. 2 (2020) — Numero Especial.

ACTIVIDAD EXTRACTO ETANOLICO DE HOJA DE Allium Sativum (Ajo) SOBRE

Staphylococcus Aureus

ETHANOLIC EXTRACT OF LEAF OF Allium Sativum (Garlic) ACTIVITY ON Staphylococcus
aureus

Juan Luis Rodriguez Vega®
Davis Alberto Mejia Pinedo?
Miryam Griselda Lora Loza®
Pedro Carlos Pérez Martinto*

[@losle]

Recibido: 23/05/2020
Aprobado: 12/07/2020
En linea: 27/07/2020

RESUMEN

Es conocida la actividad antimicrobiana del ajo como medida de tratamiento tradicional, el presente
estudio tuvo como objetivo determinar la actividad del extracto etandélico de hoja de Allium sativum
(ajo) sobre Staphylococcus aureus para lo cual se empled un preparado preliminar utilizado para tratar
infecciones fungicas; empleando un extracto etan6lico con caracteristicas propias de la hoja de Allium
cepa. Para valorar los efectos inhibitorios se utilizd la metodologia tradicional que sustenta la
halometria desarrollada. Logrando evidenciar una interaccién farmacognosica. Se utiliz6 cepas de
Staphylococcus aureus obtenidas de aislamiento de laboratorio clinico particular que fueron
enfrentadas con concentraciones al 5%, 10%, 20% y 30% de una solucidn stock (extracto etanélico
obtenido de las hojas), comprobandose un efecto en halos de inhibicion de 10 nm, 15 nm y 18 nm
son mas efectivos, mientras que el 30% es mas efectivo.
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ABSTRACT

The antimicrobial activity of garlic is known as a traditional treatment measure. The present study
aimed to determine the activity of the ethanolic extract of Allium sativum (garlic) leaf on
Staphylococcus aureus, for which a preliminary preparation used to treat fungal infections was used;
using an ethanolic extract with characteristics of the Allium cepa leaf. To assess the inhibitory effects,
the traditional methodology was used that supports thehallometry. Achieving evidence of a
pharmacognostic interaction. Staphylococcus aureus strains obtained from private clinical laboratory
isolation were used that were confronted with concentrations of 5%, 10%, 20% and 30% of a stock
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solution (ethanolic extract obtained from the leaves), verifying an effect on inhibition halos 10 nm,
15 nmand 18 nm are more effective, while 30% is more effective.
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INTRODUCCION

Es necesario recordar gue la historia natural de la infeccidn por Staphylococcus aureus (SA) asume
un proceso fisiopatolégico de adhesion, colonizacion e infeccion, donde en recién nacidos, nifios (la
gran mayoria) y adultos tienden a una colonizacion intermitente por SA, el cual tiene dianas comunes
como la nasofaringe y en la piel, siendo pocas veces reconocidas en los 6rganos genitales externos,
el recto y la periné; hasta llegar a casos graves como los del sindrome de choque tdxico.

Desde estas areas, SA puede diseminarse en areas mayores de la piel, membranas mucosas o cualquier
parte asociada con el contacto fisico o relaciones interpersonales. Si un aerosol o el contacto directo
con la mucosa no traspasa la epidermis se considera a esta como una barrera mecanica eficaz para
prevenir la invasién local del tejido (1)

Si esta barrera se rompe por un traumatismo o por iatrogenia, el SA puede ingresar al tejido
subyacente y desarrollar lesiones locales caracteristicas, como abscesos.

La liberacion de toxinas del SA en la piel y otros 6rganos puede causar varios tipos de erupciones
cuténeas y sintomas generales, como por ejemplo una diarrea aguda. Se asume la posibilidad de que
las bacterias eludan el mecanismo fagocitico local e ingresen en los conductos linfaticos o la sangre,
provocando bacteriemia estafilocécica, que es una complicacion grave que puede conducir a una
infeccion metastasica y de mal prondstico.(2)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) incluy6 a SA como un agente etiologico de alta
prioridad, debido a un evidente aumento de sus niveles de resistencia a los antibacterianos uso comun,
por lo gue es necesario investigar y desarrollar nuevas alternativas farmacologicas para el tratamiento
de las infecciones causadas por SA .(3)

Los datos clinicos y epidemiol6gicos son clave para orientar un diagndstico asertivo de caracter
microbioldgico ante una sospecha de posible infeccion, por lo tanto, es necesario aislar e identificar
SA en muestras clinicas.

Para la toma de muestra se emplea sangre, tejidos, generalmente fluidos bioldgicos estériles, o
aspirados de abscesos, las cuales preliminarmente siguen un proceso de tincion directa por el método
de Gram para observar la forma y agrupaciéon determinando un diagnostico morfol6gico de la
bacteria, asi como su patron inflamatorio, siendo la presencia de leucocitos polimorfonucleares
indicador clave.(4)

SA presenta estructuras que lo adaptan a un eficiente mecanismo de defensa contra el huésped
potenciando patogenicidad, virulencia y contagiosidad, asi como la capacidad de defensa contra los
agentes antimicrobianos utilizados para combatirlo a través de los plasmidos de resistencia. La pared,
las toxinas, enzimas y demas componentes productivos de SA, constituyen sus factores de virulencia
y determinantes de patogenicidad. EI genoma de SA esta representado por cromosomas circulares
(plasmidos y transposones, con aproximadamente 2800 pares de bases), donde se ubican los genes
que expresan la virulencia y la resistencia a los antimicrobianos. Existe la ventaja evolutiva de que
estos genes se pueden transferir entre diferentes cepas SA .(5)

La pared celular de SA estd compuesta en un 50% de su peso seco, por el peptidoglicano que es un
polimero compuesto de subunidades alternas con enlaces B1,4 de N-acetilglucosamina y acido N-
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acetilmuramico. Estas cadenas de polisacaridos estan reticuladas por una cadena de tetrapéptidos
unida al &cido N-acetildrico y un puente de pentaglicina especifico de SA.

El peptidoglicano puede tener actividad de endotoxina y estimular a los macrofagos para que liberen
citocinas, y estas activen la via del complemento y posteriormente la agregacion plaquetaria. Es
necesario destacar también que existen diferencias sutiles en la estructura del peptidoglicano entre las
diferentes cepas de estafilococos, lo que puede explicar los cambios relacionados con su capacidad
para producir sindrome de coagulacion intravascular difuso.(6)

Por ultimo las diferentes etapas de la infeccion estafilocdcica parecen requerir diferentes conjuntos
de determinantes de virulencia. En las primeras etapas de la infeccion, la expresion de proteinas de
superficie unidas a moléculas de la matriz extracelular favorece la colonizacién satisfactoria de los
tejidos del huésped, mientras que la sintesis de exoproteinas favorece la diseminacién a los tejidos
adyacentes. Los estudios realizados en modelos animales apoyan esta hip6tesis, donde la inactivacion
de genes reguladores reduce la virulencia de las bacterias. (7)

MATERIAL Y METODO:
Recoleccidn y preparacion del extracto etandlico de hojas de Allium sativum (Ajo)

Se recolecto el espécimen del campo cercano a la ciudad de Otuzco; se sec6 en en un lugar fresco a
temperatura ambiente por 4 dias para evitar que afecte a sus componentes térmicamente inestables
como la alina y la alicina. Pasado este periodo de tiempo, se extrajo las hojas de las plantas y se
colocaron en un frasco de vidrio con tapa sellada. Alli se afiadié etanol al 98% y se dej6 macerar de
48 a 72 horas, 100 g de hojas en 250 ml de etanol, estableciéndose la solucién Stock. (8)

Medios de aislamiento

De acuerdo con la metodologia de cultivo para SA se utilizaron cepas aisladas de un laboratorio
clinico, donde después de 18-24 horas de incubacién, formaron colonias con un didmetro oscilante
de 0,5 a 1,5 mm. Se obtuvieron colonias de SA de tipo liso, elevado y brillante. Y todo el borde tiene
una consistencia cremosa, La pigmentacién que se evidencio fue de amarillo a dorado. Con presencia
de cepas B-hemoliticas en agar sangre. Coagulasa positivas (9).

Metodologia de la halometria

En un tubo de ensayo 13x100 se colocé aproximadamente 1,5 mL de caldo peptonado en condiciones
de esterilidad. Si afiadio el in6culo de cepa bacteriana e incubo a 37°C x 18 hs.

Se prepar0 la placa de Petri bajo el modelo de Kirbi Bauer: vertiendo la suspension bacteriana en una
placa petri estéril, se diluyo y mantuvo a 441 'C agar Mueller — Hinton. Y luego se afiadio el agar en
la placa con la suspension bacteriana y homogeneiza con movimientos de vaivén y giratorios en
sentido horario y anti horario.

Se dejo que solidifica el medio (espera unos 10 minutos). (10)

Se colocaron los discos embebidos en las respectivas soluciones del extracto de las hojas de ajo. En
una placa Petri estéril, se colocaron los 4 discos de concentraciones porcentuales de 5, 10, 20 y 30
con la ayuda de una jeringa descartable. Los espacios entre los discos en la placa fueron
proporcionalmente semejantes. Se incubo por 371 1C durante 24 horas (11)



REV. Epistemia. VVol. 4 Nim. 2 (2020) — Numero Especial. Casas, J. (2020). Actividad extracto etan6lico
de hoja de allium sativum (ajo) sobre staphylococcus aureus. Per(. Rev. Epistemia, 4(2)

RESULTADOS

Determinacion halométrica de inhibicion de extracto etanolico de la hoja ajo al 5, 10, 20y 30% en la
cepa estudiada.

L . Promedio en .,
. Concentracion | Cantidad Desviacion
Grupos de tratamiento mm de la 2
porcentual % | deplacas | . . ... estandar
inhibicién
Grupo 1 extracto etanolico
de hoja allium sativum 5 20 4 0.34
(ajo)
Grupo 2 extracto etanolico
de hoja allium sativum 10 20 7 0.41
(ajo)
Grupo 3 extracto etanolico
de hoja allium sativum 20 20 15 0.25
(ajo)
Grupo 4 extracto etanolico
de hoja allium sativum 30 20 18 0.27
(ajo)

Fuente: elaboracién propia
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Gréfico de la determinacion halométrica de inhibicion de extracto etandlico de la hoja ajo al 5, 10, 20
y 30% en la cepa estudiada

Fuente: elaboracién propia
DISCUSION

Se emplea para lograr la mejor tasa de curacion clinica y microbiana mediante el uso de B-lactdmicos,
en ese sentido se ha estudiado que hacer que la concentracién de antibi6ticos libres en el suero sea 4-
5 veces mayor que la CMI durante el 100% del intervalo de dosis continuo, tiene un efecto positivo.
Existen recomendaciones en la terapéutica para prevenir infecciones con alta carga microbiana, como
endocarditis, neumonia y osteomielitis, donde algunas poblaciones bacterianas pueden estar en la fase
de crecimiento en reposo; neutropenia o cualquier otro tipo de inmunosupresion evidente, infecciones
del sistema nervioso central y cualquier paciente con infeccion estafilocdcica que cumpla con criterios
de sepsis.

La actividad de las hojas de ajo no aplica una ruta farmacoldgica equivalente a la capacidad de un
antibiotico para evitar la produccion de toxinas, y de ese modo eliminar la poblacion bacteriana en la
célula, es necesario eliminar la poblacion en el biofilm que puedan colonizar las fosas nasales
evitando la proliferacion de mutantes de resistencia. En este sentido el extracto demostré efectividad
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ante la cepa a una concentracion equivalente a la empleada como antifingico en estudios anteriores;
en este sentido se consideraria mas pertinente para el tratamiento de infecciones por SA
dermatoldgicas, de esta manera se contribuye con un tratamiento econémico y sostenible. Es
necesario finalmente afirmar que la inhibicion de la cepa es proporcional a la concentracién del
extracto siguiendo un disefio de estimulo creciente.

CONCLUSIONES

La actividad del extracto etanélico de hoja de allium sativum (ajo) sobre staphylococcus aureus fue
mas efectiva a la concentracion del 30 %, de acuerdo con la halometria efectuada.
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1, Preparacion del extracto y verificacién de sus propiedades.
2, Observacion de la cepa post Tincion de Gram

3. Una de las placas que muestra el efecto inhibitorio.




