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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de inhibicion bacteriana in vitro
del ajo, en un primer estudio se analiz6 su efecto sobre la microbiota bucal, cecal y
rectal de conejos en una explotacién comercial del Estado de México. Se utilizaron
21 animales Chinchilla x Nueva Zelanda de 40+2 dias de edad y 1.82+0.15 kg
peso vivo. Se recolectaron muestras de hisopados de boca, ano y ciego. Se aislé
Escherichia coli, Shigella sp, Paontoea agglomerans y Acinobacter lowffii. Se
utilizé la técnica de difusion en placa por el método de Kirby-Bauber para
determinar los halos de inhibicion bajo dos concentraciones de extracto acuoso de
ajo (125 mg/ml y 62.5 mg/ml). Los halos de inhibicion en la concentracion de 125
mg/ml fue de 17.16 mm y para la concentracion de 62.5 mg/ml fue de 12.37 mm.
En el caso de la mayor concentracion, el 54% de las muestras se clasifica como
Sensible a los antimicrobianos Gentamicina, Amikacina y
Sulfametoxazol/Trimetoprima. En el otro trabajo se evalud la inhibicion bacteriana
in vitro de diferentes tipos de ajo sobre Escherichia coli, Listeria monocytogenes y
Staphylococcus aureus. Se utilizaron 4 ajo: blanco, japonés, elefante y negro con
dos diluciones cada uno (0,25 y 0,125 g/mL). Se cuantificaron polifenoles totales
de cada extracto por la técnica de Folin-Ciocalteu, el extracto acuoso de ajo negro
fue el que mayor cantidad de polifenoles presenté 6,26+0,21 mg EAG/mL. Se
utilizé el método de Kirby-Bauber, se midi6 el area de inhibicion alrededor de los
sensidiscos, para clasificarlos en sensible, intermedio o resistente. El extracto
acuoso de ajo blanco a la concentracién de 0,25 g/mL fue el que mayor actividad
antibacteriana mostré6 con 21,46+3,94 mm para L. monocytogenes, 20,61+2,47
mm para S. aureus y 17,83%£2,21 mm para E. coli. De igual manera, se clasificd
como sensible a las bacterias desafiadas, mientras que el resto de los extractos
como resistentes comparados con los halos de inhibicion que presenté el
antibidtico control (Tetraciclina 30 mcg). Se sugiere la utilizacion del extracto
acuoso de ajo como tratamiento preventivo antimicrobiano en conejos de engorda

de explotaciones comerciales.

Palabras clave: Antimicrobiano, in vitro, conejo, inhibicion.
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ABTRACT

The objective of this work was to evaluate the in vitro bacterial inhibition capacity of
garlic, in a first study its effect on the buccal, caecal and rectal microbiota of rabbits
in a commercial farm in the State of Mexico was analyzed. 21 Chinchilla x New
Zealand animals of 40+2 days of age and 1.82+0.15 kg live weight were used.
Swab samples were collected from the mouth, anus, and cecum. Escherichia coli,
Shigella sp, Paontoea agglomerans and Acinobacter lowffii were isolated. The
plate diffusion technique by the Kirby-Bauber method was used to determine the
inhibition halos under two concentrations of aqueous garlic extract (125 mg/mL and
62.5 mg/mL). The inhibition halos in the concentration of 125 mg/mL was 17.16
mm and for the concentration of 62.5 mg/mL it was 12.37 mm. At the highest
concentration, 54% of the samples are classified as Sensitive to the antimicrobials
Gentamicin, Amikacin, and Sulfamethoxazole /Trimethoprim. In the other work, the
in vitro bacterial inhibition of different types of garlic was evaluated on Escherichia
coli, Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus. 4 garlic were used:
white, Japanese, elephant and black with two dilutions each (0.25 and 0.125 g/
mL). Total polyphenols of each extract were quantified by the Folin-Ciocalteu
technique, the aqueous extract of black garlic was the one with the highest amount
of polyphenols presented 6.26+0.21 mg EAG/mL. The Kirby-Bauber method was
used, the area of inhibition around the sensidisks was measured to classify them
as sensitive, intermediate or resistant. The aqueous extract of white garlic at a
concentration of 0.25 g/mL was the one that showed the highest antibacterial
activity with 21.46+3.94 mm for L. monocytogenes, 20.61+2.47 mm for S. aureus
and 17.83+x2.21 mm for E. coli. Similarly, it was classified as sensitive to the
challenged bacteria, while the rest of the extracts as resistant compared to the
inhibition halos presented by the control antibiotic (Tetracycline 30 mcg). The use
of aqueous garlic extract is suggested as a preventive antimicrobial treatment in

fattening rabbits from commercial farms.

Keywords: Antimicrobial, in vitro, rabbit, inhibition.
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I. INTRODUCCION

La cunicultura mexicana estd consolidada por los sistemas de produccion de
traspatio, el cual representa el 95%, se lleva a cabo de forma familiar, para
autoconsumo y venta local (ANCUM en 2009, CNSPC, 2012; SAGARPA, 2015). El
Estado de México, es el mayor productor de carne (25.5%), seguido de Michoacan
(16,9%) y Ciudad de México (12,5%). Siendo los municipios de mayor produccion:
Amecameca, Jilotepec, Atlacomulco, Texcoco; el Valle de Toluca (SAGARPA,
2012).

En comparacion con otras carnes (cerdo, bovino y ave), la carne de conejo tiene
un mayor contenido proteico (23%) (Bixquert et al.,, 2011), ademas del alto
contenido de vitaminas del complejo B y bajos niveles de grasa y colesterol (Dalle
Zotte, 2002; OIEDRUSBC, 2009; Hernandez y Dalle Zotte, 2010). A pesar de

todas estas ventajas, el consumo de la carne de conejo no es habitual en México.

Hoy en dia, los consumidores muestran mas interés en las practicas y normas
pecuarias, y se encuentran dispuestos a pagar mas por productos organicos,
locales, inocuos y con propiedades nutraceulticas, como es la carne de conejo
(Napolitano et al.,, 2010; Kallas y Gil, 2012). Sin embargo, las unidades de
produccion tienen una deficiente infraestructura, manejo reproductivo, alimenticio y
sanitario al ser mayoritariamente de traspatio (Olivares Pineda et al., 2009).
Ademas, se tiene la problematica de la falta de medicamentos especificos para la

especie y la falta de asistencia técnica que ocasionan tratamientos ineficientes.

En este sentido, las plantas medicinales se consideran una buena alternativa por
su alta efectividad y bajo costo, ademas de no contribuir a la resistencia bacteriana
(Ruiz y Roque, 2009). El ajo (Allium sativum) pertenece a la familia Liliaceae,
originaria de Asia central (L6épez, 2007; Greco, 2011). Su efecto terapéutico es
atribuido a los constituyentes sulfurados, que también son responsables de su

sabor y olor tipicos. Entre ellos destaca la alicina como antibacteriano,
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antiparasitario, antifingico, hipoglicémico y antiinflamatorio (Ledezma y Apitz-
Castro, 2006; Diaz y Jiménez, 2008; Zeng et al., 2012).

El deterioro de la carne de conejo en refrigeracion se debe a la actividad de
enzimas enddgenas junto con la actividad de microorganismos contaminantes del
producto durante el proceso de faenado y despiece. Cuando el producto se
distribuye en temperaturas de refrigeracion, la carne tiene una vida de anaquel
entre 6 y 8 dias, tal como otros reportes han mencionado (Badr, 2004; Rodriguez
et al,, 2005; Nakyinsige et al., 2014; Pereira y Malfeito-Ferreira, 2015). Sin
embargo, no siempre se tienen las condiciones adecuadas para el manejo de los
productos carnicos, inclusive desde los métodos de transporte e instalaciones de
matanza son inadecuadas, sin regulacion de autoridades que ayuden a reducir o
minimizar los riesgos sanitarios para el consumidor. En la actualidad se esta
retomando el estudio y uso de productos de origen natural en la industria pecuaria,
sobre todo adicionados a la alimentacidon, para lo cual se espera aportar los
resultados obtenidos y que la informacion sea necesaria y oportuna para la

cunicultuta mexiguense.

Héctor Daniel Arzate Serrano



_ Evaluacion del extracto de ajo sobre pardmetros productivos, inmunoldgicos y la calidad de la
carne de conejo

Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Carne de conejo

Los productos carnicos han jugado un papel importante en la historia, cultura,
economia y nutricion de los consumidores. En el mercado carnico existen
especies no convencionales, como la avestruz, codorniz, conejo, entre otras,
(Mendoza, 2007). En México existe una desinterés de las instituciones publicas
para fomentar la produccidon de conejos; ademas de la poca difusién que se hace
sobre el consumo de esta carne (Olivares et al., 2015).

Pese a que la cria y consumo del conejo son bajos, la cunicultura es una actividad
gue favorece a los pequefios y medianos productores en todo el mundo, debido a
su facil manejo, la rapidez para recuperar la inversion y a la posibilidad de generar

ingresos modestos durante todo el afio (Olivares Pineda et al., 2009).

El conejo es una de las especies animales con mayor eficiencia biolégica la
hembra puede producir al afio entre 16 y 18 veces su peso en gazapos, la carne
es mas barata que la carne de bovino (SAGARPA, 2012), es de buen sabor y facil
digestion, con niveles elevados en aminoacidos, con mayor proporcion de acidos
grasos insaturados y sobre todo se caracteriza por su bajo contenido de colesterol
(Hermida et al., 2006), estas cualidades son muy apreciables tanto para la
poblacibn en general como para determinados grupos poblacionales con
necesidades especificas (Ramirez, 2004). Desde el punto de vista nutricional, la
carne de conejo tiene un balance adecuado de acidos grasos, proteina, vitaminas
y minerales, bajo en colesterol y sodio, para el consumo humano (Para, 2015).
Martinez (2008), menciona que la carne de conejo puede ser sugerida para
aquellas personas con necesidades proteicas elevadas, puede integrarse en las
estrategias de prevencion de enfermedades cardiovascular y obesidad. Es
considerado un alimento con alta digestibilidad recomienda a personas con un

sistema digestivo delicado.
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Figura 1. Lomo (Longissimus dorsi) de conejo, pieza mas valorada en el mercado.
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En comparacion con otro tipo de carnes (bovino, ovino y cerdo), el contenido
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proteico de esta carne es mayor, su perfil de aminoacidos la sitia entre las de
mayor valor biolégico, ademas de presentar niveles de grasa y colesterol menores
(Cuadro 1). A pesar de todas estas ventajas, el consumo de la carne de conejo no
es habitual en muchos paises, probablemente debido a la tradicion y a factores

culturales asi también por considerarse animal de compaifiia (Dalle, 2002).

Cuadro 1. Comparacion nutrimental de diferentes carnes para abasto con

respecto a la carne de conejo. Valores calculados con base en 1 kg de carne.

Tipo de carne Energia Agua Proteinas Lipidos Cenizas
(kcal) (mL) 9) (@) (@)

Cordero

Carne Magra 2100,0 660,0 180,0 143,0 14,2

Carne Grasa 3452,0 530,0 150,0 310,0 10,0

Bovino

Carne Magra 1950,0 669,0 200,0 120,0 10,0

Carne Grasa 3800,0 490,0 155,0 350,0 7,1

Cerdo

Carne Magra 2610,0 610,0 170,0 210,0 8,1

Carne Grasa 3300,0 545,0 150,0 295,0 6,1

Pollo 2010,0 670,0 198,0 125,0 10,2

Conejo 1615,0 700,5 212,4 80,7 10,3

Martinez, 2004.
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La composicién de la carne de conejo varia con respecto a la edad, sobre todo en
la proporcion de grasa. En el Cuadro 2 se muestran los contenidos de grasa en
cuatro diferentes partes anatémicas de carne de conejo de diferentes pesos.

Cuadro 2. Contenido de grasa intramuscular en canales de conejo a diferentes

pesos.
% de Grasa
Peso de la canal Bajo Medio Alto
(1750-1850 g) (2000-2100 g)  (2250-2350 g)
Pierna delantera 6,07 6,65 6,81
Longissimus dorsi 0,63 0,90 0.94
Pared abdominal 4,24 5,19 5,70
Pierna trasera 2,81 3,24 3,66
Pla et al., 1998.

2.2. Produccion de carne de conejo

La produccion mundial de carnes tradicionales (bovina, aviar, porcina y ovina) se
estimo en 220 millones de toneladas anuales. La produccion mundial en el periodo
2002-2005 de carne de conejo fue de 1,1 millones de toneladas anuales. La Union
Europea, junto con la Republica Popular China monopolizan la produccion vy el
consumo con aproximadamente medio millbn de toneladas cada uno. Si se
considera por pais, China es seguida por lItalia, Espafia y Francia con el 20, 10 y
7% respectivamente, de la produccion mundial. Asi, mas del 75% de la produccién
y consumo se efectla en tan solo estos cuatro paises. Es decir, la produccion
mundial de carne de conejo, esta geograficamente muy sesgada. Entre otros
paises productores importantes hay que mencionar a Egipto, Republica Checa y
Alemania. Argentina se encuentra en el decimonoveno lugar como productor. Los
paises del norte de Africa, cubren el 90% de la demanda de ese continente en

donde la cunicultura es esencialmente de tipo familiar (Jandete et al., 2004).
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2.2. Produccién en México

En México, la carne de conejo mantiene una posicion marginal junto con otras
carnes como la ovina, caprina y de pavo. Dicha situacion es principalmente
influenciada por los hébitos de consumo de la poblacién, asi como por los precios
de éstas (OIEDRUSBC, 2009). La produccién de conejo en México esté localizada
principalmente en los estados del centro del pais, como Hidalgo, Puebla, Tlaxcala,
Estado de México y Guanajuato; esto es comprensible dado que la meseta central
de México cuenta con climas que favorecen el desarrollo de esta actividad, y no
requiere de instalaciones que involucren altos costos de inversion. Armada
(2016), reporta que aunque el consumo puede variar de acuerdo a la zona es muy
bajo, de 38 a 134 g. El Estado de México es el principal productor y consumidor de
carne de conejo dentro del cual Texcoco, reporta el mayor consumo nacional 250
g/habitante/afio (SAGARPA, 2012).

Cuadro 3. Numero de vientres de conejo por Estado en México.

Estado N° % Estado Ne. %
hembra hembras
s
Edo. México 6831 25,5 Aguascalientes 220 0,8
Michoacan 4521 16,9 Querétaro 211 0,7
Cd. de México 3359 12,5 Yucatan 200 0,7
Puebla 3244 12,1 Sinaloa 156 0,5
Hidalgo 2182 8,1 Oaxaca 120 0,4
Guanajuato 1509 5,6 Guerrero 105 0,3
Jalisco 1487 55 Nuevo Ledn 102 0,3
Tlaxcala 1000 3,7 Chihuahua 50 0,1
Coahuila 740 2,7 Nayarit 40 0,1
Colima 394 1,474 Morelos 9 0,034
Veracruz 240 0,898 Zacatecas 3 0,011
CNSPC, 2012.
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En cuanto a numeros, El Estado de México es la entidad de mayor produccion
(25,5 %), seguido de Michoacéan (16,9 %) y Distrito Federal (12,5 %) (Cuadro 3). El
Estado de México, tiene un inventario de mas de 6, 831 vientres y produce
aproximadamente 2, 340 toneladas. En dicha entidad, los Municipios de mayor
produccién son: Amecameca, Jilotepec, Atlacomulco y Texcoco; ademas de la
zona del Valle de Toluca (SAGARPA, 2012).

A pesar de la diversificacion, en México se encuentran bien establecidas las razas
especializadas para la produccion de carne, como son: Nueva Zelanda Blanco,
California, Chinchilla, Mariposa, Azteca Negro y sus cruzas entre éstas (Olivares
Pineda et al., 2009).

2.1. Allium sativum

A lo largo de la historia, el ajo ha gozado de una gran variedad de aplicaciones.
Ademas de su uso culinario, el ajo también se ha utilizado como elemento
religioso, higiénico y medicinal (Gomez y Muniz, 2000). Se acepta que el ajo ha
formado parte de la dieta de la humanidad desde el pasado mas remoto y tiene su

origen en Asia Central (Gascon, 2011).

Aunque se habla de los bulbos de ajo en la Biblia y en el Coran, con exactitud no
se sabe su origen. Lo que si se puede decir es que pueden proceder de Asia
Central y el Mediterraneo (Cubero, 2003). No fue hasta el siglo XIX que se
descubrié su efecto antibacteriano por el cientifico Luis Pasteur. Posteriormente se
utilizoé para aliviar la diarrea, el dolor de estomago, la flatulencia o la hipofuncion

hepatica, reducir inflamaciones o eliminar parasitos (Heinerman, 1995).

El ajo, es perteneciente al mismo grupo de plantas de la cebolla, es de tal
antigliedad que es dificil saber con certeza su pais de origen. De Candolle, en su
tratado “Origen de las plantas cultivadas” de 1896, considerd6 que fue
aparentemente indigena del sudoeste de Siberia, desde donde se extendi6 al sur

de Europa, donde se aclimatd. Su cultivo se remonta a los tiempos de las primeras
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civilizaciones, Babilonia, Egipto, y méas tarde Grecia, Roma. La mencidn mas
antigua del ajo es de un herborista chino que vivié hace 4 000 afios. Lo cita entre
las plantas medicinales y hace un listado de sus propiedades terapéuticas (Reyes,
2016).

El nombre del ajo (garlic) tiene un origen anglosajon, derivando de gar (lanza) y de
leac (planta), en referencia a la forma de sus hojas. El nombre botanico es Allium
sativum que deriva de la palabra Céltica al que significa aspero o abrasivo, y de
sativum que significa plantado, cultivado o sembrado.

El ajo es una planta herbacea, perteneciente a la familia de las Alliaceas,
caracterizada por crecer formando bulbo de hasta 20 dientes o mas (Cuadro 4).
Cuadro 4. Caracteristicas de la planta de Allium sativum.

Familia Liliaceae, subfam. Allioideae

Nombre cientifico  Allium sativum L.

Planta Bulbosa, vivaz y rustica

Sistema radicular  Raiz bulbosa, compuesta de 20 o mas bulbos, reunidos en
su base por medio de una pelicula delgada. De la parte
superior del bulbo nacen las partes fibrosas, que se
introducen en la tierra para alimentar y anclar la planta.

Tallo o disco Fuertes, de crecimiento determinado, alcanzando hasta 50

caulinar cm de altura.

Hoja Las hojas son opuestas, lineales, de unos 45 a mas de 60
cm de longitud del limbo y entre 30 y 40 mm de anchura
maxima. Sentadas, sin peciolo. La vaina de la hoja es mas
larga a medida que éstas se van sucediendo en la planta.
Las mas largas llegan a alcanzar en algunos ecotipos hasta
35-40 cm de altura.

Flores Blancas o rosadas, conformando una umbela en el extremo

del tallo que se cierra antes de la floracion.

Alonso, 2007; Thompson et al., 2006.
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A pesar de las innumerables propiedades reportadas sobre los efectos beneficos
del ajo tambien se han realizado algunos estudios sobre su posible toxicidad.
Lépez en 2007, menciona que la ingesta de ajo puede ocasionar desordenes
estomacales, diarreas, disminicion de eritrocitos, hipocalcemia y problemas en la
piel. Por otro lado, Amagase y col. (2001), con diferentes preparaciones de ajo

probaron que produce un olor en la piel y aliento, asi como reacciones alergicas.

1.1 Composicion general
A pesar del uso muy frecuente del ajo en la cocina de numerosas culturas como la
mediterranea, su importancia nutritiva en la dieta cotidiana es practicamente
insignificante. Debido fundamentalmente a su empleo como saborizante en
pequefias cantidades y no como alimento (Souci et al., 1994). El ajo se compone
principalmente de agua 56-68% en peso, seguido por los carbohidratos 36-30%.
Los componentes con propiedades nutraceuticas, son los compuestos sulfurados
(11-35 mg/100g) de ajo fresco, ademas de:
- Fosforo, potasio, azufre y zinc: altos niveles.
- Selenio y vitamina Ay C: niveles moderados.
- Otras sustencias: fermentos, colina, acido hidrorodanico y yodo.
- Se han aislado hasta 17 aminoacidos entre ellos: alanina, arginina, acido
aspartico, asparagina, histidina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina,
serina, treonina, triptéfano y valina.

- Se han aislado 33 compuestos azufrados (Lawson, 1996).
1.2 Composicién quimica
Desde 1844 se han descubierto mas de 200 substancias componentes del ajo,

algunas de las cuales se les atribuye efecto biolégico benefico (Cuadro 2).

Cuadro 5. Compuestos del Allium sativum con efecto benéfico.

Compuesto Actividad bioldgica

Compuestos fendlicos Antioxidantes, anti inflamatorios, antivirales vy

antibacteriana
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Adenosina Vasodilatador, hipotensor, miorelajante y etimula la
sintesis de hormonas esteroidicas

Polisacaridos (Fructanos) | Cardioprotectores, antioxidante y estimula el sistema

inmunologico
Quercitina Efectos beneficos contra el asma y algunas alergias
Saponinas Hipotensora y antibacteriana

Garcia y Sanchez, 2000; Ferri et al., 2003.
Los compuestos sulfurados (azufrados) han sido considerados la clave de los
beneficios para la salud (Cuadro 3).

Cuadro 6. Compuestos sulfurados de Allium sativum con efectos benéficos.

Caracteristicas Compuesto Actividad biologica

Solubles en S-alil-cisteina Hipocolesterolemiantes, antioxidantes,
agua S-alil-mercaptocisteina quimioprotectores frente al cancer.
S-metilcisteina Favorecen la accion desintoxicante
Y-glutamil-cisteina del higado frente a sustancias
quimicas.
Solubles en Sulfuro dialilico Antibiotico, antifungico, antiviral
aceite Disulfuro dialilico Desintoxicante
Alicina Anticancerigeno, previene dafios
quimicos del ADN
Trisulfuro dialilico Hipocolesterolemiante, previene la
Trisulfuro alilmetilico arteroesclerosis, antitumoral
Aliina Hipotensora, hipoglucemiante
Ditiinas
Viniloditiinas Anti inflamatorio, vasodilatador,
Ajoeno hipotensor, antibiotico
Alonso, 2007.
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1.3 Tipos de ajo

Asi como en la casi totalidad de cultivos existen muchas variedades de semillas
certificadas a disposicion del agricultor, en el cultivo del ajo existen actualmente
pocas variedades comerciales, Francia por ejemplo, fue el pais pionero en realizar
trabajos encaminados a conseguir semilla certificada de ajo. Debido a sus
diferentes usos que actualmente tiene el ajo (medicinal, culinario, terapéutico,
etc.), el cultivo del ajo se ha diversificado dando origen a diferentes ecotipos que le
otorgan diferentes caracteristicas, pero en general las caracteristicas son similares

en cuanto a morfologia, ciclo y comportamiento (Nieto, 2016).

1.3.1 Ajo negro

El ajo negro es un producto elaborado a partir del ajo fresco (Allium Sativum L.)
mediante un proceso tecnoldgico a temperatura y humedad controlada durante un
periodo prolongado de tiempo. A medida que el ajo evoluciona poco a poco hasta
llegar a aspecto final, numerosos compuestos del ajo fresco se transforman en
toda una nueva gama de compuestos diferentes, convirtiéendose en un producto
atractivo tanto para su uso terapéutico como culinario. Parece tener su origen en
Corea, se produce al envejecer ajo entero (puede utilizarse cualquier variedad) a
alta temperatura (70 °C) y alta humedad (90% HR) (Jang et al., 2008; Kang et al.,
2008). Durante este proceso, los compuestos inestables de ajo fresco, incluida la

aliina, se convierten en compuestos estables que incluyen s-alilcisteina (SAC), el

compuesto soluble en agua con potente efecto antioxidante (Corzo-Martinez et al.,
2007).

Figura 4. Proceso de coccion del ajo negro.

Después de 3 dios Después de 10 dias Después de 20 dios Después de 30 dias
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Tradicionalmente se prepara en los paises asiaticos y que en los ultimos afios se
ha introducido en paises de occidente, como Espafa, Alemania e lItalia, e incluso
en EEUU o Argentina. Es un producto clave por dos motivos fundamentales: tiene
mejor aroma y sabor que el ajo fresco, mayor capacidad antioxidante, ademas se
considera un producto estrella, debido al alto precio que alcanza en los mercados
(Toledano Medina, 2017).

1.3.2 Ajo elefante

El ajo elefante es también llamado ajo cabeza grande, como su nombre indica el
ajo elefante es mucho mas grande en la madurez de lo normal ajo (un solo diente
de ajo elefante puede ser tan grande como un bulbo entero de ajo estandar)
(Boyhan et al., 2009).

Se trata de una hortaliza comercializada por la via gourmet, consumida en fresco y
apreciada por su sabor suave y el gran tamafio de sus dientes. Esta hortaliza

forma un bulbo compuesto por no mas de 6 dientes (Lanzavechia, 2007).

Los bulbos del ajo elefante tienen una membrana protectora delgada y fragil,
conteniendo alrededor de 6 dientes, los cuale se separan del disco basal donde
estaban sostenidos formando una planta simple la cual produce generalmente un
bulbo de hasta 500 g. Dientes pequefios y plantaciones tardias producen por lo
general bulbos simples llamados unibulbos (Burba et al., 1997; Stephens, 1994).

Figura 5. Comparacion de tamafio entre el ajo blanco y el ajo elefante.
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1.4 Metabolitos secundarios

Para Bourgaud y col. (2001), un compuesto secundario se diferencia de uno
primario por no tener una funcién aparente en el metabolismo de la planta, pero si
tienen implicaciones de defensa contra herbivoros, virus, hongos y bacterias.
Algunos otros desarrollan otra actividad, como los alcaloides y pectinas que
pueden servir para el transporte de nitrégeno téxico y compuestos de
almacenamiento, los flavonoides, por ejemplo, realizan funciones protectoras de
rayos UV (Wink, 2007).

Estos metabolitos también son responsables de las caracteristicas organolépticas
como el olor, sabor y color de las plantas (Bennett y Wallsgrove, 1994) Aportan la
materia prima en la industria de los alimentos y farmacéutica. Asi mismo, en el
campo de la medicina, nutricion y cosmeética (Tuteja y Sopory, 2008). La estructura
de los metabolitos secundarios se ha clasificado en grupos quimicamente
analogos, asi estan los compuestos fendlicos que abarcan a flavonoides,
cumarinas, taninos, estilbenos, entre otros; compuestos de estructura terpenoide,

compuestos nitrogenados y compuestos azufrados (Suarez Cunza, 2014).

1.5 Compuestos sulfurados

Para Lawson, los principales compuestos sulfurados del ajo son las cisteinas
sulfoxidos, como la aliina (7-14 mg/g), metiina (0.5-2 mg/g) e isoaliina (0.1-2
mg/g). El contenido total de sulfuros en el ajo es de aproximadamente 1.0 % en

peso seco y 0.35 % en peso fresco.

La mayoria de los componentes azufrados no estan presentes en las células
intactas. Cuando un ajo es machacado, partido o cortado, varios de sus
componentes azufrados son liberados, abandonando el interior de las células
vegetales; entonces interaccionan unos con otros para desencadenar una cascada
de reacciones quimicas, generadora de un elevado conjunto de componentes. Asi
por ejemplo, cuando la célula se rompe tienen lugar la reaccién entre el enzima

aliinasa y los precursores volatiles (Salkenilcisteina sulféxido y acido sulfénico)
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resultando la formacion de diferentes tiosulfinatos y compuestos derivados
relacionados con el &acido sulfénico. La descomposicion de los sulfinatos tales
como la alicina (dialil tiosulfinato) puede ocurrir a través de diferentes vias
metabdlicas. Una de ellas combina tres moléculas de alicina produciendo dos
moléculas de ajoeno. A través de otras degradaciones no enzimaticas los
tiosulfinatos se transforman en otros compuestos azufrados tales como los
tiosulfinatos, cepenos, mono, di, tri y tetrasulfuros, tioles, tiofenos y anhidrido
sulfuroso (Breu y Dorch, 1994).

Figura 4. Estructura quimica de los principales compuestos sulfurados del ajo.

e}

O NH, s MeO. oH
" /\/ \s/\’ r}
/\/s\)\coon = iis o‘ (CHa)Me
Aliina Alicina Alixina
S~ g—CHs LS g NF A S-g-SF
3
Alil metano tiosulfinato Dialil disulfuro Dialil trisulfuro
- TN s, NH; e
T 87 en, - S/\g‘:/oou S S g NF
Alil metil trisulfuro S-alil mercaptocisteina Ajoene
S S. = NH,
2-vinil-4H-1,3-ditiina 3-vinil-4H-1,2-ditiina 5-alilcisteina

1.6 Farmacolégia de la alicina

Una gran cantidad de estudios mencionan la reaccién enzimatica entre el
aminoacido azufrado inodoro aliina (citoplasma) y la alinasa (vacuola) (Bhandari,
2012), reaccion que genera la formacién de la alicina, principal precursor de las

actividades biologicas del ajo.
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Figura 5. Reaccion quimica de la formacion de alicina.
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Fuente: Lawson, 1996.
Para Rahman (2007), uno de los mecanismos por los que la alicina (compuesto
bioactivo del ajo) presenta actividad antimicrobiana es porque modifica la sintesis
de lipidos, disminuyendo su perfil, asi como sintetizando el RNA de los,
microorganismos. La alicina reacciona con grupos tiol libres, por lo que el principal
mecanismo de accion es a través su interaccion con grupos tiol (proteasas alcohol

deshidrogenasas).

1.7 Fenoles

Los compuestos fendlicos son de interés en gran parte debido a su actividad
antioxidante. Otro grupo de compuestos bioactivos son los flavonoides. El té
negro, las cebollas, las manzanas, la pimienta negra, bebidas alcohdlicas como el
vino y la cerveza, son de los principales productos que aportan gran cantidad de
estos metabolitos. Los principales flavonoides del ajo son los flavonoles, la
miricetina y la apigenina y, en marcado contraste con las cebollas, solo los bajos
niveles de quercetina (Lanzotti, 2006). Se les atribuyen efectos prebioticos, ya
gue, estas moléculas escapan al proceso digestivo en el intestino delgado, siendo
fermentados selectivamente por bifidobacterias y lactobacillus en el intestino

grueso (Espinoza Caceres et al., 2010).

2. Indicadores de salud

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés), define a la
salud como un “estado de completo bienestar fisico, mental y social y no
meramente la ausencia de enfermedad”, para lo cual utiliza indicadores como

instrumentos de evaluacion que pueden determinar directa o indirectamente
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modificaciones del estado de situacién de una condicion (WHO, 1995). Para poder
determinarlos tenemos que hablar del concepto de bienestar animal, herramienta

gue permite dar un panorama del estado de salud (fisico o mental) del animal.

Una de las definiciones de bienestar animal que hasta la fecha es muy bien
aceptada es la que propuso Broom (1986), la cual menciona que en situaciones de
bienestar el animal se adapta rapidamente al ambiente, mientras que en
condiciones de falta de bienestar los intentos de adaptacion son numerosos y
conllevan un desgaste fisiolégico para el animal. Entrando en funcionamiento
defensas inmunoldgicas, respuesta al estrés fisioloégico y a una variedad de

respuestas de comportamiento (Solano et al., 2004).

Como parte de las metodologias desarrolladas para poder medir el bienestar
animal se han desarrollado componentes denominadas las cinco libertades

(Council, 1992), descritas a continuacion:

a) libre de hambre, sed o un nivel de nutricién insuficiente
b) no presentar dolor, heridas o enfermedad

c) libre de temor o angustia

d) no presentar incomodidad

e) libre de manifestar un comportamiento natural

2.1 Actividad inmunoestimulante del ajo

Dentro de la naturaleza existe una variedad de extractos de plantas por sus
propiedades farmacolégicas y algunas de ellas como inmunoestimulantes. Los
inmunomoduladores son agentes biolégicos que mejoran el mecanismo de
defensa del huésped contra la enfermedad, al lograr un equilibrio entre las células
reguladoras y efectoras (Agrawal, 2010), caracteristica que se le adjudica al ajo.
Chandrashekar y Venkatesh (2009), sugieren que estos efectos

inmunomoduladores del ajo se deben su lectina o a proteinas aglutininas.
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Entre los efectos mostrados por los derivados del ajo se incluyen la induccion de la
apoptosis, la regulacion del ciclo celular y la modificacion de los sistemas de

transduccion (Pinto y Rivlin, 2001).

Gurley et al., 2005 menciona que diferentes extractos de ajo han demostrado
estimular la actividad fagocitaria de los macréfagos, incrementa la actividad de
células Natural Killer, IL-2, factor de necrosis tumoral (TNF) y gamma-interferén.
Ried (2016), oncuerda con estos datos al reportar que los efectos beneficiosos del
ajo en el sistema inmune, también se deben a la proteina C-reactiva y las citocinas
(IL y TNF).

2.2 Citometria de flujo

La citometria de flujo es un proceso analitico en el que se evalian células que
pasen en fila dentro de un flujo a través del aparato (Beckton Dickinson
Immunocytometry Systems; 1995). Mientras esto sucede, se puede hacer la
medicidon simultanea de multiples caracteristicas fisicas de una sola célula, como
por ejemplo: tamafo, volumen, densidad, propiedades de dispersion de luz,

potencial de membrana, pH, contenido celular, enzimas y proteinas.

2.3 Aplicaciones de la citometria de flujo
La citometria de flujo, hoy en dia, tiene una amplia una aceptacion en la
inmunologia, hematologia, oncologia, anatomia patoldgica y biologia celular, como

una herramienta potencialmente atil (Orfao et al., 1992).

La citometria de flujo ofrece ciertas ventajas como la de hacer mediciones
cuantitativas y multiparamétricas en un numero de células para definir las
propiedades de una poblacion celular o de las subpoblaciones. Es decir, el analisis
multiparamétrico hace posible evaluar poblaciones celulares particulares dentro de
una mezcla compleja, ya que aprovecha propiedades intrinsecas de la célula
como la dispersion de la luz, y caracteristicas controladas como la fluorescencia.
(Parks y Herzemberg, 1984).
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2.4 Biomarcadores CD11

Los leucocitos, asi como sus precursores hematopoyéticos, presentan patrones
caracteristicos en su superficie, que pueden utilizarse como marcadores para
distinguir y caracterizar distintas poblaciones celulares, demostrando que los
cambios morfologicos coexisten con distintos patrones de expresion

inmunofenotipicos asociados a diferenciacion celular (Orfao et al., 2004).

Los biomarcadores son moléculas que pueden utilizarse para identificar a las
poblaciones celulares con el uso de anticuerpos monoclonales especificos
marcados con una sustancia fluorescente. El termino CD significa Cluster of

Differentiation 6 designacion de agrupamiento (Subcommittee, 1984).

CD11b se expresa en las superficies de granulocitos (neutréfilos, eosinofilos y
basofilos) y macréfagos que se incrementan por su activacion, jugando un papel
importante en la defensa del huesped (Lundahl et al., 2012). Tambien se han
descrito que expresa para monocitos, células dendriticas, células asesinas
naturales (NK) y un subconjunto de linfocitos T. Tres formas del componente de la
molécula de adhesion ha sido identificada: CD1la o antigeno asociado a la
funcién de linfocito, CD11b o complemento receptor tipo 3 y CD11lc (Nielsen,
1994).

3. Oxidacion en carne de conejo

La oxidacion en la carne y/o los productos carnicos se puede reducir con el uso de
antioxidantes. Segun Halliwell y Gutteridge en 1990, el término antioxidante es
definido como cualquier sustancia que hallAndose presente a bajas
concentraciones, con respecto a las de un sustrato oxidable, retarda o previene la
oxidacion de dicho sustrato, provocando una reaccidén con el radical libre de la
sustancia antioxidante que cede un electron oxidandose a su vez,

transformandose en un radical débil.
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3.1 Proceso oxidativo en carne

Los potenciadores mas importantes de la oxidacion son las especies reactivas al
oxigeno (ROS, Reactive Oxigen Especies), que son compuestos que se derivan
de la molecula del Oxigeno por reduccion quimica parcial (Alessio y Hagerman,
2006). Incluyen radicales libres como el radical hidroxilo (OHP), el radical anién
superoxido (O, °), los radicales peroxilo (ROQ?) y el alcoxilo (RO°), y los peréxidos
como el peréxido de hidrégeno (H20,) y los hidroperéxidos (ROOH) (Morrisey et
al., 1998). Cada una de estas ROS es altamente reactiva e inestable debido al
hecho de que contienen un electron no apareado en su cubierta externa de
electrones. Esta conformacion le proporciona la habilidad de rapidamente
interactuar con macromoléculas celulares como lipidos, proteinas y &acidos

nucleicos (Cecarini et al., 2007).

3.2 Alternativas antioxidantes

Las especies reactivas del oxigeno (EROs) son necesarias para mantener las
funciones fisioldgicas en todo organismo aerobio, sin embargo pueden producirse
en altas cantidades conduciendo a estados fisiopatoldgicos y patolégicos para
dicho organismo. Por lo que, productos de origen natural estan en creciente
demanda aunado a las exigencias del consumidor a la calidad del producto en los
aspectos fisicoquimicos, microbiolégicos, genéticos y bioquimicos (Suarez Cunza,
2014).

3.3 El ajo como antioxidante

Lopez en 2007, menciona que el ajo contiene tambien componentes como selenio
y aminoacidos libres (en especial cisteina, glutamina, isoleucina y metionina)
eficaces para inhibir la formacién de radicales libres. Ademas, la alicina tambien
juega un pale importante en el proceso antioxidante, ya que reacciona con las
enzimas que tienen grupo tiol libres, atrapando radicales libres inhibiendo la

produccion de superdxido (Rahman, 2007).

Navarro (2007), menciona que el efecto antioxidante que tiene el extracto de

Allium sativum, fue probado en un estudio in vitro con células amnioticas
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humanas, se observd que disminuyo la produccio de radicale libres, ya que puede
aumentar los niveles de glutation (GSH) en las células y al mismo tiempo
disminuye los niveles de la forma oxidada del glutation (GSSG), se cree que es
debido a un aumento de la actividad de la GSSG reductasa. Lépez en 2007,
sefiala que los principales componentes con mayor actividad antioxidante son S-

alil-cisteina y alicina.

Se ha probado el efecto del ajo en carne y productos carnicos, y se logrado inhibir
la oxidacion lipidica en salchichas (Sallam et al., 2004). Gheisari y Ranjbar (2012)
mostraron un retardo en la oxidacion de lipidos y crecimiento microbiano, con ajo
fresco para la conservacion de este producto de carne de camello, almacenada en
refrigeracion. Por otro lado Park et al. (2008), adicionaron ajo y cebolla en polvo a
carne de cerdo y obtuvieron un incremento en las tonalidades rojizas amarillas del

producto.

4. Microbiologia en carne de conejo

La carne es un medio de cultivo para toda clase de microorganismos, ya que es
altamente nutritiva, biodisponible y con condiciones favorables de pH muy
cercanos a la neutralidad (5,5-6,5). Esto representa condiciones ideales para el
crecimiento de bacterias y hongos. Lamentablemente, esto incluye a

microorganismos patodgenos y deteriorantes. (Moore y Sheldon, 2003).

La calidad microbiolégica de la carne esta ligada por las caracteristicas de cria del
animal, el estado sanitario al ser faenado, el proceso de obtencion de la carne asi
como su almacenamiento, ademas de la temperatura son factores que van a

determinar la carga microbiana (Gill, 1998).
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I1l. JUSTIFICACION

En las Ultimas décadas, el desarrollo tecnoldgico y la industrializacion de la
cunicultura han determinado el paso de las explotaciones de tipo tradicional a las
de tipo intensivo, semi-industrial o inclusive industrial. En esta transformacion, los
conejos son sometidos a mayores concentraciones de animales por unidad de
superficie, a una estrecha convivencia entre ellos y exigencias productivas casi al
limite de sus posibilidades fisiol6gicas, a mayores y mas rapidos crecimientos asi
como ritmos reproductivos acelerados, entre otros. Esta manipulacién provoca
alteraciones en la regulacién y funcionamiento del sistema inmunolégico
inhibiendo la capacidad de contrarrestar la penetracion de agentes externos. Asi
también, se generan desordenes metabdlicos, que se ven reflejados en las

ganancias de peso y conversion alimenticia.

Existen diferentes criterios para evaluar la calidad de la carne, sin embargo, la
calidad organoléptica es el criterio mas evaluado por el consumidor. La calidad
final de la carne es el resultado de la variacidn genética, alimentacion, sanidad y
manejo, asi como al acondicionamiento medio ambiental que se deriva de los
cambios post mortem en los dias posteriores al faenado. Debido al alto contenido
y disponibilidad de nutrimentos y humedad, la carne es altamente perecedera a la
contaminacién microbiana y otros procesos como la oxidacion lipidica, proteolitica,
cambios en color y pérdida de humedad, entre otros. La carga microbiana inicial y
las reacciones de oxidacion se consideran las forma mas frecuentes del deterioro
de la carne que conduce al desarrollo de enranciamiento, la formacion de
compuestos que provocan sabores indeseables, polimerizacién y otro tipo de
reacciones gue provocan la reduccion de la vida util y el valor nutritivo de la carne

de conejo.

Una de las principales pérdidas econémicas que se generan en la produccién de
conejos es debido a las altas mortalidades, las cuales pueden ser mitigadas con
nuevas alternativas alimentarias, de bajo costo y con alta viabilidad. La utilizacion
de agentes naturales es una opcion potencial en la industria pecuaria, el ajo

(Allium sativum) es wuna planta a la que se le atribuyen efectos
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inmunoestimulantes, antimicrobianos y antioxidantes, a pesar de reportarse mas
de 100 compuestos biolégicamente activos, los compuestos sulfurados son los de
mayor efecto, igualmente, se ha demostrado que son benéficos sobre la salud de
animales asi como en la carne, en la cual puede prolongarse la vida util y por

consiguiente, la seguridad del consumidor.
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IV. HIPOTESIS

La adicibn de extracto de ajo en la dieta de conejos, permitira potenciar los
parametros productivos, el sistema inmunoldgico y disminuir la carga bacteriana

asi como la oxidacién en vida de anaquel de la carne.
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V. OBJETIVOS

General
Evaluar el efecto del extracto acuoso de ajo blanco y negro sobre los indicadores
productivos y de inmunidad en conejos; asi como la calidad fisica, microbiolégica y

sensorial de la carne.

Especificos
e Cuantificar polifenoles totales presentes en el extracto de ajo que se
adicionara a la dieta de los conejos.
e Realizar una prueba de inhibicion bacteriana in vitro del extracto acuoso de

ajo.

e Medir indicadores productivos en conejos, con la adicion de ajo en su dieta.

e Cuantificar marcadores de poblaciones celulares del sistema inmunologico
en conejos con la adicién de ajo en su dieta.

e Determinar la oxidacion de proteina y grasa en la vida de anaquel de la
carne de conejo.

e Cuantificar la carga microbiana y los parametros fisicos de la carne fresca

de conejo en la vida de anaquel.

e Realizar un andlisis sensorial de carne de conejo con la adicion de extracto

de ajo en su dieta.
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VI. MATERIALES Y METODO

El trabajo se dividira en dos partes, la primera consistira en trabajos in vitro donde
se evaluard la cantidad de polifenoles totales y la capacidad de inhibicion
bacteriana de 4 tipos de ajo (blanco, japonés, elefante y negro) y dos
concentraciones (0.25 y 0.125 g/mL™). Para la elaboracion de los extractos
acuosos se seguira la metodologia que sugiere Salem y colaboradores en 2014,
donde en la primer diluciéon (1:4) se utilizaron 50 g de ajo por 200 mL de agua
(0.25 g/mL™) y para la segunda (1:8) 50 g de ajo por 400 mL de agua (0.125
g/mL"). Los ajos se licuaran durante 5 minutos, dicho extracto sera filtrado dos
veces con gasas, los extractos acuosos de ajo blanco, japonés, elefante y negro
resultantes se almacenaran en refrigeracion (4°C).

Para la comparacion del diametro del halo de inhibicion las cepas bacterianas que
se utilizaran seran: Escherichia coli (ATCC® 25922™), Listeria monocytogenes
(aislado de campo obtenido del cerebro de ovino proporcionado en medio
selectivo Listeria Enrichment Broth, Modified de Sigma-Aldrich, Inc.) vy
Staphylococcus aureus (aislado de lesion localizada en la espalda de canino). Las
cepas bacterianas las proporcionara el laboratorio de bacteriologia del Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal de la Facultad de Medicina

Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma del Estado de México.

1. Polifenoles totales

Se realizara la cuantificacion de polifenoles totales por la técnica de Folin-
Ciocalteu (1927) de los cuatro extractos y sus dos concentraciones, en la que se
efectuara una curva patrén con acido galico. Se colocaran 240 pL de los extractos
y 150 pL de reactivo de Folin, después de 5 minutos se agregaran 600 pL de
Carbonato de Sodio al 15% y 2010 yL de agua destilada, se dejara reposar por 2

horas y se medira la absorbancia a 760 nm.

2. Capacidad de Inhibicion
Para esta prueba se utilizara el método de Kirby-Bauber, en la cual se determinara

la capacidad de inhibicién bacteriana de los extractos por difusién en placa. Las
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cepas bacterianas se colocaran en agar infusién cerebro-corazon (BHI) durante 10
minutos, se sumergira un hisopo estéril en dicho caldo con el cultivo para cubrir la
superficie de la placa de Agar Mueller Hinton, incubandose a 37+2 °C 10 minutos.
Después de esto se colocaran los discos de membrana 0.2 um empapados con
los extractos de los cuatro tipos de ajo y dos discos de antibiético comercial como
controles: Tetraciclina 30 mcg y Nitrofurantoina 300 mcg, se incubaran a 37+2 °C
18 horas para su posterior lectura. Con ayuda de una regla de vernier se medira el
area de inhibicion bacteriana alrededor de los sensidiscos, para clasificarlos en
sensible (S), intermedio (l) o resistente (R) segun Wayne, USA: CLSI; 2012.

Engorda
Para la segunda parte del trabajo se habran evaluado que ajos se utilizaran con

las pruebas in vitro anteriores.

« Control: 1.2 mL de agua por animal/via oral

« T1:1.2mL de EAA (0.15 g/mL) por animal/via oral

« T2:1.2mL de EAA (0.15 g/mL) por animal/via oral

« T3:0.6de EAA/0.6 de EAA (0.15 g/mL) por animal/via oral

El extracto acuoso de ajo (EAA), se prepar6 pesando 50 g de ajo con 400 mL de
agua, se pico y se dejo reposar en 400 mL agua (0.125 mL/g) por 48 h, se filtrd
con doble capa de gasa y posteriormente con papel Whatman 1, se almacené a 4
°C en un frasco color ambar. También se prepard extracto etandlico de ajo (EEA),
se siguio el mismo procedimiento, para eliminar el etanol se utilizé un rota-vapor,
se resuspendié dicho extracto con 500 mL de Medio esencial minimo y 3.5 mL de

Tween 20, se almacend a 4 °C en un frasco color &mbar.

Los tratamientos que se utilizaron en el estudio in vivo fueron los siguientes;
Control: 1.2 mL de agua, T1: 1.2 mL de EAA, T2: 1.2 mL EEA, T3: 0.6 mL EAA +

0.6 mL EEA, asperjando con un atomizador el alimento (Ganador conejo Malta
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Cleyton: proteina 16%,; grasa 3%; humedad 12%, fibra 17%, cenizas 10% y ELN
42%).

3. Parametros productivos
Los gazapos se pesaron al inicio del experimento y posteriormente cada 7 dias
hasta llegar a peso de matanza con la finalidad de estimar ganancia de peso, peso

semanal y conversion alimenticia.

Cada viernes por la mafiana se pesaron los gazapos para evaluar parametros
productivos (ganancia de peso, peso semanal y conversion alimenticia), dicho
pesaje se realiz6 con previo ayuno de 12 h evitando asi datos erroneos y
registrando todo en la libreta. De igual manera cada viernes se llevo el extracto a

la granja para su uso durante la semana.

La metodologia de evaluacion de indicadores productivos se realiz6 de la siguiente
manera:

Pesos

Se tomara semanalmente el peso de los gazapos de cada tratamiento con ayuda

de una balanza digital.

Ganancia de peso (GP)

La ganancia de peso se estimara por diferencia de pesos, entre el peso final
menos el peso inicial.

GP = peso final (g) — peso inicial (g)

Consumo de alimento (CA)

Para esta variable se determinara con la siguiente férmula:
CA = alimento ofrecido (g) — sobrante del alimento

indice de Conversion alimenticia (ICA)
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Se determinara mediante la relacion entre el consumo de alimento total sobre el
peso final obtenido.

ICA = alimento consumido (kq)

peso del gazapo(kg)

Porcentaje de mortalidad (% M)

% M = numero de gazapos muertos X 100

numero de gazapos iniciados

4. Indicadores de inmunidad

De igual manera se tomaron muestras de sangre al inicio del experimento y previo
a la matanza, para medir indicadores de inmunidad en el Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA) UAEMéx. Para este analisis se
utilizara la técnica de citometria de flujo, la cual permite medir poblaciones o
subpoblaciones celulares agrupadas por tamafio, complejidad o por fluorescencia
basada en la utilizacion de biomarcadores moleculares especificos. En este caso
se utilizaran marcadores moleculares de granulocitos (CD11a) y niveles de

apoptosis.

De igual forma se realizaron estudios parasitolégicos para identificar Eimerias spp.
a los animales en estudio por medio de la técnica de flotacion y la cAmara de
MacMaster para determinar en numero de huevos por gramo de heces.

La técnica tiene el siguiente proceso:

e Se pesa 4 g de heces y se mezcla con 60 mL de (SSS), Solucién Salina
Saturada esta solucién esta compuesta por 1 L de agua mas 300 g de sal y 200 g.
De azucar la mezclamos en una temperatura de 300C a 400C y es enfriada a
temperatura ambiente.

e Se homogeniza la muestra.

e Se cierne seis veces la muestra con dos vasos.
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e Se retira una cantidad suficiente de la muestra con una pipeta Pausteur.

¢ Se llena dos camaras de recuento de McMaster por separado y se deja reposar
por unos 3 minutos.

¢ Se lleva al microscopio y se observa con el lente de 10 aumentos.

e Se cuenta el numero de ooquistes.

5.- Matanza

La matanza de los animales se realizé después de 4 semanas de adicion del
extracto con ayuno previo de 12 h, se pesaron y se realiz6 la matanza de acuerdo
a lo establecido por la Norma Oficial Mexicana NOM-033-Z0O0-2014. Se tomaron
mediciones de pH con ayuda de un Potencidmetro Hanna a los 45 min y 24 h. De
igual manera se medira color objetivo (L*, a* y b*) con ayuda de Colorimetro
Minolta. Los lomos fueron transportados en hielera con cubos de hielo (4-5 °C) al
Laboratorio de Ciencia de la carne de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia UAEMéx para su analisis de oxidacion de grasa y proteina en vida de

anaquel alos dias 1, 3,5,7y09.

6. Oxidacién de grasay proteina

El andlisis de la oxidacion de grasa y proteina se realizaron alos dias 1, 3,5,7y 9
en vida de anaquel a 4 °C. Se medira el contenido de grasa y proteina total
mediante un andlisis bromatolégico de la muestra (AOAC, 1990), considerando la
oxidacion de grasas segun lo propuesto por Raharjo Sri et al., (1992). El grado de
enranciamiento por oxidacién de los lipidos de la carne se determinara mediante la
prueba de TBARS, los resultados se expresaron como sustancias reactivas al
acido tiobarbitarico (TBARS) en mg malondialdehido/Kg de musculo. Para la
oxidacion de proteinas se realizd siguiendo la técnica de Berlett y Stadtman,
(1997), en la que los resultados se expresan en nmol de carbonilos por mg de

proteina.
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7. Microbiologia de la carne

Se utilizaron 5 masculos derechos Longissimus dorsi transportados en hielera con
cubos de hielo (4-5 °C) al Laboratorio de Ciencia y Tecnologia de la Carne de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia UAEMéx, para su analisis
microbioldgico en vida de anaquel a los dias 1, 3, 5, 7 y 9. Sembrando por
duplicado bacterias Mesofilas Aerobias (35 °C 48 h), Coliformes Fecales (44 °C 24
h) y Psicréfilos (20 °C 5 dias) a las diluciones 10°, 10*, 10%y 102,
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VII. RESULTADOS

7.1. Articulo 1. Antimicrobial resistance of three common molecularly identified
pathogenic bacteria to Allium aqueous extracts. Articulo publicado en Microbial
Pathogenesis Journal Mayo 2020; Volumen 142.
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ABSTRACT
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The aim of this work was to evaluate the in vitro bacterial inhibition of different types of garlic on Escherichia coli
ATCC 25922, Listeria monocytogenes and Staphylococcus aureus. The bacterial strains were moleculaily identified
using gen 165 1DNA molecular identification. Four different types of garlics were used: 1) white, 2) Japanese, 3)
elephant and 3) black, and these were evaluated at two different concentrations (0.25 and 0.125 g/mL) per garlic
type. Bioactive compounds present in the garlics were identified using high-performance liquid chromatography
coupled to ultraviolet detector (HPLC-UV), and total polyphenols were quantified by the Folin-Ciocalteu tech-
nique. The Kirby-Bauber method was used for the bacterial evaluation. Aqueous extract of black garlic had the
highest amount of polyphenols 6.26 + 0.21 mg GAE/mL. The area of inhibition was measured and classified as
sensitive, intermediate or resistant. Using the disc diffusion assay, higher concentration (0.25 g/mL) of aqueous
extract of white garlic had the highest antibacterial activity area, with 21.46 + 3.94 mm for L. monocytogenes,
20.61 * 2.47 mm for S. aureus and 17.83 * 2.21 mm for E. coli White garlic had comparable antimicrobial ac-
tivity as the control (tetracycline at 30 pg) as indicated by the size of the inhibition halos. Based on your results,

white garlic can be used as an alternative to synthetic antimicrobials.

1. Introduction

Previously, natural products were used to combat diseases, however,
with the discovery of synthetic antibiotics, they were gradually replaced
[1,52,53]. Natural products used to be the major ingredient of many
drugs but pharmaceutical companies have decreased or even eliminated
research on natural products [2,42-46,52]. The focus has been on syn-
thetic antibiotics and their indiscriminate use have reduced their effec-
tiveness against infectious diseases in addition to incidences of antibi-
otics resistance [3,47-50]. Foodbome diseases are still a public health
problem worldwide and the causal agents are mainly Escherichia coli
0157: H7, Salmonella spp., Listeria monocytogenes, and Clostridium botu-
linum [4,5]. Bacteria have the ability to adapt to an environment and
develop resistance mechanisms, which can be of natural or acquired ori-
gin [6,7,511.

Due to the current problems of antibiotics resistance facing the live-
stock industry, natural products can be viable and economical alterna-
tives [55,57,63]. One of such natural products is garlic (Allium sativum

* Corresponding author.
** Corresponding author.
E-mail adds

;: maria,

https://doi.org/10.1016/j.micpath.2020.104028

) and there is documented literature on its antibacterial effect [8,9].
Therefore, there is a need to look for new medicines of herbal origin
as they cannot contribute to antibiotics resistance and they have lit-
tle or no toxic effect on livestock [10,57,64]. Garlic (Allium sativum)
is an antimicrobial characterized by its high content of sulfuric com-
pounds [11,12,54] and previous studies reported that garlic has a broad
spectrum of antibacterial activity against E coli, Salmonella spp [9,13].
Kamra et al [14] reported garlic as anti-methanogenic and anti-proto-
zoal agent with the ability to reduce methane emission. They concluded
that garlic and plant extract, in general, can be used as an eco-friendly
rumen modifier for sustainable production [15,56-62]. During process-
ing, the unstable compounds of fresh garlic, including alliin, become
stable compounds that include s-allylcysteine (SAC), the water-soluble
compound with potent antioxidant effect [16]. The study of medici-
nal plants is still a work in progress but it has the potential to ad-
dress some of the major issues such as the antibiotics resistance that
have plagued the livestock industry. In the present study, we eval-
uated two concentrations (0.25 and 0.125 g/mlL) of aqueous extracts
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These shortcomings have resulted in the push for the use of natural tracted genomic DNA was subjected to 16S rDNA sequence analysis.
food additives, promoting the exploration of natural antimicrobial com- The resulting sequences were aligned and analyzed with homologous se-
pounds as an alternative [26]. quences from other bacteria.

The bacterial strains were identified by gen 16S rDNA molecular
identification; protocol was developed according to Ref. [27]. The ex-
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Fig. 1. Content of total polyphenols (expressed in pg equivalents to gallic acid) of the aqueous extracts of garlic.1, Aqueous extract of black garlic (AEBG) at 0.25 g/mL 2, AEBG at 0.125 g/
mL; 3, Aqueous extract of white garlic (AEWG) at 0.25 g/mL; 4, AEWG at 0.125 g/mL; 5, Aqueous extract of elephant garlic (AEEG) at 0.25 g/mL; 6, AEEG at 0.125 g/mL; 7, Aqueous
extract of Japanese garlic (AEJG) at 0.25 g/mL; 8, AEJG at 0.125 g/mL.

Table 4
Inhibition halos (mm) in vitro for commercial antimicrobials and their classification according to the CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).

CF cp FO GM MAC TE TSX P

Bacteria 30 pg 5pg 50 pg 10pg 300 ug  30pg 25pg SEM vahie
E coli ATCC 1495 + 0.86°  21.39 + 236" 1820 + 1.32>*  19.87 + 0.94® 09 26.68 = 0.84° 2546 = 125° 1.86 0.001
25922
CLSI 1 H H s R s s
S. aureus 2458 + 1.42°  19.36 + 1.36° 09 1211 +213¢ 04 2812+ 1.30° 2603 = 122° 248 0.001
CLSI H 1 R R R s s
L 24.26 + 1.11°  21.14 + 1.89" 2566 *+ 0.84°  19.34 + 0.727 0° 2539 +1.03° 2447 £121° 190 0.001
mornocytogenes
CLSI s H s H R s s

CF, Cephalotin; CIP, Ciprofloxacin; FO, Fosfomycin; GM, icin; MAC, Nitroft in; TE, Tetracycline; TSX, Tri pim /Sulfameth. le; R, Resi 1, Intermediate; S, Sensi-

tive. The values are expressed as the mean + standard deviation. Means with similar letters are not statistically different at a level of P < 0.05 according to the Tukey test.

Table 5
Inhibition of bacterial growth in millimeters (mm) of two concentrations of aqueous extract of white, Japanese, elephant and black garlic on E coli, S. aureus and L. monocytogenes.

TE MAC P
Bacteria 0,25 g/mL 30pg 300pg  SEM  vale
AEWG AEIG AEEG AEBG
E coli ATCC 25922 17.83 + 1.49% 965 + 1,59  0°¢ [ 2624 +084 O 120  0.001
S. aureus 2078 + 1.53° 978 + 2,23¢ 1328 + 1.52° o4 2464 +1.05 O 146  0.001
L monocytogenes 2157 +3.25% 1179 +056° 1248 + 1.16° 0° 2552 + 061 O 168  0.001
Bacteria 0,125 g/mL TE MAC SEM P
30 pg 300 pg value
AEWG AEIG AEEG AEBG
E. coli ATCC 25922 13.10 + 1.282 QY ob ob 2624 + 084 O 091  0.001
S. aureus 1806 + 1.60° 0P ob ob 2464 £1.05 0 141  0.001
L monocytogenes 1648 + 252¢ QY ob ob 2552+ 061 O 115  0.001

AEWG, Aqueous extract of white garlic; AEJG, Aqueous Japanese garlic extract; AEEG, Aqueous extract of elephant garlic; AEBG, Aqueous extract of black garlic; TE, Tetracycline; MAC,
Nitrofurantoin. The values are expressed as the mean * standard deviation. Means with similar letters are not statistically different at a level of P < 0.05 according to the Tukey test.
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2.5. Experimental design

A completely randomized design with a 4 X 2 x 3 factorial arrange-
ment was used with ten replications for each bacterium. Independent
variables were aqueous extracts; white garlic (AEWG), Japanese (AEJG),
elephant (AEEG) and black (AEBG), concentrations (0.25 and 0.125 g/
ml) and bacteria (E. coli ATCC 25922, L. monocytogenes and S. au-
reus) and the response/dependent variable was the inhibition of bacte-
rial growth. An analysis of variance and comparison of means was per-
formed by the Tukey Test (P > 0.05) using the statistical package Stat-
graphics Plus version 5.0.

2.6. Inhibition capacity

For this test, the Kirby-Bauber method was used and the extracts’
ability to inhibit bacterial growth was determined by plaque diffusion.
To determine the appropriate control to used, a preliminary test was car-
ried out in which the bacteria were challenged with 7 different antimi-
crobials (Polydisks for Gram-negative and Gram-positive bacteria, Pro-
ductos Biolbgicos de México, S.A.). With the help of a vernier rule, the
area of bacterial inhibition around the senses were measured and classi-
fied as sensitive (S), intermediate (I) or resistant (R) according to Wayne
USA: CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute 2012).

3. Results

Concentrations of total polyphenols in the extracts are shown in Fig.
1. Higher concentration (0.25 g/mL) of aqueous extract of black garlic
(AEBG) had the highest total polyphenols (6.26 pg gallic acid equiva-
lents (GAE/mL) and pH of 4.61 + 0.03; the lowest values were noted
for aqueous extract of elephant garlic (AEEG) 0.26 pg GAE/mL and pH
of 6.61 = 0.01.

For E coli, higher concentration (0.25 g/mL) of white garlic (AEWG)
had the highest inhibition with 17.83 mm compared with aqueous ex-
tract of Japanese garlic (AEJG) and AEEG with 9.80 and 2.93 mm,
respectively. Similar trend was noted for the lower the concentration
(0.125 g/mL) of the extracts, with the highest inhibition halo noted for
AEWG with 13.11 mm. No halo was noted for AEBG. In the case of S.
aureus, AEWG had 20.61- and 17.87-mm halos for the higher and lower
concentrations, respectively. The zone of inhibition for AEJG and AEEG
were smaller with values of 8.12 and 0.82 mm and 9.01 and 3.13 mm,
respectively. Higher concentration of white garlic had the biggest zone
of inhibition (21.46 mm) on L. monocytogenes, followed by Japanese gar-
lic with 5.88 mm and elephant garlic with 4.32 mm. As noted in the
other two bacterial, AEBG showed no antibacterial activity in both con-
centrations.

The inhibition zones of the seven commercial antimicrobials used
in the preliminary study are shown in Table 4. Based on the result,
Tetracycline (30 pg) was selected as a positive control and nitrofuran-
toin (300 pig) as a negative control in the present study. The zone of inhi-
bition on bacterial growth by the different garlic treatments is shown in
Table 5. With the exception of AEWG, no halo was noted for the other
treatments.

4. Discussion

The analysis identified 2-ethylidene [1,3]dithiane, 2-ethylidene
[1,3]dithiane, 3-Vinyl-1,2-dithiacyclohex-5-ene, 3-Vinyl-1,2-dithiacy-
clohex-4-ene, diallyl disulfide, dimethyl trisulfide and methyl
2-propanol trisulfide. Allicin represents 70-80% of the thiosulphinates
formed and previous reports documented the presence of allicin in
garlic extracts [28,29]. They mentioned that allicin is converted into
vinyl dithiins and into other compounds such as methyl 2-propanol
disulphide, Dimethyl trisulphide and Diallyl tetrasulphide. Wang et al.
[30] concluded that these compounds are the main sulfur components
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of fresh garlic which decompose and form other compounds. The black
garlic is SAC [31] — (Table 1).

Contrary to expectation, greater concentration of total polyphenols
in black garlic did not have any effect on the bacteria. The antibacterial
property of garlic is attributed to allicin, which is produced by ground-
ing garlic. Allicin inhibits sulthydryl enzymes and has been reported to
reduce inflammation [8]. Ciceres et al. [32] highlighted the importance
of the synergy between phenolic and sulfur compounds by blocking the
activity of reactive oxygen on proteins, lipids and DNA. Another mecha-
nism of action is the inhibition of RNA, DNA and protein synthesis [33].

Results showed that only the higher concentration of white garlic
was comparable to the control treatment (tetracycline) in inhibiting S.
aureus and L. monocytogenes. [34], reported a linear relation between
garlic concentration and the diameter of inhibition halos, which they
attributed to the effect of allicin and other sulfur compounds. Garcia
Rico et al. [35] evaluated the antibacterial activity of aqueous extract of
three species of the Allium family (Allium sativum, Allium fistulosum and
Allium cepa) on five bacterial strains, concluding that A. cepa showed
greater effectiveness against E coli with inhibition halos of 15 mm in
diameter. Similarly, Salazar Cérdova [36] reported a zone of inhibition
of 14.3 mm against E coli, with 25% concentration of aqueous extract
of A. sativum. A previous study by Jiménez [2] reported that a range of
15.5-24.5 mm inhibition zones were established against E. coli 25922,
S. aureus Methicillin Resistant and S. aureus ATCC 25923 using a garlic
concentration of 250 mg/mL.

The allicin precursor enzyme, allinase, is inactivated by heat, so that
the desirable bioactive is not formed if it is heated before cell disruption
[37]. This agrees with Pérez [38], who reported that during cooking,
sulfur losses occur due to high temperature; and this could be the reason
why black garlic extract showed no antibacterial activity. This reaction
could either be enzymatic degradation or Maillard reaction responsible
for changes in taste, smell and color [39,40]. Ryu and Kang [41] re-
ported that this process increases the concentration of flavonoids, pyru-
vate, total phenol, SAC, free sugars and minerals.

In conclusion, higher concentration (0.25 g/mL) of aqueous extract
of white garlic had the best antibacterial activity against Escherichia coli
ATCC 25922, Listeria monocytogenes and Staphylococcus aeurus compared
with the aqueous extracts of Japanese garlic and elephant garlic. Aque-
ous extract of black garlic had no antimicrobial action on the bacteria
studied. According to the results from the present study, the antimicro-
bial action of the aqueous extract of white garlic was comparable to
tetracycline and can be used to replace synthetic antimicrobials.
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Capacidad antibacteriana del extracto acuoso de ajo (Allium sativum L.) sobre la

microbiota digestiva de conejos

Antibacterial ability of the aqueous garlic extract (Allium sativum L.) on the digestive

microbiota of rabbits
Resumen

El objetivo del estudio fue evaluar la capacidad de inhibicion bacteriana in vitro del
extracto acuoso de ajo sobre la microbiota bucal, cecal y rectal de conejos en una
explotacion comercial del Estado de México. Se utilizaron 21 animales Chinchilla x Nueva
Zelanda de 40+2 dias de edad y 1.82+0.15 kg PV.‘ Se recolectaron muestras de hisopados
de boca, ano y ciego. Se aislé Escherichia ‘coli, Shigella sp, Paontoea agglomerans y
Acinobacter lowffii. Se utilizé la técnica de difusion en placa por el método de Kirby-
Bauber para determinar los halos de-inhibicién bajo dos concentraciones de extracto acuoso
de ajo (125 mg/ml y 62.5 mg/ml). Los halos de inhibicion bajo la concentracion de 125
mg/ml fue de 17.16 mm.en promedio y para la concentracion de 62.5 mg/ml fue de 12.37
mm. En el caso de la mayor concentracion, el 54% de las muestras se clasifica como
Sensible a los antimicrobianos Gentamicina, Amikacina y Sulfametoxazol/Trimetoprima.
Se sugiere la utilizacion del extracto acuoso de ajo como tratamiento preventivo

antimicrobiano en conejos de engorda de explotaciones comerciales.

Palabras clave: Antimicrobiano, in vitro, conejo, inhibicion.
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Antibacterial ability of the aqueous garlic extract (Allium sativum L.) on the digestive

microbiota of rabbits
Abstract

The aim of this study was to evaluate the capacity of bacterial inhibition in vitro of the
aqueous extract of garlic on the buccal, cecal and rectal microbiota of rabbits in a
commercial farm of the State of Mexico. In total, 21 Chinchilla x New Zealand rabbits of
40 £ 2 days of age and 1.82 + 0.05 kg of body weight were used. Swabs‘of mouth, anus and
caecum were collected. Escherichia coli, Shigella sp, Paontoea agglomerans and
Acinobacter lowffii were isolated. The plate diffusion 4technique was used by the Kirby-
Bauber method to determine the inhibition zones 'uhder two concentrations of aqueous
extract of garlic (125 mg/ml and 62.5 mg/r‘nl)‘. The inhibition halos under the concentration
of 125 mg/ml was 17.16 mm on average- and for the concentration of 62.5 mg/ml was 12.37
mm. In the case of the highest concentration, 54% of the samples were classified as
sensitive to gentamicin, amikacin and sulfamethoxazole/trimethoprim. The use of the
aqueous extract of garlié as an antimicrobial preventive treatment in fattening rabbits of

commercial-farms.is suggested.

Key words: Antimicrobial, in vitro, rabbit, inhibition.
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Introduccion
En México, la cunicultura se considera una actividad secundaria, donde la produccion de
carne de conejo se lleva a cabo de forma familiar, para autoconsumo y venta local 2. El
Estado de México se ha consolidado como el de mayor produccion de carne (25.5%),
seguido de Michoacan (16.9%) y Ciudad de México (12.5%). El inventario del Estado de
México es de aproximadamente 45 000 vientres y produce aproximadamente 2 340
toneladas de carne, siendo los municipios de mayor produccion Amecameca,in‘Iotepec,
Atlacomulco, Texcoco, ademas del Valle de Toluca ®. El Estado de México cuenta con
corredores gastronomicos como la Marquesa, Tenancingo y la zona del Nevado de Toluca,
y cuencas cunicolas, como la zona norte (Atlacomulco, San Felipe del Progreso, El Oro,
Ixtlahuaca, entre otros) y suroriente (Chalco, Amecameca, Nézahualcéyotl y Texcoco) * .
En comparacion con otras carnes (cerdo, bovino y ave); ‘la carne de conejo tiene un mayor
contenido proteico (23%) ©, ademas del alto-contenido de vitaminas del complejo B y
bajos niveles de grasa y colesterol 5 9)-. A pesar de todas estas ventajas, el consumo de la
carne de conejo no es habitual-en Meéxico. Hoy en dia, los consumidores muestran mas
interés en las practicas y normas pecuarias, y se encuentran dispuestos a pagar mas por
productos organicos, IocaIeAs, inocuos y con propiedades nutracedticas, como es la carne de

conejo % 1D

Sin_embargo, las unidades de produccion tienen una deficiente
infraestructura, manejo reproductivo, alimenticio y sanitario al ser mayoritariamente de
traspatio 2. Ademas, se tiene la problematica de la falta de medicamentos especificos para

la especie y la falta de asistencia técnica que ocasionan tratamientos ineficientes. En este

sentido, las plantas medicinales se consideran una buena alternativa por su alta efectividad

g (13.19)
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El ajo (Allium sativum) pertenece a la familia Liliaceae, originaria de Asia central *>*®). Su
efecto terapéutico es atribuido a los constituyentes sulfurados, que también son
responsables de su sabor y olor tipicos. Entre ellos destaca la alicina como antibacteriano,
antiparasitario, antif(ingico, hipoglicémico y antiinflamatorio " *® 9. En la actualidad se
esta retomando el estudio y uso de productos de origen natural en la industria alimenticia
humana y pecuaria. Es por esto que el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de
inhibicién bacteriana in vitro del extracto acuoso de ajo (Allium sativum) de la microbiota

bucal, cecal y rectal de conejos en una explotacion comercial del Estado de México.

Materiales y métodos
Preparacion del Extracto
Se elaboraron dos concentraciones de extracto acuoso.de ajo (Allium sativum) siguiendo la
metodologia “® con algunas modificaciones: En la primera dilucién se utilizaron 50 g de
ajo por cada 400 ml de agua (125 mg/ml) y-para-la segunda 50 g de ajo por 800 ml de agua
(62.5 mg/ml). Los ajos se licuaron durante’ 5 min (Oster 6630-13) y se filtraron dos veces
con papel Watman 1. El extracto acuoso de ajo (EAA) resultante se almacend en

refrigeracion (4 °C) en frascos @mbar de 100 ml.

Disefio Exp‘erimental

Se utilizé un muestreo aleatorio simple ?Y. Se muestrearon 21 conejos Chinchilla x Nueva
Zelanda de 40+2 dias de edad y 1.82+0.05 kg de peso de una granja comercial, ubicada en
la Colonia Virgencitas, municipio de Nezahualcoyotl, Estado de México (19° 21' 36" y 19°

30' 04" latitud norte y 98° 57' 57" y 99° 04' 17" longitud oeste).
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Muestreo

Las muestras se tomaron por la mafana, se obtuvo un hisopado bucal y anal de cada conejo
y luego del sacrificio ®? se recolecté un hisopado del ciego. Las 63 muestras se
transportaron en tubos con medio Stuart a temperatura de refrigeracion (41 °C) al
laboratorio de bacteriologia del Centro de Investigacién y Estudios Avanzados en Salud
Animal (CIESA) de la Universidad Auténoma del Estado de México, para la siembra e

identificacion bacteriana.

Siembra y Aislamiento Bacteriano

Las muestras fueron sembradas en Agar Tripteina Soya y Agar McConkey e incubadas a
37 °C por 24 h. Se realizé una descripcion morfoldgica de la colonia bacteriana, tincion de
Gram y microscopia de cada muestra. Se procedio a Ia_pufificacién de las colonias y sobre
estos aislados se realizaron las pruebas de sensibilidad. La identificacion de las bacterias se

hizo con el Kit EnteroPluri-Test Becton Dickinson® (BD Cat. No. L010570-02) 2,

Capacidad de Inhibicion del Extrécto Acuoso de Ajo

Se utiliz6 la técnica de Kirby-Bauber @4 Las cepas bacterianas se ajustaron a una escala de
0.5 McFarland (1x10° UFC/ml), se inoculd la cepa bacteriana aislada en caldo peptona de
carne durante_lO min-a 37 °C. Se sumergio un hisopo estéril en el caldo con el cultivo para
cubrir la superficie de la placa de Agar Mueller Hinton, incubandose a 37+2 °C durante 10
min. Después, se colocaron los discos estériles de papel Whatman® No. 1 (Cat. No.
1001090) impregnados con el EAA (125 mg/ml y 62.5 mg/ml). Se utilizaron como control
de la inhibicion de crecimiento bacteriano, un sensidisco de Gentamicina (10 pg),

Amikacina (30 pg) o Sulfametoxazol/Trimetoprima (25 pg) (Polidiscos para bacterias de
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tipo Gram negativos y Gram positivos, Productos Biolégicos de México, S.A. ®) y un
control negativo de inhibicion de crecimiento bacteriano de agua (se coloco por ser un
extracto acuoso, de esta manera se asegura que el agua utilizada en dicho extracto no
interviene en el crecimiento bacteriano). Se incubaron a 37+2 °C por 18 h. Con ayuda de
una regla de vernier se midio el area de inhibicion del crecimiento bacteriano alrededor del
disco, clasificAndose de acuerdo con el halo de inhibicién en Sensible (S), Intermedio (1) o

Resistente (R) ©°.

Resultados

Los halos de inhibicion sobre el crecimiento bacteriano presentados<por las dos
concentraciones de EAA (125 mg/ml y 62.5 mg/ml) se muestran en la Tabla 1. Ademas de
la clasificacion del antibiotico utilizado y de ambas concentréciones de EAA en actividad
resistente, intermedia o sensible.

Se realizaron un total de 63 sembrados en-los rriedios de cultivo bacteriolégicos, en los
cuales el crecimiento bacteriano se presentd en nueve muestras de boca (14.2%), seis de
ciego (9.5%) y cuatro de ano (6.3%). En ocho animales se aislaron bacterias de las tres
zonas muestreadas, en 44 (69.8%) no hubo crecimiento bacteriano. La lectura del Kit
EnteroPluri-Test Becton Dickinson®, asi como el complemento de las pruebas bioguimicas
de los aisladosv‘bacteriol()gicos dio como resultado la identificacion de las siguientes
bacterias: 11 aislados de Escherichia coli, tres de Shigella sp, tres de Paontoea
agglomerans y dos de Acinobacter lowffii.

Al comparar los halos de inhibicion sobre el crecimiento bacteriano del extracto acuoso de
ajo con la Gentamicina se muestra que dicho antibidtico mostré sensibilidad en 7/7

aislados, para la concentracién 62.5 mg/ml de EAA solo dos aislados fueron sensibles y

Héctor Daniel Arzate Serrano




_ Evaluacion del extracto de ajo sobre parametros productivos, inmunolégicos y la calidad de la
carne de conejo

para la concentracion de 125 mg/ml se presentd una actividad similar a la de la
Gentamicina 6/7. Para el Sulfametoxazol/Trimetoprima las seis cepas aisladas fueron
sensibles, al comparar los EAA se aprecia que desarrollaron actividad antibacteriana
intermedia, solo fueron sensibles 2/6 en la concentracion de 62.5 mg/ml y 3/6 en la
concentracion de 125mg/ml. Los aislados bacterianos que fueron desafiados con la
Amikacina, mostraron el mismo nimero de cepas catalogadas como sensibles 3/6, que el
EAA en la concentracion de 125 mg/ml.

Tabla 1. Inhibicién del crecimiento bacteriano in vitro de aislados de muestras de
boca, ano y ciego de conejos comparando los halos de inhibicién de los antibioticos con las

concentraciones de extracto acuoso de ajo - EAA (Allium sativum) y su clasificacion ¢,

M  Origen R EAA
Aislamiento Antibiético .
M ' 62.5mg/ml 125 mg/ml  Agua
1 Boca Escherichia coli GM + 2120 S 0 R 109 R 0

2 Boca Acinetobacter lowffii TSX 3064 S 8.42 R 8.61 R 0

3 Boca Escherichia cali . “_AMK 2653 S 1097 R 1748 S 0
4 Boca  Pantoea agglomefans GM 2705 S 1348 I 1791 S 0
5 Boca Escherichia Coli TSX 2545 S 1154 | 1331 | 0
6 Boca Escherichia coli AMK 0 R 1249 R 1954 S 0

7 Boca . ‘Pantoea agglomerans GM 2345 S 10799 R 1555 S 0

8 Boca Shigella sp TSX 3207 S 1859 S 2151 S 0
9 Boca  Pantoea agglomerans AMK 16.17 I 1547 1 1585 | 0
10 Ciego Shigella sp GM 2559 S 1822 S 2677 S 0
11 Ciego Escherichia coli TSX 2397 S 1360 I 16.07 S 0
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12 Ciego  Acinetobacter lowffii AMK 1305 R 940 R 1260 R 0

13  Ciego Escherichia coli GM 2189 S 1219 R 16.17 S 0
14 Ciego Shigella sp TSX 4743 S 2149 S 3034 S 0
15 Ciego Escherichia coli AMK 2341 S 1120 R 1767 S 0
16 Ano Escherichia coli GM 2116 S 973 R 1558 S 0
17 Ano Escherichia coli TSX 2436 S 981 R 1211 | 0
18 Ano Escherichia coli AMK 1877 S 859 R 1410 R 0

19 Ano Escherichia coli GM 3349 S 1915 S 2391 .S 0

M: muestra; GM: Gentamicina 10 pg; TSX: Sulfametoxazol/Trimetoprima 25 ug; AMK:
Amikacina 30 pg.

R: Resistente, I: Intermedia, S: Sensible.

GM= Gentamicina: R <12, 1 13-14 y S >15.

TSX = Sulfametoxazol/Trimetoprima: R <10, 11-15 y S >16.
AMK = Amikacina: R <14,115-16y S >17. ‘

El dato numérico se refiere a los halos de inhibicion en mm.

Los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano de'mayor diametro se presentaron en la
concentracion de 125 mg/ml, con un_promedio del halo obtenido de 17.2 mm, mientras que

para la concentracion de 62.5 mg/ml fue de 12.4 mm.

Discusion
La actividad antimicrobiana del ajo depende principalmente del compuesto alicina, que es
mas eficai en las bacterias grampositivas que en gramnegativas. El principal efecto
antimicrobiano de la alicina se debe a su reaccion quimica con los grupos tiol de diversas
enzimas ©®, por ejemplo, alcohol deshidrogenasa, tiorredoxina reductasa y ARN
polimerasa, lo que causa su inactivacion @ ?®. Ademas, contiene otros compuestos

productos de su degradacion como: ajoene, disulfuro de dialilo, trisulfuro de dialilo,
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vinilditiinas, salilcisteina, S-alil-mercapto cisteina, entre otros “*). El efecto del ajo depende
de las diferencias estructurales de las cepas bacterianas, los polisacéridos y lipidos
contenidos en la pared celular tienen un efecto sobre la permeabilidad de la alicina y otros
constituyentes de ajo ©%.

En este estudio se utilizaron como controles dos aminoglucésidos (Gentamicina y
Amikacina), los cuales se unen de forma irreversible a la subunidad 30S del ribosoma, que
contienen ARN ribosémico (ARNr 16S en la subunidad 30S) y proteinas llamadas S (small
o pequefia, en la subunidad 30S) ®V. Acttian interfiriendo la lectura del codigo genético con
el consiguiente bloqueo de la sintesis proteica de la bacteria, o bien la inhibicion.total de la
sintesis proteica de la bacteria ®?. La Gentamicina utilizada en este-trabajo, muestra halos
de inhibicion clasificados como Sensibles para el aislado de E.'coli (24.43 mm), mismo
resultados que muestra el EAA a la concentracion alta (16.65 mrﬁ). Para la Amikacina se
reporta un promedio de 16.32 mm para el total de aislados,‘ 11.35 mm para la concentracion
baja de EAA y 16.20 mm para la concentracién alta, por lo que el EAA 125 mg/ml tiene
actividad intermedia al igual que la Amikacina.

Por otro lado, las sulfamidas son analogas del &cido paraaminobenzoico, por lo que
compiten por la enzima~ dihidropteroatosintetasa, evitando la formacion de acido
dihidropteroico, precursor del acido folico. Actia sinérgicamente con las
diaminopirimidinas,. ‘como la Trimetoprima, estas compiten por la enzima
dihidrofolatoreductasa que cataliza la conversion de é&cido dihidrofolico en &cido
tetrahidrofélico ©¥. Los resultados obtenidos indican que el Sulfametoxazol/Trimetoprima
muestra halos de inhibicion con diametros que se clasifican como Sensibles con una
promedio de 30.65 mm, al comparar estos resultados con el EAA a la concentracion de 62.5

mg/ml (13.90 mm) y 125 mg/ml (16.99 mm), se aprecia que existe una diferencia marcada
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entre los halos de inhibicion, aunque la concentracion alta se clasifica como sensible al
igual que el antibidtico utilizado como control.

Entre las enterobacterias de importancia clinica se encuentra Escherichia sp, Pantoea
agglomerans y Shiguella sp ©*, especies que fueron aisladas en el presente trabajo y en la
que se resalta la importancia de la cecotrofia, proceso fisioldgico que permite el desarrollo
de una poblacion microbiana estable de los productos de la fermentacién, como los &cidos
grasos volatiles.

Escherichia coli fue aislada en las tres zonas muestreadas de los conejos (boca, ciego y
ano), presentando inhibicion de su crecimiento con ambas concentraciones,del extracto
acuoso de ajo. Se ha reportado que se necesita una concentracion de 12,5 mg/ml de ajo para
inhibir el crecimiento de Escherichia coli ©®. En un estudio similar.con una concentracion
de ajo de 250 mg/ml establece un promedio de 12 mm de diametro en los halos de
inhibicion de E. coli ®, siendo en el presente trabajo de 14.7 mm el didmetro promedio de
halos de inhibicién que gener6 el EAA sobre esta bacteria en la concentracion de 125
mg/ml, mientras que fue de 10.2 mm para Ia‘cAoncentracién de 62.5 mg/ml. Asi mismo, ©”
demostro el efecto antimicrobiano del ajo sobre E. coli con una concentracion de extracto
acuoso de 25%, con promedio de‘diémetro de halos de inhibicion de 14.3 mm. Esto se
relaciona con lo que reAporta ®8) quien establece que a mayor concentracién de ajo se
obtendran halos-de-inhibicién con mayor diametro.

Las enterobgcterias se han asociado a la facil adaptacion de los mecanismos de resistencia
frente a antibiéticos ©¥. Existen diversos estudios en el que se demuestra la resistencia de
agentes bacterianos a diferentes antibidticos sintéticos, por su capacidad adaptativa y efecto

combinado de rapidos indices de crecimiento, de mutaciones genéticas y de la seleccion de

las mismas “%. Han surgido cepas de Shigella sp resistentes a diversos antibiéticos, tal es el
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caso de la cepa que se aislé entre el periodo de 1969-1970 en la epidemia de Centroamérica
y México en la que se reportd resistencia a Sulfonamidas, Estreptomicina, Tetraciclinas y
Cloranfenicol “?. Existe la necesidad de buscar alternativas antimicrobianas debido a la
notable resistencia de gran nimero de patdgenos oportunistas con los antibidticos existentes
42)

. Los antimicrobianos de origen natural no contribuyen, al desarrollo de cadenas de

resistencia bacteriana con poco o nulo efecto toxico “%).

Conclusiones
El extracto acuoso de ajo a la concentracion 125 mg/ml tiene una capacidad similar de
inhibicion de crecimiento in vitro sobre las bacterias aisladas de -boca, ciego y ano
(Escherichia coli, Shigella sp, Paontoea agglomerans y-Acinobacter lowffii) de conejos de
una granja de produccion del Estado de México en comparacion con los antibiéticos
sintéticos que se utilizaron. Por lo que se sugiere suplementar en el alimento el extracto
acuoso de ajo a una concentracién - de-125 mg/ml como tratamiento preventivo
antimicrobiano en conejos de engorda. El-extracto acuoso de ajo de menor concentracion,

no es considerado con potencial antibacteriano.
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VIIl. CONCLUSION

Articulo 1.

En el presente trabajo, el extracto acuoso de ajo blanco presenta la mejor
actividad antibacteriana a la concentracion 0,25 g/mL™ sobre las bacterias
Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Staphylococcus aeurus respecto a los
extractos acuosos de ajo japonés y ajo elefante. Por otro lado, es extracto acuoso
de ajo negro se ratifica que no tiene accion antimicrobiana sobre las bacterias

estudiadas.

De acuerdo a la accion antimicrobiana comprobada del extracto acuoso de ajo
blanco en este trabajo, establecemos que es una de las posibles alternativas de

sustitucion en el uso de antimicrobianos sintéticos.

Articulo 2.

El extracto acuoso de ajo a la concentracion 125 mg/mL tiene una capacidad
similar de inhibicion de crecimiento in vitro sobre las bacterias aisladas de boca,
ciego y ano (Escherichia coli, Shigella sp, Paontoea agglomerans y Acinobacter
lowffi) de conejos de una granja de produccién del Estado de Meéxico en
comparacion con los antibiéticos sintéticos que se utilizaron. Por lo que se sugiere
suplementar en el alimento el extracto acuoso de ajo a una concentracion de 125
mg/mL como tratamiento preventivo antimicrobiano en conejos de engorda. El
extracto acuoso de ajo de menor concentracién, no es considerado con potencial

antibacteriano.
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