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RESUMEN

Se aportan los resultados obtenidos al evaluar la actividad antimicrobiana de
productos naturales de origen sirio, entre los que destacan el aceite de Nigel y el
Sewak.
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INTRODUCCION

El empleo de productos naturales con fines curativos es una practica habitual en
todas las culturas. Sin embargo la forma de obtencién de los extractos y de aplicacion
directa de los productos, asi como las variedades utilizadas, depende de cada zona
geografica.

Se conocen aproximadamente 1.340 plantas como potenciales fuentes de compo-
nentes antimicrobianos (Gould, 1996), pero se han descrito mas de 250.000 especies
de plantas que contienen una gran diversidad de componentes bio-activos.

A menudo los extractos naturales deben su actividad bioldgica al sinergismo entre
sus diversos compuestos, ya que éstos por separado poseen mucha menor actividad que
cuando se encuentran juntos. Se considera que la toxicidad de los extractos es mas re-
ducida cuando se encuentran todos sus compuestos que cuando se encuentran purifica-
dos, este fendmeno se denomina buffering (Poppenga, 2001, Smith-Schalkwijk, 1999).

En cuanto a sus propiedades antimicrobianas, éstas se atribuyen fundamentalmen-
te a algunos de sus componentes, entre los que destacan: terpenos, aceites esenciales
cumarinas y flavonoides (Cutter, 2000; Kim er al., 1995; Lis-Balchin et al., 1998;
Mau et al., 2001, Vargas et al., 1999).



Los mecanismos exactos de accion, de muchos extractos naturales, no se conocen
de forma exhaustiva, pero se sabe que generalmente, deben su actividad bacteriosta-
tica o bactericida a la sobrecarga a la que someten a la membrana celular de los
microorganismos, hecho que determina que pierda su control e integridad. Ademas de
la actividad antimicrobiana de algunos extractos naturales, éstos suelen poseer otras
actividades bioldgicas, plantas del genero Allium son estudiadas por su efecto anticar-
cinogénico (Mosaad et al., 2003) o, por ejemplo, sobre el sistema enzimatico, mejo-
rando el apetito y optimizando la absorciéon de nutrientes (Kamel, 2002).

El objetivo fundamental de este estudio es evaluar la actividad antimicrobiana de
productos naturales de amplia aplicacién en Siria.

MATERIAL Y METODOS

Los estudios experimentales se llevaron a cabo con nueve cepas bacterianas y
siete cepas fungicas procedentes de la coleccion de cultivos de la Facultad de Vete-
rinaria de la Universidad Auténoma de Barcelona (FVB), elegidas entre aquellas
consideradas de mayor interés como causantes de procesos en el hombre o como con-
taminantes habituales.

Cepas bacterianas

Escherichia coli FVB467.
Salmonella enterica FVB576.
Yersinia enterocolitica FVB465.
Klebsiella pneumoniae FVB689.
Pseudomonas aeruginosa FVBI15.
Bacillus subtilis FVB19.
Staphylococcus aureus FVB13.
Enterococcus faecalis FVB18.
Clostridium perfringens FVB590.

Cepas fingicas

Aspergillus flavus FVB51.
Aspergillus niger FVB65.
Penicillium rugulosum FVB59.
Fusarium moniliforme FVB52.
Trichoderma viride FVBA48.
Candida albicans FVB40.
Rhodotorula glutinis FVB&9.

Productos a evaluar de origen sirio

Madera de Sewak.
Aceite de Nigel.
Aceite de ajos.
Aceite de cebolla.
Aceite de jengibre.
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METODOS

Con el fin de evaluar la actividad antimicrobiana de los productos en estudio se
aplicé el método descrito por Bauer et al. (1966), y modificado por Calvo y Asensio
(1999a). El medio de cultivo utilizado en los estudios frente a bacterias fue Agar
Triptona Soja (TSA).

Los indculos bacterianos utilizados fueron del orden de 1-2x10* UFC/ml. Las
placas de Petri de 90 mm de didmetro, contenian el medio de cultivo, que debe tener
una profundidad del agar en la placa de 4 mm para evitar alteraciones en la difusién
del contenido de los discos (INPPAZ, 2002).

De cada una de las cepas bacterianas se depositaban 0,1 ml del inéculo en la placa
y por medio de un escobillén estéril y siguiendo tres direcciones se conseguia una
buena dispersién del indculo que se dejaba reposar durante 15 minutos.

Paralelamente se esterilizan discos de 6 mm de didmetro (Schleicher & Schuell) que
se impregnaban con los productos a ensayar a las concentraciones ya determinadas.
Después de eliminar el exceso de producto, se depositaban los discos de forma simétri-
ca, con ayuda de una pinza previamente esterilizada. Asimismo se depositaba un disco
estéril impregnado con agua destilada estéril como control del liquido de dilucidn.

Las placas se incubaron por espacio de 24 + 2 horas a 37° C en estufa de aerobiosis
y transcurrido el periodo de incubacién indicado se procedia a la observacion y medida
de las zonas de inhibicién de crecimiento que se expresan aplicando la férmula:

Didmetro de inhibicién en mm - Didmetro del disco (6 mm)
2

Valor de inhibicion =

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado y se realizan cultivos control
de todas las cepas.

En los ensayos sobre hongos, el método fue el mismo que el indicado en el caso de
las bacterias, pero teniendo en cuenta que el medio de cultivo utilizado fue Agar Sa-
bouraud Dextrosa (SDA). En este caso los inéculos utilizados son del orden de
1-2x10° UFC/ml y que las placas se incubaron por espacio de 48 + 2 horas a 28° C en
estufa de aerobiosis y transcurrido el periodo de incubacién indicado se procedia a la
observacién y medida de las zonas de inhibicién de crecimiento que se expresan apli-
cando la misma férmula que se aplica a bacterias y que se describe a continuacién:

Diametro de inhibicién en mm - Didmetro del disco (6 mm)
2

Valor de inhibicion =

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado y se realizan cultivos control
de todas las cepas.

11



RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados obtenidos en el estudio se resumen en las Tablas nimeros 1 a 6.
En las Tablas nimeros 1 a 4 se aportan los resultados al evaluar la actividad
inhibidora de los aceites de nigel, ajo, cebolla y jengibre sobre las bacterias, hongos

filamentosos y levaduras seleccionados en el estudio.

En la fotografia nimero 1 podemos observar la capacidad de inhibicién del de-
sarrollo de Bacillus subtilis por efecto del aceite de nigel.

— A. Pocillos con
= | aceite de Nigel
.

B. Discos impregnados
de aceite de Nigel

—

Fotografia 1. Accién inhibidora del aceite de nigel enfrentado a Bacillus subtilis.

A. Pocillos con aceite de nigel.
B. Discos impregnados con aceite de nigel

TaBLA 2. Actividad de los aceites ensayados sobre bacterias. Método de los discos

Microorganismo Aceite de Aceite de Aceite de Aceite de
nigel cebolla ajo Jjengibre
Escherichia coli NI NI NI NI
Yersinia enterocolitica 7 £ 0,02 NI NI NI
Salmonella enterica NI NI NI NI
Proteus vulgaris NI NI 1 £ 0,03 NI
Klebsiella pneumoniae 0,5 = 0,03 0,5 = 0,03 0,5 = 0,03 NI
Pseudomonas aeruginosa NI NI NI NI
Enterocccus faecalis 7 + 0,01 NI NI NI
Staphylococcus aureus 4 + 0,02 0,5 = 0,04 NI NI
Bacillus subtilis 3 +0,03 NI NI NI
Clostridium perfringens 0,5 £ 0,02 NI NI NI

NI: No Inhibicidn.
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TaBLA 3. Actividad de los aceites ensayados sobre bacterias. Método de los pocillos

Microorganismo Aceite de Aceite de Aceite de Aceite de
nigel cebolla ajo Jjengibre
Escherichia coli NI NI NI NI
Yersinia enterocolitica 5+ 0,03 NI NI NI
Salmonella enterica NI NI NI NI
Proteus vulgaris NI NI 0,5 = 0,03 NI
Klebsiella pneumoniae 0,5 + 0,02 0,5 + 0,01 0,5 + 0,04 NI
Pseudomonas aeruginosa NI NI NI NI
Enterocccus faecalis 6 + 0,01 NI NI NI
Staphylococcus aureus 3,5 £ 0,03 0,5 = 0,04 NI NI
Bacillus subtilis 4 + 0,02 NI NI NI
Clostridium perfringens 0,5 £ 0,01 NI NI NI

NI: No Inhibicidn.

TaBLA 4. Actividad de los aceites ensayados sobre hongos filamentosos y levaduras.
Método de los discos

Microorganismo Aceite de Aceite de Aceite de Aceite de
nigel cebolla ajo Jjengibre
Aspergillus flavus 0,5 + 0,02 NI NI 0,5 + 0,02
Aspergillus niger 2 +0,03 NI NI NI
Penicillium rugulosum 0,5 + 0,02 NI NI NI
Fusarium moniliforme 3 +0,01 NI 0,5 £ 0,03 NI
Trichoderma viride 0,5 = 0,03 NI 0,5 = 0,02 NI
Rhodotorula glutinis NI NI NI NI
Candida albicans NI NI NI NI

NI: No Inhibicién.

TaBLA 5. Actividad de los aceites ensayados sobre hongos filamentosos y levaduras.
Meétodo de los pocillos

Microorganismo Aceite de Aceite de Aceite de Aceite de
nigel cebolla ajo Jjengibre
Aspergillus flavus 0,5 + 0,03 NI NI 0,5 + 0,02
Aspergillus niger 2 +0,03 NI NI NI
Penicillium rugulosum 0,5 = 0,02 NI NI NI
Fusarium moniliforme 2 + 0,01 NI 0,5 = 0,03 NI
Trichoderma viride 1+ 0,03 NI 0,5 £ 0,02 NI
Rhodotorula glutinis NI NI NI NI
Candida albicans NI NI NI NI

NI: No inhibicion.

13



En las Tablas nimeros 6 y 7 se resumen los resultados correspondientes a la
accion de fragmentos de Sewak sobre hongos y bacterias respectivamente.

TaABLA 6. Actividad de fragmentos de Sewak sobre bacterias

Microorganismo Sewak
Aspergillus flavus 9 + 0,05
Aspergillus niger 25 £ 0,06
Penicillium rugulosum 27 + 0,05
Fusarium moniliforme 8 = 0,04
Trichoderma viride 20 = 0,02
Rhodotorula glutinis NI
Candida albicans 2 + 0,03

NI: No Inhibicién.

TaBLA 7. Actividad de fragmentos de Sewak sobre hongos filamentosos y levaduras.

Microorganismo Sewak
Escherichia coli 14
Yersinia enterocolitica 6
Salmonella enterica NI
Proteus vulgaris INHIBICION COMPLETA
Klebsiella pneumoniae 5
Pseudomonas aeruginosa 6
Enterococcus faecalis 17

Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis

Clostridium perfringens

INHIBICION COMPLETA
INHIBICION COMPLETA
INHIBICION COMPLETA

NI: No Inhibicién.

En las fotografias nimeros 2 a 4 podemos observar el efecto inhibidor del desa-
rrollo fungico que ejercen los fragmentos de Sewak sobre los hongos filamentosos

ensayados.
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Aspergillus Aspergillus
flavus flavus

CONTROL ENSAYO

Fotograffa 2. Efecto de inhibicién del desarrollo de Aspergillus flavus en presencia de un
fragmento de Siwak.

Trichoderma Trichoderma
viride viride

CONTROL ENSAYO

Fotografia 3. Efecto de inhibicién del desarrollo de Trichoderma viride en presencia de
un fragmento de Siwak.
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Fusarium Fusarium
moniliforme moniliforme

CONTROL ENSAYO

Fotografia 4. Efecto de inhibicién del desarrollo de Fusarium moniliforme en presencia
de un fragmento de Siwak.

Al analizar los resultados obtenidos por el método de difusién en agar podemos
indicar que la solubilidad de los aceites a evaluar es un factor limitante, ya que en
ocasiones como indicaron Hammer ef al., en el afio 2003, la no presencia de halos de
inhibicién o la presencia de halos de pequefio didmetro pueden deberse a la insolu-
bilidad de algunos de los compuestos.

En lo referente a los resultados de la actividad inhibitoria de los aceites ensayos
podemos indicar que el aceite de nigel es el que posee mayor espectro de actividad
inhibidora, siendo entre las bacterias ensayadas, en cuanto a diversidad, mds sensibles
las bacterias Gram positivas que las Gram negativas. El aceite de jengibre no mostré
actividad inhibidora alguna, frente a las bacterias seleccionadas para este estudio. Si
bien el valor de inhibicién fue ligeramente superior en el caso de la técnica de los
discos que en la de los pocillos, en todos los ensayos realizados se observé actividad
inhibidora para los mismos aceites y frente a los mismos microorganismos por las dos
metodologias ensayadas. La capacidad inhibidora superior sobre las bacterias Gram
positivas que sobre las Gram negativas, observada en el estudio coincide con los
datos aportados por otros investigadores quienes con aceite de canela y otros com-
puestos naturales sefialan una mayor actividad sobre bacterias Gram positiva que
sobre bacterias Gram negativas (Fisher y Phillips en 2006, Moleyar en el afio 1992,
y Burt en el aflo 2004). A pesar de todo lo indicado, la cepa bacteriana mds sensible
a la mayoria de los aceites ensayados ha sido Klebsiella pneumoniae.

Los aceites de ajo y cebolla manifiestan una baja o nula actividad inhibidora.

Respecto a los resultados sobre la inhibicién del desarrollo de los hongos pode-
mos afirmar que el aceite de nigel, coincidiendo con la actividad sobre las bacterias,
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manifiesta el mayor grado de capacidad inhibidora frente a los hongos, si bien las
levaduras se muestran resistentes a la accidn de todos los aceites ensayados. El aceite
de cebolla y el de jengibre no manifestaron accién antiftingica alguna y en el caso de
aceite de cebolla su efecto antifingico quedé restringido a las cepas de Fusarium
moniliforme y Trichoderma viride, objeto de estudio.

Las actividades inhibidoras detectadas en los aceites permiten confirmar la capa-
cidad de los mismos y de forma selectiva de ser ttiles en el tratamiento de procesos
de etiologia bacteriana y/o fingica.

Cuando se ensay¢ la actividad de fragmentos de Sewak, se puso de manifiesto su
gran actividad inhibidora frente a la mayoria de las bacterias ensayadas, ya que sélo
la cepa de Salmonella enterica fue resistente a la accioén de este producto. Nuevamen-
te las bacterias Gram positivas fueron las mds sensibles, ya que incluso las cepas de
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Clostridium perfringens fueron inhibidas
por completo.

En todos los casos se realizaron ensayos control para confirmar la viabilidad de
las cepas, que se evidenci6 reiteradamente.

El ensayo de la actividad de los fragmentos de Sewak frente a hongos filamen-
tosos y levaduras permite indicar que este producto natural es eficaz en el control del
desarrollo de todos los hongos filamentosos ensayados, asi como de Candida albi-
cans, observandose tan s6lo que la cepa de Rhodotorula glutinis es resistente, ya que
no presentd valor de inhibicién alguno frente a la accién de los fragmentos de Sewak
depositados en las placas que contenian este cultivo.

Los resultados obtenidos permiten corroborar la actividad antimicrobiana que de
forma empirica se atribuye a productos como el aceite de nigel y el Sewak, dos
productos naturales de origen sirio y de empleo muy extendido entre la poblacién
para controlar determinados procesos de etiologia bacteriana y fingica. Asimismo
debemos destacar que como ya se indica en la Introduccién de este estudio, el Sewak
posee una capacidad antiséptica que ha determinando que los drabes lo vengan uti-
lizando como pasta dentifrica e incluso como cepillo de dientes con el fin de favo-
recer la limpieza de los dientes y prevenir la caries.
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