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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico de Allium sativum

“ajo” sobre Staphylococcus aureus.

Metodologia: La presente investigacion se basdé en un modelo cuantitativo, de corte
transversal y prospectivo, con modelo experimental y grupos control; la poblacion de estudio
estuvo conformada por Allium sativum (ajo) del cual se consideré una muestra 3kg. que
cumplid con los criterios de inclusion y exclusion, la evaluacion microbiologica se realizé
mediante la técnica de difusion en pozo y la obtencidn del extracto se realizo por medio de
difusion en solvente, la estadistica que se practico fue descriptiva e inferencial, las pruebas

de hipdtesis aplicadas fueron ANOVA y Tukey con un nivel de significancia de 0,05.

Resultados: Los metabolitos secundarios identificados fueron en cantidad moderada de
aminoacidos azufrados, compuestos fendlicos y flavonoides; en cantidad escasa de
alcaloides y taninos; los halos de inhibicion promedio de 13,14mm (50%), 18,97mm (75%)
y 23,03mm (100%) para las concentraciones del extracto de ajo, de 6,20mm (control
negativo) y 33,31lmm (control positivo), el analisis estadistico demostré diferencia
significativa en el efecto del extracto de ajo y el ciprofloxacino frente a Staphylococcus

aureus, presentan este ultimo mayor efecto.

Conclusion: Se demostro el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Allium
sativum “ajo” sobre Staphylococcus aureus, sin embargo, el efecto no es mayor que el

ciprofloxacino.

Palabras claves: Staphylococcus aureus, extracto etanolico, Allium sativum, ajo,

ciprofloxacino
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antibacterial effect of the ethanolic extract of Allium
sativum "garlic" on Staphylococcus aureus. Methodology: This research was based on a
quantitative, cross-sectional and prospective model, with an experimental model and control
groups; The study population consisted of Allium sativum (garlic) of which a 3kg sample
was considered. that met the inclusion and exclusion criteria, the microbiological evaluation
was carried out by means of the well diffusion technique and the extraction of the extract
was carried out by means of diffusion in solvent, the statistics that were practiced were
descriptive and inferential, the hypothesis tests applied were ANOVA and Tukey with a
significance level of 0.05. Results: The secondary metabolites identified were in a moderate
quantity of sulfur amino acids, phenolic compounds and flavonoids; in low amount of
alkaloids and tannins; the average inhibition halos of 13.14mm (50%), 18.97mm (75%) and
23.03mm (100%) for the concentrations of the garlic extract, 6.20mm (negative control) and
33.31mm ( positive control), the statistical analysis showed a significant difference in the
effect of garlic extract and ciprofloxacin compared to Staphylococcus aureus, the latter
having a greater effect. Conclusion: The in vitro antibacterial effect of the ethanolic extract
of Allium sativum "garlic" on Staphylococcus aureus was demonstrated, however, the effect

is not greater than that of ciprofloxacin.

Keywords: Staphylococcus aureus, ethanolic extract, Allium sativum, garlic, ciprofloxacin

Alexander V. Acaro Pizarro
LIC. IDIOMAS EXTRANJEROS
Reg. N 134217




. INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es uno de los microorganismos frecuentes aislados a nivel
hospitalario, asi como comunitario. Las infecciones por Staphylococcus aureus generan una
notable morbimortalidad. Asimismo, el 30% de la poblacidn esta colonizada por este tipo de
bacteria, simultdneamente. Staphylococcus aureus es una de las principales causas por
bacteriemia y endocarditis infecciosa, asi como también causante de infecciones
osteomusculares, de piel y tejido blancos, pulmonares e infecciones relacionadas con

dispositivos médicos.!

Algunas cifras reportadas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) y algunos Ministerios de Salud de diferentes paises sefialan
que cada afio, alrededor de 700 mil personas mueren a causa de la resistencia de las
infecciones bacterianas a los medicamentos disponibles, en el 2016 se estim6é que se
produjeron mas de 200 mil muertes por afio en recién nacidos a causa de la resistencia a los
antibidticos. Asimismo, se estima que para el afio 2050 la resistencia a los antibioticas matara
a 10 millones de personas por afio.?

En un informe emitido por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) obtenido del estudio
de 144 paises dice que, las bacterias han incrementado su resistencia hacia los antibidticos
lo cual hace que las bacterias infecciosas se prolonguen por mas tiempo aumentando de esta
manera el riesgo de muerte. En el mismo informe la OMS revela datos epidemiol6gicos
sobre la resistencia de las infecciones por Staphylococcus aureus a los antibidticos por
regiones, siendo estos los siguientes: Africa (80%), América del Norte y América del Sur
(90%), Europa (60%), Asia Sudoriental (25%) y Pacifico Occidental (80%).°

De igual manera se calcula que el 64 % de las personas infectada por Staphylococcus aureus
metilo resistente tiene mayor probabilidad de morir que las infectas por cepas no resistentes,
pero esto depende también del perfil de resistencia y del tipo de paciente. De igual manera
la resistencia bacteriana a los antibidticos incrementa el costo en atencion médica, también

prolonga la estadia hospitalaria y demanda de mas cuidados intensivos.*

En un estudio realizado en varios hospitales de la ciudad de Lima, se demostrd que el 50%
de los Staphylococcus aureus aislados de hemocultivos durante los periodos 2008- 2009,

fueron resistentes a la meticilina.®
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La resistencia bacteriana hacia los antibidticos, es un hecho que va en un aumento cada dia
a nivel mundial, hace unas décadas atras los antibiéticos funcionaban muy bien tanto en
infecciones nosocomiales como comunitarias, pero en la actualidad este efecto
farmacoldgico estad disminuyendo debido a su irracional de estos medicamentos y en otras
causas, las cosas han dado un giro inesperado en los Gltimos afios ya que se ha perdido el

efecto de los antibioticos que tenian como reserva a causa de su mal uso.®

A nivel nacional contamos con el estudio de Julca G. (2018), establecié como objetivo
“evaluar la sensibilidad de Staphylococcus aureus frente al accion antibacterial del extracto
crudo liofilizado de Allium sativum (ajo) a diferentes concentraciones (0.5, 1, 5, 10, 25%),
recolectados de San Ignacio de la Oyola- Distrito de Sinsicap — Otuzco”. La metodologia
fue experimental; para identificar metabolitos secundarios se hizo uso de reactivos de
coloracion y precipitacion, para la evaluacion de la sensibilidad bacteriana se utilizo el
método Kirby Bauer, en Agar Mueller-Hinton, utilizando discos de papel filtro embebido
por cada concentracion del extracto, independiente se realizé un control positivo utilizando
discos de Cefalexina 30ug, estas fueron incubadas a 37°C durante 24h. Resultados: se
identifico flavonoides, alcaloides, taninos, aminoacidos y compuestos sulfurados. La
concentracion del 25% del liofilizado formo un halo de 15.17mm. Conclusion: Los datos
obtenidos muestran que se observa diferencia significativa entre la accion de Cefalexina
30ug y la concentracion del 25% del extracto crudo liofilizado de Allium sativum, siendo

mayor el efecto de la cefalexina.’

Saldivar D (2022) en su investigacion con el objetivo de “determinar el efecto antibacteriano
in vitro del extracto de Allium sativum (ajo) al 25%, 50%, 75% sobre cepas de Streptococcus
mutans en las 24h, 36h, 48h, en el Hospital Tambobamba.Cotabambas-2020”. Mediante un
disefio experimental realizé un estudio fitoquimico al extracto de Allium sativum para
determinar los metabolitos presentes en este, asi mismo, por medio de la técnica de Kirby
Bauer evalud el efecto antibacteriano del extracto a las concentraciones de 25%, 50% y 75%.
Resultados: Los metabolitos encontrados en el extracto fueron compuestos fenélicos en gran
cantidad, aminoacidos, flavonoides y alcaloides en cantidad media y alcaloides y taninos en
cantidad relativamente baja; los halos de inhibicién formados midieron 7,05mm (25%), de
7,65mm (50%) y 8,74mm (75%), a las 24 horas, el analisis de la varianza no determino

diferencias significativas entre los grupos de datos. Se concluye que el extracto etanélicos
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de Allium sativum presenta efecto antibacteriano a partir de las concentraciones del 50% y
75%8.

Por su parte, Armas S. (2020), propuso como objetivo “demostrar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto hidroalcoholico del bulbo de Allium sativum (ajo) sobre cepas de
Streptococcus mutans”. La metodologia corresponde a un estudio experimental, en el cual
se utilizaron 12 placas distribuidas en cuatro grupos, grupo control (etanol 70°), grupo
estandar (clorhexidina 0.12%), grupo experimental (extracto hidroalcohdlico 40 %) y grupo
experimental (extracto hidroalcohdlico 80%) las cuales fueron cultivadas con Streptococcus
mutans. Para evaluar la sensibilidad antibacteriana se utiliz6 el método de Kirby — Bauer.
Segun los resultados el didmetro de los halos de inhibicion para el grupo estandar fue
25,56mm; para el extracto 40% 23,14mm, 80% 25,68 y para el grupo control 6mm. Se
concluyé que el extracto hidroalcohdlico del bulbo de Allium sativum (ajo) tiene efecto

antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans.®

Ademas, Rodriguez J., Mejia D., Lora M. y Pérez P. (2020), el presente articulo tuvo por
objetivo “evaluar la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de Allium sativum
“ajo” sobre Staphylococcus aureus. Durante la ejecucion se prepard un extracto con alcohol
etilico de 70° para la extraccion de los metabolitos de las plantas y se prepararon
concentraciones al 5%, 10%, 20% y 30%, las que fueron expuestas a cultivos de
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Resultados: se demostro la actividad antibacteriana
mediante el método de difusion de disco; los extractos etanolicos de la hoja de Allium
sativum “ajo” presentaron halos de inhibicion de 4mm, 7mm, 15mm y 18mm para las
concentraciones de 5%, 10%, 20% y 30% respectivamente. Conclusiones: Se demostrd
actividad antibacteriana en Allium sativum “ajo”, siendo mas efectiva a la concentracion del
30%.10

También, Requejo M. y Callao J. (2021), “demostraron la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etanolico de Datura stramonium (Chamico) y Allium sativum (ajo) sobre
Staphylococcus aureus™. El estudio corresponde a un disefio experimental; la preparacion
del extracto etandlico de Datura stramonium y Allium sativum se realiz6 mediante
maceracion con etanol y la actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus se realizd
empleando el método de difusién en disco. Resultados: El extracto etandlico de Datura
stramonium obtuvo halos de inhibicién de 6,352mm, 6,273mm 6,171lmm, para las

concentraciones al 100 %, 75% y 50%; por otro lado, el extracto de etanolico de Allium
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sativum para las concentraciones de 100%, 75% y 50% obtuvieron halos de inhibicién de
20,43mm, 17,126mmy 10,66mm. Conclusiones: Se logré demostrar el efecto antibacteriano
de Allium sativum “ajo” sobre Staphylococcus aureus, pero Datura stramonium no demostro

efecto antibacteriano.*

A nivel internacional, se cuenta con estudios relacionados como el de los autores De Jesus
E., Da Silva L. y Ramos D. (2021) quienes propusieron como objetivo de “describir el poder
antimicrobiano de los componentes de Allium sativum (ajo) sobre Candida albicans y
Staphylococcus aureus”. El presente estudio realizé una investigacion descriptiva del tipo
revision de literatura con enfoque cualitativo, donde se evaluaron los resultados de algunos
articulos frente al cultivo de microorganismos patogenos con el fin de reducir o interrumpir
su crecimiento in vitro, segun su expresividad antimicrobiana. En los resultados se observo
que el extracto acuoso de ajo demostré ser eficientes para inhibir el crecimiento de cultivos
fangicos de Candida albicans y el crecimiento bacteriano de Staphylococcus aureus. Por lo
tanto, Allium sativum (ajo) actia como un potente antimicrobiano y no causa problemas

ambientales ni reacciones adversas si se utiliza en la dosis correcta.?

Botas J., Fernandez A., Barros L., Alves M., Carvalho A. y Ferreira I. (2019), Este estudio
tuvo como objetivo “estudiar los bulbos o dientes de ajo blanco (cultivadas tradicionalmente)
y negro (muestras procesadas)”. El estudio de Allium sativum en blanco y negro fue
comparativo. Todas las muestras se compararon con respecto a su composicion nutricional,
asi como a sus actividades antioxidante y antimicrobiana. El ajo negro tuvo el menor
contenido de humedad, pero la mayor cantidad total de azUcares y valor energético. El ajo
negro también presentd las actividades antioxidantes y antimicrobianas méas altas
(especialmente contra Staphylococcus aureus resistente a la meticilina). Por lo tanto, el ajo
negro, obtenido mediante técnicas de procesamiento, puede considerarse un producto
prometedor y de alto valor que podré ser explotado por la industria farmacéutica y de

alimentos funcionales/nutracéuticos.

Jafari A. y Shadi A. (2019), tuvieron como objetivo “comparar y evaluar los efectos
antibacterianos del extracto de metanol de Allium Sativum en el crecimiento de varias
bacterias patdgenas”. El estudio fue empirico y se prepar6é un extracto metandélico con la
especie Allium sativum, el efecto antibacteriano se hallé utilizando el método de difusion en
pozo, también, se hallé la CMI por dilucion tubular. De acuerdo, con los resultados el

extracto metanolico de Allium sativum evito el crecimiento de Staphylococcus aureus y
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Escherichia coli. A una concentracion de 6,25mg/ml, el extracto de metanol de Allium
Sativum tuvo el mayor efecto inhibidor sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus.
Mientras tanto, la concentracion de 12,5mg/ml tuvo el mayor efecto bactericida. Se concluye
que Allium Sativum puede reconocerse Util cuando se usa para tratar infecciones bacterianas,
por lo tanto, este compuesto podria aplicarse como sustituto de los farmacos quimicos

convencionales para tratar infecciones.*

Por otro lado, las bases tedricas del presente estudio definen a la especie Allium sativum (ajo)
como una planta herbacea vivaz de pequefio tamafio, posee hojas lineales envolventes,
umbelas globulosas de flores blancas o rojizas rodeadas por una larga espata caduca que
termina en punta, bulbo formado por bulbillos (dientes) insertados en una base plana y
rodeados por una tanica comdnmente blanquecina. El olor, débil, se desarrolla fuerte y

azufrado al lesionarse los tejidos.*®

Allium sativum (ajo) contiene azlcares (fructanas), sapondsidos (heterdsidos de
furostanoles: sativésidos, proto-erubdsido-R3, etc.) y se conoce por todo por sus colores
azufrados. El constituyente principal del ajo fresco intacto es la aliina o sulfoxido de S-alil-
L-(+)-cisteina. Cuando se cortan o trituran los tejidos, la aliina se degrada por un enzima, la
allinasa (=S-alquil-L-sulfoxicisteinliasa), en acido pirtvico y &cido 2-propennsulfénico, que
en seguida se transforma en alicina (0.3% en peso fresco). La oxidacion al aire de la alicina
conduce a la formacion de 1,7-ditiaocta 4,5-dieno, conocido con el nombre de disulfuro de
dialilo, que es el constituyente mayoritario de la esencia de ajo. El analisis preciso de
extractos alcohdlicos de ajo muestra también la presencia de productos de condensacion de
la alicina: 6Z- y 6E-ajoenos (4,5,9-tritiadodeca-1,6,11-trien-9-S-6xido) y de productos de

cicloadiccion del propential (vinilditiinas).®

Se ha demostrado que muchos compuestos identificados por cromatografia de gases en
diversas esencias de ajo no son mas que artefactos: el analisis por CLAR de los productos
obtenidos simplemente por destilacion a vacio forzado y temperatura ambiente no detecta
mas que tiosulfinatos R-S(O)S-R’ ; la alicina (R =R’ = alil), es claramente predominante
(80-90%).%

Tradicionalmente Allium sativum (ajo) se presenta en clasicas “ristras”, es decir. en trenzas
de hojas, con los bulbos muy ordenados; su almacenamiento en sitio fresco y bien ventilado

prolonga su conservacion. Es utilizado como diurético, antiseptico, antiflngico, hipotensor,
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hipocolesterolemiante, antiateromatoso, antiagregante plaquetario e hipoglucemiante. Se usa

también en la prevencion de trombos.®

En la antigliedad el ajo se empleaba como bactericida en infecciones, colera, difteria, y se
ha demostrado que puede emplearse satisfactoriamente para matar ciertas especies dafiinas
del tracto intestinal, sin afectar en absoluto las especies necesarias para su buen

funcionamiento.!®

Las propiedades atribuidas tradicionalmente a la especie Allium sativum (ajo) han sido
verificadas experimentalmente: actividad antibacteriana y antifungica demostradas in vitro.
La experimentacion animal ha demostrado, a lo largo de esta ultima década, que extractos
de ajo son capaces de disminuir los niveles de triglicéridos y colesterol (conejo, rata) y de
ejercer efectos antihipertensivos (rata). Sefialemos sin embargo que la naturaleza y la
composicion de los extractos no siempre ha sido bien precisada, lo que hace dificil la
interpretacion y comparacion de los resultados publicados en relacion con estas actividades
(y con otras). Las propiedades antiagregantes plaquetarias, demostradas in vitro, se atribuyen

a los ajoenos, inhibidores de la lipoxigenasa.?

Por otro lado, Staphylococcus aureus es una bacteria patdgena que se encuentra distribuida
a nivel mundial, es el principal agente causal de infecciones intrahospitalaria e infecciones
adquiridas en la comunidad. En la comunidad por lo general produce infecciones, piégenas
y superficiales, aunque con menor frecuencia pude llegar a producir osteomielitis, neumonia
y endocarditis aguda. A nivel nosocomial Staphylococcus aureus produce infecciones de
heridas quirdrgicas, prétesis e infecciones por dispositivos médicos, ademas puede a

producir bacteriemia.?*

Morfoldgicamente, Staphylococcus aureus (racimo de uvas doradas), es una bacteria Gram
positiva, pertenece a la familia Staphylococcaceae. Tiene forma de coco y se dispone en
parejas, en racimos o en cadenas. Tiene un tamafio que oscila entre 0.8 a 1.5 micras de
diametro. Es una bacteria mesoéfila, inmdévil, no esporulada, catalasa positiva, coagulasa
positivo y anaerobia facultativa. Resistente a condiciones ambientales adversas, amplios

rangos de pH y buena actividad de agua.?

Staphylococcus aureus puede crecer en medios no selectivos, como en agar sangre, agar
chocolate, cerebro, corazén, infusion (BHI) y medios liquidos para hemocultivo. Para el

aislamiento de Staphylococcus aureus el medio recomendable y el méas usado es el agar
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manitol salado o medio de Chapman por tener una elevada concentracion de sal que inhibe
el crecimiento de bacterias Gram negativas. Este medio permite realizar la identificacion de
Staphylococcus aureus mediante el crecimiento de bacterias Gram positivas. EI medio
permite realizar la identificacion de Staphylococcus aureus mediante el crecimiento de
colonias bacterianas de color amarillo caracteristica de Staphylococcus aureus, esto debido
a que la bacteria fermenta el manitol se genera un cambio en el medio de cultivé que se mira

de color rojo a amarillo.?

En medios de cultivo tradicionales como el agar soya tripticasa (TSI), agar sangre la mayoria
de especies crecen después de un periodo de incubacion de 18 a 24 horas, formando colonias
de 0.5a0.15 mm de didametro. Las colonias son brillantes, lisas, elevadas y de bordes enteros,
tienen consistencia cremosa y pigmentacion que va de amarillo ha dorado debido a la
produccion de carotenoides. Cuando se cultiva en agar sangre produce beta hemolisis total

alrededor de las colonias.?*

Por otra parte, la accion antibacteriana es aquella sustancia de origen natural o biolégico,
sintético o semisintético que tiene propiedades bactericidas y bacteriostaticas. La propiedad,
actividad o efecto bactericida es aquella que produce la muerte de las bacterias responsables
de un proceso infeccioso y la propiedad o efecto bacteriostatico es aquella que produce una

inhibicion, detencion del crecimiento y multiplicacion bacteriana.?®

La razon de que una sustancia determinada tenga propiedades bactericidas o bacteriostaticas
dependeréan de su mecanismo de accidn; por lo tanto, de su estructura, aunque, intervienen
conjuntamente otros factores como: la concentracién alcanzada en el sitio de la infeccion, el
tipo de bacteria, el tamafio del in6culo, el tiempo de accién y la fase de crecimiento de la
bacteria. Por ejemplo, el grupo farmacolégico de los B-lactdmicos sélo son bactericidas en
la fase de crecimiento activo de la bacteria, mientras que el grupo farmacolégico de las

polimixinas son bactericidas en cualquier fase.?®

La actividad o efecto antibacteriano exige una normalizacion o cuantificacion, que se
consigue mediante los meétodos utilizados in vitro para comprobar la susceptibilidad del
microorganismo en relacion con el antibiético. Dentro de estos métodos se define a la
concentracion minima inhibitoria (CMI), que es la menor concentracion de antibidtico capaz
de inhibir el crecimiento de 10° bacterias en 1mL de medio de cultivo, tras 18-24 horas de

incubacidn; la concentracion minima bactericida (CMB), indica la menor concentracion
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capaz de destruir o matar 10° bacterias en 1mL de medio de cultivo, tras 18-24 horas de
incubacion y el punto de corte de sensibilidad es la concentracion de antibi6tico por debajo

de la cual se considera sensible una determinada especie bacteriana.?’

Finalmente, para lograr una concentracion adecuada de los principios activos contenidos en
las plantas y que su accion sea mas efectiva es necesario realizar diversos procedimientos
mediante los cuales sean extraidos aquellos con solventes adecuados que se seleccionan de

acuerdo a la solubilidad y la estabilidad que posean las sustancias beneficiosas.?®

Estas preparaciones son conocidas como: decocciones, infusiones, extractos fluidos, densos
0 secos (segun su contenido de liquidos) y las tinturas. Los extractos son extraidos por
maceracion, el cual es el proceso mas simple de extraccion y debe estar protegido de la luz
para evitar posibles reacciones. Para lograr el proceso se coloca la especie vegetal en forma
de trozos o polvo, segun sea la conveniencia, en un recipiente lleno del menstruo y se deja
reposar por tres 0 mas dias, con agitacion frecuente hasta completar la extraccién del material

vegetal. La maceracion puede ser realizada en frio o con calor.?®

Del analisis de la informacién presentada se ha propuesto el presente problema general:
¢Cuadl serd el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Allium sativum “ajo”

sobre Staphylococcus aureus? del mismo modo, los problemas especificos planteado son:

= ;Cuales seran los metabolitos secundarios contenidos en el extracto etandlico de
Allium sativum “ajo?

= ;Cudl sera el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Allium sativum
“ajo” a una concentracion de 100%, 75% y 50% sobre Staphylococcus aureus?

= ;Cual sera el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Allium sativum

“ajo” comparado con ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureus?

El objetivo general planteado es: Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
etanolico de Allium sativum “ajo” sobre Staphylococcus aureus y los objetivos especificos

planteados son:

= |dentificar los metabolitos secundarios contenidos en el extracto etandélico de Allium
sativum “ajo”
=  Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de Allium sativum

“ajo” a una concentracion de 100%, 75% y 50% sobre Staphylococcus aureus
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= Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Allium sativum

“ajo” con ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureus

La hipdtesis general planteada es: el extracto etandlico de Allium sativum “ajo” presenta
efecto antibacteriano in vitro sobre Staphylococcus aureus, asi mismo, se plantearon las

hipétesis especificas siguientes:

= El extracto etandlico de Allium sativum “ajo” presenta mayor efecto antibacteriano in

vitro que el ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureus
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. METODO

2.1. Tipo y disefio de investigacion

2.1.1 Tipo de investigacion

El tipo de investigacion corresponde al modelo cuantitativo, de corte transversal
y prospectivo.

2.1.2. Disefio de investigacion
El disefio es experimental in vitro, existiendo manipulacion de las variables en

estudio, sigue el siguiente esquema de disefio:

G1 X1 01
G2 + 02
G3 - 03

G1, G2y G3: Grupos de cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923
X1: extracto etanolico de Allium sativum “ajo”

01, 02 y O3: Efecto observado.

-- Control negativo, sin tratamiento.

+ Control positivo
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2.2. Operacionalizacion de las variables

VARIA

BLE DEFINICION DIMENSIONES  INDICADOR UNIDAD DE

INDEPENDIENTE CONCEPTUAL MEDIDA

extracto

Allium sativum “ajo” | obtenida por medio de la

etanolico de | Solucién acuosa

maceracién en etanol 100%

del ajo B .
Concentracion 75% Porcentaje

50%

VARIABLE DEFINICION UNIDAD DE

DIMENSIONES INDICADOR

DEPENDIENTE CONCEPTUAL MEDIDA

Efecto
antibact

aureus

Staphylococcus las bacterias

Disminucién  en el | Halo de inhibicion | Diametro mm
eriano sobre | crecimiento normal de

2.3. Poblacién, muestra y muestreo?*

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

Poblacion
La poblacién de estudio estuvo conformada por Allium sativum “ajo” obtenida

de la zona de Incahuasi, provincia de Ferrefiafe, departamento de Lambayeque.
Muestra : Se tom6 una muestra correspondiente a 3 kg del bulbo de la especie
vegetal en estudio.

Criterios de inclusiéon
e Bulbos en buen estado

e Especie vegetal identificada por un botanico

e Bulbos de similar tamafio y peso

Criterios de exclusion

e Especie vegetal contaminada o con plaga

e Especie vegetal distinta a la estudiada.

Muestreo
Debido al tipo de muestreo empleado corresponde al tipo no probabilistico por
conveniencia.

20



2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad

2.3.1. Técnicas
Maceracion: Proceso mediante el cual se obtiene el extracto de la planta que
contiene los metabolitos activos extraidos con etanol 3+
DIFUSION EN POZO: Técnica modificada del método de Kirby Bauer que
permite agregar mayor cantidad de la muestra y observar su actividad

antibacteriana por medio de la formacion de un halo de inhibicion3*3
2.3.2. Instrumentos de recoleccion de datos

Ficha de registro: Ficha donde se registran de manera ordenada los resultados

del estudio.

Vernier digital: Instrumento de medicidn que permite obtener el tamafio de los

halos de inhibicion.

2.5. Procedimiento
Recoleccion de la muestra vegetal

La muestra vegetal fue recolectada en las primeras horas de la mafiana en una cantidad
suficiente para realizar los analisis (5 kilogramos), luego se colocaron sobre papel Kraft

y fueron llevadas al laboratorio para iniciar su tratamiento.

Luego se retiraron las capas que cubren los bulbos y selecciond aquellas estuvieron
conforme a los criterios de inclusién y exclusion, los bulbos seleccionados fueron en

una cantidad de 3 Kg que posteriormente fueron lavados con agua potable.
Preparacion de extracto etandlico de ajo:

Los bulbos fueron licuados en una licuadora domestica con etanol 70° y posteriormente
fueron colocados en frascos ambar, se realizo esta operacion hasta agotar la muestra,
luego se dejé macerar por 7 dias con agitacién vigorosa por dos minutos, luego de ese
periodo de tiempo se procedid a filtrar con papel de filtro, el filtrado obtenido fue

concentrado en una estufa.
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2.6.

2.7.

Reactivacion de la cepa de Staphylococcus aureus:

La reactivacion de la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 se realizé segun la
informacion técnica del catalogo de la empresa comercializadora de la cepa, para lo cual
el liofilizado reconstituido se aplicd en placas con agar Braid Parker hisopando toda la
superficie de la placa, se llevo a incubacién por 24 horas y confirmo el crecimiento de
colonias negras, se tomaron dos colonias con un hisopo y disolvi6 en solucion salina
fisiolégica en un tubo de ensayo, y realizaron diluciones sucesivas hasta lograr alcanzar

la concentracion bacteriana similar al 0,5 segun la escala de Mc Farland.

Sembrado en placa de cepa de Staphylococcus aureus:

De este ultimo tubo se realiz6 un sembrado en estrias en placas Petri con agar Miuller
Hinton, luego se prepararon 3 pocitos en placas y se colocaron 20 uL de cada
concentracion (100%, 75% y 50%) y 20uL de los grupos control de ciprofloxacino y

etanol 70°, luego se llevo a incubacion a 36°C por 24 horas.

Evaluacion del efecto antibacteriano del extracto de etandlico 2°
Se retiraron las placas de la incubadora y visualizo a tras luz la formacion de halo de
inhibicion y midi6 con un vernier digital, registrando en la ficha de recoleccién de datos

en milimetros el tamafio del halo de inhibicién.

Método de Andalisis de datos

Los datos recolectados se analizaron mediante el empleo de la hoja de céalculo Excel y
el programa estadistico SPSS v. 26, para lo cual se obtuvieron tablas con estadisticos
descriptivos y realizaron pruebas inferenciales paramétricas como las de ANOVA y

TUKEY con un nivel de confianza del 95% para contrastar la hipétesis de estudio?®.

Aspectos éticos

El criterio ético que se considero en todo el proceso del estudio estuvo ligado al cuidado
del medio ambiente, las buenas practicas en el laboratorio y manejo de material
biocontaminado, para evitar cualquier riesgo innecesario en el personal de
investigacion, en tal sentido, se valid de protocolos, guias y manuales en el manejo de

material biocontaminado y desechos de material biolégico.?”28
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I1l. RESULTADOS

Tabla 1. ldentificacion de los metabolitos secundarios contenidos en el extracto
etanolico de Allium sativum “ajo”

I\/Ietabollt_os Reactivos Reaccion Resultado

Secundarios

Alcaloides Dragendorff Color naranja +
ladrillo

Aminoacidos t

azufrados

Quinonas Borntrager Coloracién rosa-rojo -

Compuestos Coloracién rojo- t

fendlicos FeCls Vvinoso

Taninos Coloracion verdosa +

] e Anillo marron

Flavonoides Antocianidina . ++
interfase

Triterpenos / Liebermann RoI0 ]

Esteroides Burchard ]

. Formacion de

Saponinas Espuma -

espuma
Leyenda:
Ausente )
Escaso (+)
Moderado (++)
Abundante (++4)

La identificacion de los metabolitos secundarios contenidos en el extracto etandlico de
Allium sativum “ajo” se realizo por medio de un estudio fitoquimico, los resultados de dicho
estudio se pueden observar en la tabla 1, donde se pudo determinar la presencia en cantidad
moderada de aminoacidos azufrados, compuestos fendlicos y flavonoides; en cantidad
escasa de alcaloides y taninos, no se logro determinar la presencia de quinonas,

triterpenos/esteroides y saponinas.
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Tabla 2. Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Allium sativum “ajo” a
una concentracién de 100%, 75% y 50% sobre Staphylococcus aureus.

Didmetro del halo de inhibicién (mm)

95% Intervalo de confianza

para la Media
Desv. Error Limite Limite

N Media Estandar Estdndar inferior superior  Minimo Maximo
EE. ajo - 50% 10,00 13,14 0,17 0,05 13,03 1326 12,87 13,36
EE. ajo - 75% 10,00 18,97 0,42 0,13 18,67 19,27 18,45 19,72
EE. ajo - 100% 10,00 23,03 0,35 0,11 22,78 2328 22,22 23,45
Control Negativo 10,00 6,20 0,30 0,10 5,98 6,41 5,91 6,71
(etanol 70°)
Control Positivo 10,00 33,31 0,33 0,10 33,08 33,54 32,80 33,85

(ciprofloxacino)

Fuente: SPSS ver. 26

Con respecto al efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Allium sativum “ajo”
a una concentracion de 100%, 75% y 50% sobre Staphylococcus aureus, se puede observar
en la tabla 2, los estadisticos obtenidos a partir de los datos recolectados por cada grupo de
trabajo, donde se obtuvieron halos de inhibicion promedio de 13,14mm (50%), 18,97mm
(75%) y 23,03mm (100%), asi mismo, se observan los halos de inhibicion obtenidos de los
grupos control 6,20mm (control negativo) y 33,31mm (control positivo). Los parametros
estadisticos evaluados son en media, desviacién estandar, limites de confianza y valores

mMAaximo y minimo.
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Figura 1. Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de Allium sativum “ajo”
a una concentracion de 100%, 75% y 50% sobre Staphylococcus aureus.
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GRUPOS DE TRABAJO

Fuente: SPSS ver. 26

El efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de Allium sativum “ajo” a una
concentracion de 100%, 75% y 50% sobre Staphylococcus aureus se ve representado en la
figura 1, donde se observa el efecto antibacteriano creciente del extracto etandlico de Allium
sativum en funcién de la concentracion, asi mismo, se observa que este efecto es superior al

tamafio del halo de inhibicién promedio del control negativo pero inferior al control positivo.

Tabla 3. Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Allium sativum “ajo”

con ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureus

Sensnb:lldad Sensible Muy sensible Altamgrte
Tratamiento nula sensible
8-14 mm 14-20 mm

<8mm > 20 mm
EE. Ajo - 50% 13,14
EE. Ajo - 75% 18,97
EE. Ajo - 100% 23,03
Control Positivo 33,31

(nistatina)
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El efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Allium sativum “ajo” con

ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureus, se puede observar en la tabla 3 mediante la

valoracion de la Escala de Duraffourd, en ese sentido, al evaluar los halos de inhibicién

promedio obtenidos con los rangos de la escala se obtuvo que Staphylococcus aureus es

sensible al extracto etandlico de ajo al 50%, es muy sensible al extracto de ajo al 75% y es

altamente sensible al extracto de ajo al 100% y al ciprofloxacino, lo que demostraria similar

efecto a esta concentracion con el ciprofloxacino.

Analisis de datos previo a prueba de contrastacion

Tabla 4. Prueba de distribucién normal para cada grupo de tratamientos

Shapiro-Wilk
Grupos de trabajo Statistic df Sig.
EE. Ajo - 50% 0,930 10 0,445
EE. Ajo - 75% 0,936 10 0,512
. EE. Ajo - 100% 0,870 10 0,099
Diametro del halo de -
L Control Negativo (etanol 0,842 10 0,047
inhibicion (mm)
70°)
Control Positivo 0,943 10 0,593

(ciprofloxacino)

Fuente: SPSS ver. 26

La distribucién normal de los diferentes grupos de datos fue evaluada mediante la prueba de

Shapiro Wilk como se observa en la tabla 4, la que permitio demostrar mediante la

comparacién de la significancia obtenida por cada grupo que todos los grupos presentan

distribucion normal, al verificar valores superiores de significancia al 0,05 confirmando que

los datos recolectados son paramétricos.
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Tabla 5. Prueba de homogeneidad de varianzas (Levene)

Levene p-
Statistic  dfl df2  valor
Se basa en la media 1,354 4 45 0,265
Diametro del halo Se basa en la mediana 1,128 4 45 0,355
de inhibicién Se basa en la medianay con gl ajustado 1,128 4 36,20 0,358
Se basa en la media recortada 1,358 4 45 0,264

Fuente: SPSS ver. 26

La homogeneidad de las varianzas de los datos recolectados con respecto a los tamafios de
los halos de inhibicion por cada grupo fue analizada mediante la prueba de Levene como se
observa en la tabla 5, la cual permitié demostrar el comprar el p-valor basado en la media

que todos los datos recolectados presentan varianzas homogéneas en su distribucion.

Prueba de Contrastacion de la hipdtesis especifica 1

HO: El extracto etandlico de Allium sativum “ajo” no presenta mayor efecto antibacteriano
in vitro que el ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureus

H1: El extracto etanolico de Allium sativum “ajo” presenta mayor efecto antibacteriano in

vitro que el ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureus

Para la contrastacion de la hipdtesis se realizé primero la prueba de ANOVA para determinar

semejanzas en los grupos de datos, como se muestra a continuacion:
Tabla 6. Andlisis de la varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicion

Suma de cuadrados df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 4192,121 4 1048,030 10000,861 0,000
Dentro de grupos 4,716 45 0,105
Total 4196,836 49

Fuente: SPSS ver. 26

La evaluacion de diferencia entre los grupos de trabajo se determind mediante el andlisis de
la varianza (ANOVA) como se puede apreciar en la tabla 6, por medio de esta prueba se

pudo determinar que existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
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datos analizados, por lo que corresponde complementar mediante la prueba de Tukey la

contrastacion de la hipotesis.

Tabla 7. Andlisis por sub grupos homogéneos mediante la prueba de Tukey

HSD Tukey?

Grupos de trabajo N Subconjunto para alfa = 0.05 ‘
1 2 3 4 5

Control Negativo (etanol 70°) 10 | 6,20

EE. Ajo - 50% 10 13,14

EE. Ajo - 75% 10 18,97

EE. Ajo - 100% 10 23,03

Control Positivo (ciprofloxacino) 10 33,31

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media armonica = 15,000.

Fuente: SPSS ver. 26

Mediante la prueba de Tukey, la cual se muestra en la tabla 7, se puede comparar los tamarfios

de los halos de inhibicidn separados en columnas, cada columna corresponde a un tamafio

similar con respecto al efecto antibacteriano, en tal sentido, se observa que todos los grupos

analizados muestran efectos diferentes, sin embargo, el grupo del control positivo

(ciprofloxacino), presenta mayor efecto antibacteriano contra Staphylococcus aureus que los

otros grupos de estudio.

Decision:

Rechazar H1 y aceptar HO, el cual indica que el extracto etanolico de Allium sativum “ajo”

no presenta mayor efecto antibacteriano in vitro que el ciprofloxacino sobre Staphylococcus

aureus
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V.

DISCUSION

La presente investigacion se centra en el estudio del efecto antibacteriano in vitro del
extracto etandlico de Allium sativum, comdnmente conocido como ajo, sobre
Staphylococcus aureus, la cual es una bacteria patdégena que puede causar diversas
infecciones en humanos, incluyendo infecciones cutaneas, respiratorias y del tracto
urinario, entre otras. Por otro lado, el ajo ha sido utilizado tradicionalmente por sus
propiedades medicinales, y se ha reportado que posee actividad antimicrobiana contra

diferentes bacterias, incluyendo Staphylococcus aureus.

En ese sentido, los resultados obtenidos en esta investigacion pueden proporcionar
informacion relevante sobre el potencial antibacteriano del extracto etandlico de ajo
contra Staphylococcus aureus. Ademads, estos hallazgos podrian contribuir al
desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos o productos antimicrobianos basados en
componentes naturales, como el ajo, para combatir infecciones causadas por esta

bacteria, los resultados obtenidos en el estudio se discuten a continuacion:

Con respecto a los metabolitos secundarios identificados en el extracto etandlico de
Allium sativum “ajo” se logré determinar la presencia en cantidad moderada de
aminodcidos azufrados, compuestos fendlicos y flavonoides; en cantidad escasa de
alcaloides y taninos, asi mismo, Julca G. (2018) mediante su investigacion sobre el
extracto crudo liofilizado de Allium sativum logré identificar como metabolitos
presentes en el extracto flavonoides, alcaloides, taninos, aminoacidos y compuestos
sulfurados; por otro lado, la investigacion realizada por Saldivar D (2022) en al cual
mediante un estudio fitoquimico realizado al extracto de Allium sativum (ajo) logré
identificar como metabolitos secundarios compuestos fendlicos en gran cantidad,
aminoacidos, flavonoides y alcaloides en cantidad media y alcaloides y taninos en
cantidad escasa. Los estudios citados confirman los resultados de nuestro estudio, al
identificar los mismos metabolitos secundarios presentes en los extractos, los que
segun los estudios le confieren las propiedades farmacoldgicas y antibacterianas, sobre

todo por parte de los aminoacidos azufrados.

En cuanto al efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Allium sativum
“ajo” a las concentraciones de 100%, 75% y 50% sobre Staphylococcus aureus se

determin6 mediante la formacién de los halos de inhibicién formados por los extractos
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sobre cultivos de Staphylococcus aureus valores promedio de halos de inhibicion de
13,14mm (50%); 18,97mm (75%) y 23,03mm (100%), el control negativo conformado
por etanol 70° obtuvo halo de inhibicién promedio de 6,2mm vy el control positivo
conformados por el ciprofloxacino obtuvo halo de inhibicion promedio de 33,31mm.
Por su parte Julca G (2018) tambien logro determinar el tamafio de los halos de
inhibicion obtenidos por el extracto crudo liofilizado de Allium sativum (ajo) frente a
Staphylococcus aureus, obteniendo a la concentracion del 25% un halo de inhibicién
promedio de 15,17mm. Asi mismo, Rodriguez J., et al (2020), al exponer el extracto
etanolico de Allium sativum “ajo” sobre Staphylococcus aureus encontrd halos de
inhibicion de 4mm, 7mm, 15mm y 18mm para las concentraciones de 5%, 10%, 20%
y 30% respectivamente, valores que se muestran similares a los obtenidos en nuestro
estudio, sin embargo, las pequefias diferencias encontradas pueden relacionarse con la
técnica empleada para la identificacion de la actividad antibacteriana. Del mismo
modo un estudio similar, realizado por Requejo M. y Callao J. (2021), obtuvieron halos
de inhibicion al exponer el extracto etanolico de Allium sativum sobre Staphylococcus
aureus de 20,43mm, 17,126mm y 10,66mm, para las concentraciones al 100 %, 75%

y 50% respectivamente, valores similares a los encontrados.

Por otro lado, Saldivar D (2022) mediante su investigacion sobre el efecto
antibacteriano in vitro del extracto de Allium sativum (ajo) sobre cepas de
Streptococcus mutans obtuvo halos de inhibicion de 7,05mm (25%), de 7,65mm (50%)
y 8,74mm (75%); por su parte Armas S. (2020), al evaluar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto hidroalcohdlico del bulbo de Allium sativum (ajo) sobre cepas de
Streptococcus mutans obtuvo halos de inhibicion de 23,14mm para el extracto 40%, y
de 25,68mm para el extracto al 80%, lo que demuestra la actividad antibacteriana

también del extracto de Allium sativum sobre Streptococcus mutans.

El estudio realizado por Jafari A. y Shadi A. (2019) cuyo objetivo fue evaluar el efecto
antibacteriano del extracto de metandlico de Allium Sativum en el crecimiento de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, demostrando que este extracto de igual
manera actividad antibacteriana sobre estas bacterias indicando que podria aplicarse
como sustituto de los farmacos quimicos convencionales para tratar infecciones, lo que

demuestra la actividad que presenta Allium sativum en diferentes tipos de extractos.
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Para comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico de Allium sativum
“ajo” con ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureus, se evalu6 mediante la escala
de Duraffourd la cual permite determinar la sensibilidad que presenta Staphylococcus
aureus, a los extractos y el control positivo (ciprofloxacino); se puede observar que
esta bacteria es sensible al extracto etanolico de ajo a la concentracion del 50%; es
muy sensible a la concentracion del extracto al 75% y es altamente sensible a la

concentracion del extracto de ajo al 100% y al ciprofloxacino.

Por otro lado, para la contrastacion de la hipétesis, los datos recolectados se evaluaron
mediante estadistica inferencial empleando las pruebas de ANOVA y Tukey, donde se
logré determinar que existe diferencias estadisticamente significativas entre el extracto
etanolico de ajo al 100% y el ciprofloxacino, asi mismo, se encontré que el
ciprofloxacino presenta mayor efecto antibacteriano que los extractos. Es necesario
precisar que los medicamentos por su composicion y estudios realizados muestran
efecto in vitro en la mayoria de los casos superior a los obtenidos por los extractos de
las plantas, tal es el caso de Julca G (2018) quien comparo el efecto del extracto crudo
liofilizado de Allium sativum (ajo) con ceftriaxona frente a Staphylococcus aureus
mostrando este Gltimo mayor efecto que el extracto. Por otro lado, Armas S. (2020),
en su estudio evidencio un efecto similar entre la clorhexidina 0.12% frente al extracto

hidroalcohdlico 80% de Allium sativum frente a Streptococcus mutans.

Diversos estudios como De Jesus et al (2021) también han logrado demostrar la
inhibicidn en el crecimiento de cultivos fungicos de Candida albicans y el crecimiento
bacteriano de Staphylococcus aureus de los componentes de Allium sativum (ajo)
actuando como potentes antimicrobianos sin producir reacciones adversas ni dafiar el
medio ambiente, de la misma manera Botas J et al (2019) lograron demostrar que el
ajo negro, obtenido mediante teécnicas de procesamiento, presenta actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus resistente a la meticilina y puede
considerarse un producto prometedor y de alto valor que puede ser explotado por la

industria farmacéutica y de alimentos.

Entre los metabolitos secundarios reportados en Allium sativum se han descrito a las
sapogeninas, saponinas Yy flavonoides que poseen propiedades farmacoldgicas
prometedoras. Ademas, estas plantas poseen compuestos de azufre unicos que también

son responsables de su olor y son los principales responsables de las propiedades
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bioldgicas atribuidas al ajo. El anlisis fitoquimico de los compuestos azufrados
presentes en el ajo ha mostrado una potente actividad antimicética en compuestos
como la alicina, aliina y el ajoeno, aunque recientemente se han descrito nuevos
metabolitos que presentan grupos funcionales como los ditiosulfinatos y disulfoxidos

que podran presentar diferentes propiedades entre ellas la antimicrobiana.
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V. CONCLUSIONES

= Los metabolitos secundarios contenidos en el extracto etandlico de Allium sativum
“ajo” fueron en cantidad moderada de aminoacidos azufrados, compuestos
fendlicos y flavonoides; en cantidad escasa de alcaloides y taninos.

= El efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Allium sativum “ajo” a
una concentracion de 50%, 75% y 100% sobre Staphylococcus aureus obtuvo
halos de inhibicion de 13,14mm; 18,97mm y 23,03mm respectivamente.

= Al comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Allium
sativum “ajo” con ciprofloxacino sobre Staphylococcus aureus se demostré que

este Ultimo presenta mayor efecto antibacteriano.
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VI. RECOMENDACIONES

- A las instituciones universitarias, fomentar las investigaciones
experimentales in vitro mediante el uso de plantas medicinales que permitan
obtener nuevas fuentes de tratamiento para las infecciones bacterianas.

- A las instituciones de salud, promover el uso de plantas medicinales en el
tratamiento de las enfermedades conjuntamente con los medicamentos o
como tratamiento inicial.

- Alas personas, propiciar el uso de las plantas medicinales en los tratamientos
de sus dolencias o enfermedades, de esta manera evitar la automedicacion y
reacciones adversas

- Promover la incorporacion de plantas medicinales en las formulaciones
farmaceéuticas con el objetivo de obtener formulaciones con productos

naturales inocuos.
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Anexo 1. Matriz de Consistencia

Autor (es): Manuel Exaltacion Gonzales Gonzales / Liliana Farrofian Sanchez

Tema: EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Allium sativum “AJO” SOBRE Staphylococcus aureus

vitro del extracto etandlico de
Allium  sativum  “ajo”  sobre
Staphylococcus aureus?

vitro del extracto etanélico de Allium
sativum “ajo” sobre Staphylococcus
aureus

“ajo” presenta efecto antibacteriano in
vitro sobre Staphylococcus aureus,

Problemas especificos

Obijetivos especificos

Hipotesis especificas

¢Cuales seran los metabolitos
secundarios  contenidos en el
extracto etanolico de Allium sativum
“ajo?

¢ Cual serd el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de
Allium sativum “ajo” a una
concentracion de 100%, 75% y 50%
sobre Staphylococcus aureus?

¢ Cual serd el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de
Allium sativum “ajo” comparado
con ciprofloxacino sobre

Staphylococcus aureus?

Identificar los metabolitos
secundarios contenidos en el extracto
etanolico de Allium sativum “ajo”

Determinar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etanélico de Allium
sativum “ajo” a una concentracion de
100%, 75% y 50%  sobre

Staphylococcus aureus

Comparar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de Allium
sativum “ajo” con ciprofloxacino
sobre Staphylococcus aureus

El extracto etandlico de Allium sativum
“ajo” presenta mayor efecto
antibacteriano in  vitro que el
ciprofloxacino sobre Staphylococcus

aureus

Independiente (X)

X1: Extracto
etanélico de Allium
sativum “ajo”

Dimensiones:
Concentracioén

Variable
Dependiente (y)

Y1:

Efecto antibacteriano
in vitro sobre
Staphylococccus
aureus

Dimension:

Diametro

.. Hipotesis General Variables .
Problema general Objetivo general P . . y Metodologia
dimensiones
¢Cual serd el efecto antibacteriano in | Evaluar el efecto antibacteriano in | El extracto etandlico de Allium sativum | Variable Tipo de la investigacion:

Cuantitativo

Disefio de la investigacion:
Experimental

Poblacién: Allium sativum “ajo”

Muestra: 6 kg de bulbo de Allium sativum

113 2

ajo
Técnicas de recopilacion de informacion:

Maceracion
Difusién en pozo

Técnicas de procesamiento de
informacion:

Analisis estadistico descriptivo e
inferencial mediante las pruebas de
ANOVA y Tukey mediante SPSS 26
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VARIABLE
INDEPENDIENTE

DEFINICION
CONCEPTUAL

Anexo 2. Operacionalizacién de las variables

DIMENSIONES

INDICADOR

UNIDAD DE
MEDIDA

Extracto  etanodlico
de Allium sativum

VARIABLE
DEPENDIENTE

Solucioén acuosa
obtenida por medio de la
maceracién en etanol
del ajo

DEFINICION
CONCEPTUAL

Concentracion

DIMENSIONES

100%

75%

50%

INDICADOR

Porcentaje

UNIDAD DE
MEDIDA

Efecto
antibacteriano sobre
Staphylococcus
aureus

Disminucién en e
crecimiento normal de
las bacterias

Halo de inhibicién

Diametro

mm
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Anexo 3. Ficha de recoleccion de datos
EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO

ETANOLICO DE Allium sativum “AJO” SOBRE Staphylococcus aureus

Grupos experimentales
Diametros de los halos de
inhibicion de los extractos Grupos control
etanolicos de Allium sativum
Nro. de “aj0”
Placa
Contr_ol Control
Negativo PoSiti
50% 75% 100% ositivo
(etanol . fl i
70°) (ciprofloxacino)

1 13,19 19,00 22,93 5,99 33,05
2 12,98 18,55 22,22 5,95 33,29
3 12,93 18,54 23,25 6,66 33,10
4 13,31 18,70 23,45 6,25 33,41
5 13,17 18,45 22,68 5,91 33,85
6 13,28 19,72 23,09 5,93 33,79
7 13,21 19,14 23,12 6,38 32,80
8 13,14 19,02 23,21 6,23 33,31
9 13,36 19,47 23,07 5,95 33,40
10 12,87 19,10 23,26 6,71 33,10
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Anexo 4. Certificado de la cepa Staphylococcus aureus

O Microbiologics:

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2024/8/31 Release
Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Information:
Catalog Number: 0360 Quality Control Technologist: Kieshia L Negen
Lot Number: 360-407* Release Date: 2022/9/11
Referance Numbear: ATCCE 25823™*
Purity: Pure
Passzage from Reference: 3
Performance
Macroscopic Features: Med ium:

Medium to large, convex, entire edge, both white and pale white colonies, SBAP smoath,
opaque, beta hemolytic

Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in iregular custers Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results

(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive

(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive

(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

(1) Ampicillin (10 mcg - Disk Susceptibility): 27 - 35 mm
(1) Penicillin {10 units - Disk Susceptibility): 26 - 37 mm
(1) Oxacillin (1 meg - Disk Susceptibility): 18 - 24 mm

@Mﬂmi—%ﬁ—“

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

See attached ID System results document.

"“*Dizclairnar: The kst digils) of the lol number appearing on the product label and packing alip are merely a packaging evend rumber. The lol rumber displayed on this
cerlificale s the aclual base lol numbes.

Hote for VitekE: Nlhn#h the VitekE panel uses many convenlional tests, the unigue environment of the card, combined with the shorn incubation period, may
produce results that differ from published resulis oblained by other methods.

L Refer to the enclosed product insert for instruclions, intended use and hazard'safely information.

Individual produwcts are traceable to a recognized culture collection.

&

ACCREDITED

REFERENCE HATERLAL PROGUCER
CERT #24%%.02

_ [") The ATCC Licensed Desivalive Embiem, the ATCC Licensed Derivalive word mark and the ATCC catalog marks are rademarks of ATCC.
ATCC Licensed } Microbilogics, Ine. i licenged to use these rademanks and 1o sell products derived fram ATCOE cullures.
Dersative

a

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

(1) These jesis are accredibed lo ISOVIEC 1T025:2005.

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MW 56303 Page 1 of 1 DOC. 286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results B =

Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (++) green
1.70 - 1.99 Low-confidence identification (+) yellow
0.00 - 1.69 (=) red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation

High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match is (1) a
(A) high-confidence identification in which the species is identical to the best match. (2) a low-confidence
identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.

Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-
(B) confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Sample Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Sample Description: 0360
Sample ID: 360-407
Sample Creation Date/Time:  2018-09-05T12:23:16.417 MLB
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria
| Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
E12
(+++) (A) 360-407 Staphylococcus aureus
Comments:
N/A
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Anexo 5. Base de datos — SPSS versién 26

@ *estadistica.sav [ConjuntoDatos1] - IBM 5PSS Statistics Editor de datos

Archiva  Editar  Ver Datos Transformar  Analizar  Graficos  Utilidades  Ampliaciones  Ventana  Ayuda

SHe M e w Bl 14 0 @l
| |

| {lepos || & Halo || var || var || var || var ||

1 EE. Ajo - 50% 13,19
EE. Ajo - 50% 12,98
EE. Ajo - 50% 12,93
EE. Ajo - 50% 13,31
EE. Ajo - 50% 13,17
6 EE. Ajo - 50% 13,28
EE. Ajo - 50% 13.21
EE. Ajo - 50% 13,14
9] EE. Ajo - 50% 13,36
EE. Ajo - 50% 12,87
EE. Ajo - 75% 19,00
EE. Ajo - 75% 18,55

13 EE. Ajo - 75% 18,54

14 EE. Ajo - 75% 18,70
EE. Ajo - 75% 18,45
EE. Ajo - 75% 19,72
EE. Ajo - 75% 19,14
EE. Ajo - 75% 19,02

19 EE. Ajo - 75% 19,47

20 EE. Ajo - 75% 19,10
EE. Ajo - 100% 22,93
EE. Ajo - 100% 2222
EE. Ajo - 100% 23,25

‘

Vit o dato| Vit e rsies




Anexo 6. Fotografias de la parte experimental

Figura 2. Preparacion de la muestra

Figura 3. Maceracion de la muestra
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Figura 4. Preparacion de los extractos
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Figura 5. Activacion de la cepa
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Figura 6. Preparacion del inéculo

Figura 7. Preparacion de pozos en agar
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Figura 8. Aplicacién de los extractos

Figura 9. Incubacion de placas
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Figura 10. Recoleccion de datos
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