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RESUMEN

Se evaluo el efecto del aceite esencial de Syzygium aromaticum “clavo de olor” en la supervivencia de
Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A 'y Bacillus cereus. La extraccion del aceite esencial (AE) se realiz6 a
partir de brotes de clavo de olor usando el método de destilacion por arrastre con vapor de agua. Se prepararon
concentraciones del aceite al 10%, 20%, 30% y 40% mas Tween 80 como solvente emulsificante. Se emplearon
cada uno de los cultivos de S. typhi, S. paratyphi A'y B. cereusy se estandarizaron a una turbidez equivalente a
1.5x108 células/mL del nefelometro de MacFarland, los cuales constituyeron los inoculos. El efecto del AE sobre
los microorganismos se determiné por el método de difusion en agar utilizandose concentraciones de 10%, 20%,
30% y 40% de aceite; utilizando cloranfenicol (30ug/disco) como control positivo y Tween 80 como control
negativo. Se encontr6 una relacion directa entre la concentracion del aceite y el efecto inhibitorio: a mayor
concentracion (40%) mayor efecto inhibitorio sobre los microorganismos en estudio. Se concluye que el AE
evaluado presenta un notable efecto inhibitorio en la supervivencia de S. typhi, S. paratyphi A'y B. cereus.

Palabras clave: Supervivencia, aceite esencial, Syzygium aromaticum, Salmonella typhi, Salmonella paratyphi
A, Bacillus cereus.

ABSTRACT

Effect of essential oil of Syzygium aromaticum "clove" on Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A and
Bacillus cereus survivals was evaluated. The extraction of essential oil (AE) was performed from clove buds
using the Distillation with steam method. Likewise, oil concentrations were prepared at 10%, 20%, 30% and
40% plus Tween 80 as an emulsifier solvent. Cultures of S. typhi, S. paratyphi A and B. cereuswere used
and were standardized to a turbidity equivalent to 1.5x10% cells / mL, which constituted the inoculum. The
sensitivity of these microorganisms was determined by the agar diffusion method used in concentrations of 10%,
20%, 30% and 40% oil; using chloramphenicol (30ug/disco) as positive control and Tween 80 as negative
control. It was found that 40% of the oil in test compared with chloramphenicol has a greater inhibitory effect on
the survival of B. cereus. Likewise, it was demonstrated that the concentration of 40% of the oil in the study, it
exerts an antibacterial power S. typhi, S. paratyphi A and B. cereussurvival compared to the other
concentrations employed. It was concluded that the assessed AE presents a remarkable inhibitory effect on the
survival of S. typhi, S. paratyphi A and B. cereus.

Keywords: Survival, essential oil, agar diffusion, Syzygium aromaticum, Salmonella typhi, Salmonella
paratyphi A and Bacillus cereus.
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INTRODUCCION

Los patdgenos microbianos en alimentos han sido confirmados como la causa principal de las
enfermedades transmitidas por estos productos en Latinoamérica y el Caribe!-2. La contaminacion de
los alimentos, en la mayoria de los casos, suele ocurrir después de ser cocidos y no ser conservados
adecuadamente, lo que favorece la multiplicacion de los microorganismos3. Microorganismos como
Escherichia coli, Salmonella spp. Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa'y Bacillus cereus
son reconocidos como patogenos causantes de enfermedades y graves intoxicaciones alimentarias,
generando un gran impacto sobre la salud publica2# Este grupo de bacterias, debido a su ubicuidad e
incidencia, se ha constituido en el blanco de accion de muchos de los sistemas de aseguramiento de la
calidad en industrias alimentarias3.

Dentro de los procedimientos de control de microorganismos patdgenos mas utilizados estan los
tratamientos térmicos de pasteurizacion y esterilizacion, la irradiacion UV, almacenamiento a bajas
temperaturas como congelacion y refrigeracion, asi mismo el uso de conservantes quimicos#56; sin
embargo, no todos son 100% eficientes contra todos los microorganismos ni se pueden utilizar sobre
todos los productos’s,

Como alternativa a los conservantes sintéticos, los aceites esenciales prometen competir con el
amplio mercado de los agentes sintéticos que actualmente ofrecen productos econdmicos, de
aplicacion sencilla y amplio espectro, pero que estdn destinados a desaparecer porque se ha
demostrado que algunos de estos son altamente toxicos para el hombre y los animales, asi mismo son
bioacumulables, y después de un largo tiempo de aplicacion son inactivos para muchos
microorganismos patégenos®:10,

Las propiedades antimicrobianas de hierbas y especias han sido reconocidas y usadas desde tiempos
antiguos en la preservacion de los alimentos y en la medicina, pero cientificamente confirmado hace
pocos afios [11]. Los aceites esenciales poseen actividad antimicrobiana por lo cual los convierte en una
opcion atractiva para la sustitucion de conservantes sintéticos, los que al ser afiadidos van a cambiar o
mejorar el sabor de los alimentos ['2l. Sin embargo, la aplicacion de aceites esenciales como
conservantes de alimentos requiere un conocimiento detallado de sus propiedades, es decir, su modo
de accion y el efecto de los componentes en la matriz de los alimentos!3:14,15,16,17,18,19,

Se conocen aproximadamente 3000 aceites esenciales, de los cuales 300 son comercialmente
importantes en el mercado de las fragancias, sus componentes activos de los aceites esenciales pueden
variar en su composicion, ya que éstos pueden verse afectados por ciertas variables como el genotipo
de la planta, las diferentes metodologias de extraccion, localizacion geografica, asi como las
condiciones ambientales y agronémicas!5.16:17.20,

Syzygium aromaticum (“clavo de olor”) ha sido reconocido como analgésico, antiséptico,
carminativo, antibacteriano y antifungico!4!8.1920, Es un producto natural obtenido por destilacion de
tallos, flores y hojas trituradas de la planta del clavo, cuyo principal ingrediente activo es el eugenol
(85-95 % del total/ 4-alil-2-vaselina); estd compuesto ademas por acetileugeno, a y B cariofilenos y
pequefias cantidades de ésteres, cetonas y alcoholes?2. Como antiséptico, la accion de los aceites
esenciales es similar a un efecto bacteriostatico; sin embargo, algunos de sus componentes quimicos
parecen tener propiedades bactericidas!®.2!,

Las bacterias Gram negativas son generalmente menos susceptibles a los aceites esenciales que las
bacterias Gram positivas. La membrana externa de las bacterias Gram negativas contienen
lipopolisacaridos hidrofilos, que crean una barrera hacia macromoléculas y compuestos hidrofobos,
proporcionandoles una mayor tolerancia hacia compuestos antimicrobianos hidrofobos como los que
se encuentran en los aceites esenciales?3. Las altas concentraciones de los aceites esenciales puede
afectar las propiedades organolépticas de los alimentos, las bajas concentraciones puede ser suficiente
para la seguridad alimentaria en las situaciones donde la carga bacteriana es baja, ademas del
agradable sabor que es impartida a la comida24.

Dentro de las bacterias Gram negativas que ha cobrado interés en la contaminacion de alimentos es
Salmonella spp. Las especies de este patdgeno son quimioorganoétrofas, con habilidad para metabolizar
nutrientes por las vias fermentativas y respiratoria?’. Las bacterias crecen Optimamente a 37°C y
pueden catabolizar la D-glucosa y otros carbohidratos con produccion de acido y gas; estos
microorganismos son oxidasa negativos y catalasa negativos, crecen en citrato como Unica fuente de
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carbono, generalmente producen acido sulfhidrico, descarboxilan la lisina y ornitina, y no hidrolizan la
urea2s,

Las frutas y verduras han ganado notoriedad en afios recientes como fuentes de salmonelosis
humana. Esto se presenta como una consecuencia de diversos factores como: la fertilizacion de
sembrios con lodos sin tratamiento o efluentes de drenajes potencialmente contaminados con
Salmonella spp. resistente a antibioticos, la irrigacion de los campos y el lavado de frutas y verduras
con aguas contaminadas, la manipulacion excesiva por los trabajadores, la exposicion a la
contaminacion ambiental de especies y condimentos durante el secado y la resistencia del
microorganismo a valores de pH bajos27.28:29.30.31,

Bacillus cereus, por su lado, es una bacteria Gram positiva que causa enfermedad bajo dos formas
clinicas: intoxicacién emética por ingestion de toxinas presentes en el alimento o una infeccion
diarreica debida a una ingestion de bacterias o esporas que crecen en los intestinos produciendo
toxinas!9:27,

Decker et al.22 reportaron un amplio espectro de actividad bacteriostatica del clavo de olor contra £.
coliy L. monocytogenes, resultando efectiva las dosis empleadas 20 y 40 % respectivamente; Yossa et
al.5 evaluaron el efecto in vitro del clavo a un 10% sobre cepas de E. coli O157:H7 y Salmonella spp.
y Sanchez!! demostré concretamente que derivados fenolicos tales como carvacrol y eugenol,
provenientes del clavo y tomillo, a concentraciones 20 ul, causan la desintegracion de la membrana
de E. coli y S. typhimurium, demostrandose asi que las bacterias gram negativas son menos
susceptibles que las gram positivas. Asi también, se conoce que el eugenol, posee una buena actividad
antibacterial; asimismo, Hao et al.!14!5 encontraron que el clavo de olor a 10 % fue muy efectivo contra
Listeria monocytogenes'y Aeromonas hydrophilla en carne cocida refrigerada; sin embargo su poder
inhibidor fue menor al de la canela a 10%.

Por lo anterior, son pocas las investigaciones en las que se ha determinado el efecto del aceite
esencial de Syzygium aromaticum contra Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A 'y Bacillus cereus,
En tal sentido, lograr que la poblacion disponga de alimentos rigurosamente libre de patdgenos o
contaminantes, es un propdsito de muchos investigadores, ademas hace un bien a la Salud Publica, de
alli el interés cientifico por investigar y descubrir nuevas alternativas viables para la sintesis y
produccién de antimicrobianos de origen natural, como el aceite esencial de Syzygium aromaticum,
que es un alternativa viable debido a su alto rendimiento, facil extraccidn porque no requiere
tecnologia sofisticada, permite la explotacion de recursos naturales, abundantes y renovables, no
contamina el ambiente, buen antioxidante, no genera resistencia bacteriana, y no requiere elevadas
concentraciones. En tal sentido, la presente investigacion estd dirigida a determinar el efecto del
aceite esencial de Syzygium aromaticum sobre la supervivencia de Sal/monella typhi, Salmonella
paratyphi A'y Bacillus cereus en el laboratorio.

MATERIAL Y METODOS

Material Biologico

o 1 Kg de Syzygium aromaticum “clavo de olor”

e cultivos de Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A y Bacillus cereus, proporcionados por el
Laboratorio de  Microbiologia y Tecnologia de Alimentos, de la Escuela Profesional de
Microbiologia y Parasitologia, facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de
Trujillo.

Obtencion de Syzygium aromaticum

Los brotes de Syzygium aromaticum fueron adquiridos del Mercado Zonal Palermo (Ex Mercado
Mayorista) distrito de Trujillo provincia de Trujillo, departamento La Libertad-Pert.
Transporte y conservacion de Syzygium aromaticum

Los brotes se llevaron al Laboratorio de Investigacion N° 04 de la Facultad de Ingenieria Quimica,
posteriormente, se envolvié en papel de molde hasta el momento de la extraccion del aceite.
Pesado de Syzygium aromaticum

Se pesaron 500 g de brotes de Syzygium aromaticum en una balanza mecanica.

Extraccion del aceite esencial de Syzygium aromaticum 128291- Método: Destilacion por
Arrastre de Vapor
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o Se depositaron 500 g de brotes de Syzygium aromaticum en un balon de fondo redondo de 1000
mL de capacidad.
o Se procedio a llenar con agua el balon destilador, previa instalacion del conducto refrigerante, cabe
resaltar que el extremo superior de este balon fue conectado a un condensador, haciéndose circular
el agua a través del mismo.
¢ Se llevd a calentamiento hasta ebullicion, el balon conteniendo agua por un tiempo de tres horas
hasta desprendimiento de un liquido inmiscible conteniendo vapor de agua condensada y el aceite
vegetal, que fueron recolectados en embudos de decantacion.
e Se elimino el agua contenido en el embudo de decantacion.
Conservacion del aceite esencial de Syzygium aromaticum

El aceite esencial obtenido se colectd en viales de color ambar y se conservo a temperatura de
refrigeracion a 10 °C20.
Reactivacion, purificacion y siembra

e Cada uno de los cultivos bacterianos se sembraron en 4 ml de caldo Infusion Cerebro Corazén
(BHI) respectivamente y se incubaron a 37°C durante 12 horas.

e Después del periodo de incubacion se sembrd una alicuota del cultivo de Bacillus cereus en Agar
Selectivo para Bacillus cereus y los cultivos de S. typhiy S. paratyphi A se sembraron en Agar
Salmonella Shigella. Posteriormente cada uno de los cultivos se llevd a incubar a 37° C durante 24
horas.

e Se seleccionaron colonias que presentaron caracteristicas culturales propias a cada microorganismo
en estudio. A partir de cada una de las colonias, se tomo una azada y se realizo la coloracion Gram,
observandose a 100x.

e Una vez comprobada la pureza del cultivo, de la parte restante de la colonia aislada se sembrd en
agar nutritivo semisolido inclinado.

Preparacion del inoculo30.3!

Cada uno de los cultivos bacterianos se sembraron en placas conteniendo Plate Count Agar (PCA) y
se incubaron a 37°C durante 18 horas.
Estandarizacion de los inoculos bacterianos

Se realiz6 una suspension en 5 mL de Agua Destilada Estéril (ADE). A una turbidez equivalente al
tubo N° 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland (1.5 x 108 UFC/ mL). A esta suspension se le denomind
inoculo.
Preparacion de las concentraciones del aceite esencial de Syzygium aromaticum

A partir del aceite esencial de Syzygium aromaticum y usando Tween 80 como agente
emulsificante, se prepararon concentraciones de 10%, 20%, 30% y 40%.
Determinacion de la supervivencia de Sa/monella typhi, Salmonella paratyphi A
M¢étodo de Difusion en Agar Kirby- Bauer3?

oEn tres placas Petri con 20 mL de Agar Miiller Hinton, se sembr6 100ul del in6culo de Sa/monella
typhi sobre la superficie del medio de cultivo.

oLas placas se llevaron a secar en la estufa por 10 minutos.

oA cada placa se le realiz6 5 orificios de 5 mm de didmetro cada uno utilizando un sacabocado
estéril, a una distancia de 3 cm con respecto al otro. A 4 orificios se le afiadio 100 uL de cada una
de las concentraciones de aceite esencial, al 5 orificio siguiente, se le adiciono 100 uL de Tween 80
como control negativo; asi mismo, en la misma placa se utilizé un disco de cloranfenicol (30ug)
como control positivo.

oEn la otra placa se colocé 100ul. de Tween 80 como control negativo; y cloranfenicol (30ug/disco)
siendo este el control positivo.

oLas placas sembradas se dejaron una hora, con la finalidad de permitir una mejor difusion del
aceite en el agar.

oPosteriormente, las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas.

Lectura

e La lectura de los resultados se realizd en base a la presencia de halos de inhibicion del crecimiento
(en milimetros), formados alrededor de cada pocillo por efecto de la actividad antibacteriana del
aceite esencial a concentraciones de 10% ,20%, 30% y 40% y luego se les restd los 5 mm. del
pozo.

45



¢ Las mediciones se realizaron en 4 direcciones y se sac6 el promedio.
e Se continu6 con el mismo procedimiento y por triplicado para el cultivo de Sa/monella paratyphi A
y Bacillus cereus.
e Las placas presentaron actividad antibacteriana significativa (definida como una zona clara perfecta
con un didmetro >18 mm para el cloranfenicol, Intermedia si es 13-17 y Resistente <12) [33.34]-
Determinacion de la supervivencia de Bacillus cereus
Se realiz6 de acuerdo al item 2.11
Analisis Estadistico
El procesamiento y analisis de los resultados obtenidos para la actividad antibacteriana del aceite
esencial de Syzygium aromaticum que se presenta para Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A y
Bacillus cereus se efectué mediante el programa SPSS version 18.0. Para realizar los analisis se tuvo
en cuenta los valores promedio de inhibicion de cada concentracion del aceite esencial evaluado; ya
que se realizaron tres repeticiones por tratamiento. Posteriormente, se realizo el analisis de varianza,
especificamente una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis Test; asi mismo, a los datos obtenidos
para determinar las diferencias significativas en la actividad antibacteriana entre los tres grupos de
bacterias asi como con el antibidtico utilizado (control positivo). La significancia se reportd con un
nivel de confianza del 95%.

RESULTADOS

Los resultados del efecto del aceite esencial de S. aromaticum sobre la supervivencia de S. typhi, S.
paratyphi A'y B. cereus se muestran en la Fig. 1: se presenta la comparacion de promedios de los halos
de sensibilidad (mm) entre las bacterias a concentraciones (10%, 20%, 30% y 40%) del aceite esencial
y del grupo control “Cloranfenicol, observandose el promedio de la medicion de los halos de
inhibicién del crecimiento (mm) de S. fyphi por accidon de diferentes concentraciones 10%, 20%, 30%
y 40% del aceite esencial y del grupo control “Cloranfenicol”, se evidencia la existencia de diferencia
significativa entre estos grupos, siendo la concentracion del 40% de aceite esencial de S. aromaticum
la de mayor efecto en relacion al Cloranfenicol (p<0.05). Asimismo, se muestra los halos de
inhibicidon de crecimiento (mm) de S. paratyphi A por accion de diferentes concentraciones (10%,
20%, 30% y 40%) del aceite esencial y del grupo control “Cloranfenicol”, se observa la existencia de
diferencia significativa entre estos grupos, siendo la concentracion del 40% de aceite esencial de S.
aromaticum la de mayor efecto en relacion al Cloranfenicol (p<0.05).

También, se muestra los halos de inhibicion de crecimiento (mm) de B. cereus por accion de
diferentes concentraciones (10%, 20%, 30% y 40%) del aceite esencial y del grupo control
“Cloranfenicol”, se observa la existencia de diferencia significativa entre estos grupos, siendo la
concentracion del 40% de aceite esencial de S. aromaticum la de mayor efecto en relacion al
Cloranfenicol (p < 0.05).

DISCUSION

Muchos estudios en el mundo se han realizado con los aceites esenciales obtenidos de diferentes
plantas clasificadas como medicinales o como especias; la intencion de estos estudios ha sido diferente
en el sentido de buscar compuestos que inhiban el crecimiento ya sea de bacterias, hongos, virus y
parasitos en alimentos, en aguas residuales o también para ser utilizados como medicamentos.

Hoy en dia existe una demanda significativa de los consumidores por los alimentos que son
minimamente procesados y libres de conservantes quimicos de sintesis con la percepcion de ser
“natural”; como resultado, la industria alimentaria se enfrenta a grandes desafios para producir
alimentos naturales, es por ello, han surgido investigaciones que utilizan los aceites esenciales como
conservantes naturales.

En la Figura N°1, se observa que para S. fyphi, el halo de inhibicion formado por la concentraciones
de 10, 20 y 30% del aceite de S. aromaticum, fueron de 11.8mm, 15.0mm, y 15.6 mm (Ver anexo 2),
respecto al halo de sensibilidad formado por Cloranfenicol que fue de 16.6 mm; esto denota que su
actividad antibacteriana es menos eficaz comparado con el patron cloranfenicol (P > 0.05).
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Fig. 1. Comparacién de promedios de los halos de inhibicién de crecimiento (mm) de Salmonella typhi,
Salmonella paratyphi A y Bacillus cereus a concentraciones de 10, 20, 30, y 40% de aceite esencial de Syzygium
aromaticum y del grupo de control "Cloranfenicol".

La mayor zona de inhibicién de S. fyphi. se obtuvo con la concentracion de 40%, cuyo halo de
inhibicion fue de 18.3 mm (Ver anexo 02) siendo mucho mayor con respecto a su control (16 mm).
Este resultado permite asegurar que .S. typhi es significativamente mas sensible a la concentracion de
40% del aceite esencial de S. aromaticum, que al antibidtico Cloranfenicol; por lo que resulté con
p<0.05, lo cual indica la existencia de diferencia significativa entre el halo de inhibicion formado por
el aceite al 40% y el formado por Cloranfenicol. Siendo esta concentracion eficazmente sensible para
S. typhi.

El efecto del aceite esencial de S. aromaticum sobre la supervivencia de S. paratyphi A es menor a
las concentraciones de 10, 20 y 30%, con halos formados 12.6, 13.4 y 13.7 mm respectivamente; asi
mismo, presentan mayor diametro, en comparacion con el halo de inhibicion de crecimiento formado
por el antibidtico Cloranfenicol (control) que fue de 8.4 mm, aunque producen efecto inhibitorio en la
bacteria, no son concentraciones eficaces en relacion al antibidtico (p>0.05), esto se interpreta que el
halo de sensibilidad formado a dichas concentraciones no es significativamente eficaz para S.
paratyphi A. Sin embargo la concentracion de 40%, formd didmetro de 15.8mm, mucho mayor con
respecto a su control (8.4mm), por lo que resultd con p<0.05, lo cual indica la existencia de diferencia
significativa entre el halo de inhibicién formado el aceite al 40% y el formado por el control positivo.
Siendo esta concentracion eficazmente sensible para S. paratyphi A.

Se observa que B.cercus es sensible frente a las concentraciones de 10,20 y 30% del aceite de S.
aromaticum, pues se observa la formacion de halos de inhibicion de 14.8, 17.0 y 17.2mm
respectivamente; pero el didmetro de estos halos, es mayor en comparacion con el halo de sensibilidad
formado por el antibiético Cloranfenicol (control) que fue de 12.8 mm, aunque producen sensibilidad
en la bacteria, no son concentraciones eficaces. Asi mismo, la concentracion de 40%, formo6 diametro
de 18.6 mm, mucho mayor con respecto a su control, por lo que resulté con p<0.05, lo cual indica la
existencia de diferencia significativa entre el halo de inhibicion formado el aceite al 40% y el formado
por el control positivo. Siendo esta concentracion eficazmente sensible para B. cereus.

Asi mismo, en la Figura N° 01. los promedios de los halos de inhibicién de crecimiento de S. &yphi,
S. paratyphi A 'y B. cereus frente a cada concentracion (10, 20, 30 y 40%) del aceite esencial de S.
aromaticum, existiendo diferencia significativa entre ambas bacterias, es decir una de las bacterias
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presenta menor supervivencia frente al aceite esencial, resultando que B. cereus es mas sensible al
aceite de S. aromaticum a las concentraciones de 10, 20, 30 y 40% en comparaciéon con la
supervivencia de S. typhi, S. paratyphi A que presentan menor inhibicion de crecimiento frente a las
mismas concentraciones. Los resultados obtenidos son coherentes y se relacionan con los hallados por
Friedman y col. quienes analizando aceite de clavo, sobre Salmonella enterica, encontraron que clavo
de olor fue uno de los mas efectivos a concentracion del 50%. Adicionalmente, este aceite evidencid
inhibicién frente a B. cereus, E. coli y Ps. Aeruginosa 2526,

También se evidencié que S. typhi, S. paratyphi A y B. cereus no son sensibles al control negativo,
Tween 80, ya que no se observd la formacion de halos, mostrando la resistencia de estos
microorganismos al emulsificante.

Investigadores sefialan que existe una relacion entre las estructuras quimicas de los mas abundantes
en el aceite esencial y la actividad antimicrobiana. Considerando la gran variedad de compuestos
quimicos presentes en lo aceites esenciales, es muy probable que su actividad antibacteriana, no sea
atribuible a un mecanismo especifico, sino a la acciéon combinada de varios de ellos, en el caso de S.
aromaticum la actividad antibacteriana se debe a que el eugenol, actia inhibiendo la produccion de
enzimas intracelulares, tales como, amilasas y proteasas, lo que provoca el deterioro de la pared y un
alto grado de lisis celular!® 28, El presente trabajo, concuerda con lo encontrado por Gutiérrez 2006 y
Huerta 2007, en el cual concentraciones de 30 % de aceite esencial de clavo poseen mayor actividad
antibacteriana frente a S. fyphimurium.

Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo de acciéon de los componentes del aceite, se sabe
que los sitios de accion en la célula bacteriana incluyen la membrana celular, pared celular, enzimas
metabolicas, sintesis de proteinas y el sistema genético, todos ellos estratégicos para la supervivencia
de los microorganismos y cualquier accidn sobre ellos puede inactivar a la célula bacteriana3?.33.

El resultado de la comparacién de los halos de inhibicidn entre S. typhi, S. paratyphi A 'y B. cereus
difieren en varios aspectos de otros con respecto a la estructura de sus paredes celulares,
principalmente a la presencia de lipoproteinas y lipopolisacaridos en bacterias Gram negativas que
forman una barrera para los compuestos hidréfobos293¢. Los aceites esenciales se introducen a través
de los lipidos de la membrana celular y mitocondrial, alterando su estructura y haciéndolas mas
permeables. Como consecuencia tiene lugar una fuga de iones y de otros contenidos celulares, de
forma mas o menos intensa, que puede llevar a la muerte celular34.35- En su mayoria las gram-negativas
son mas resistentes a los aceites esenciales que las bacterias Gram-positivas3®.

El eugenol es el principal componente del aceite del clavo!!- Huertas3* encontré que a
concentraciones subletales de eugenol inhibe la produccion de amilasa y proteasas de B. cereus,
deteriorando la pared celular, lo que origina la lisis celular. Los aceites esenciales compuestos
principalmente por sustancias fenolicas, como el aceite del clavo de olor, expresan una actividad
inhibitoria mayor y un espectro de accion mds amplio, en comparacion con aceites compuestos
principalmente por grupos alcoholicos. Lo anterior explica el hecho de que el clavo de olor (que
contiene eugenol) posee una actividad antibacteriana mayor a diferencia de compuestos no
fendlicos26:34. En la presente investigacion, este compuesto fenolico mostrd distintos niveles de
inhibicion del crecimiento cuando se utilizaron por separado frente a S. typhi, S. paratyphi A 'y B.
cereus.

El hecho de que las bacterias Gram (-) sean menos susceptibles a la accion de los AE quizas sea
debido a que la membrana externa que poseen y que rodea la pared celular el cual restringe la difusion
de compuestos hidrofobicos a través de la membrana; asi mismo, la compleja composicion de los AE
puede variar en funcién de las condiciones de crecimiento de cultivo de la planta, del modo de
extraccion del mismo, y de otros factores que hacen que éstos tengan diferente grado de actividad
antibacteriana32.

En aquellos aceites esenciales que han presentado mayor capacidad inhibitoria se han encontrado
como mayores componentes del mismo, compuestos tales como el timol, el carvacrol, el linalool, el
aldehido cinamico, la alicina y el eugenol253¢; dichos aceites en las bacterias, por su accion lipofilica
tienen la capacidad de pasar las membranas celulares, romper polisacaridos, acidos grasos y lipidos,
permeabilizando la membrana celular; esta permeabilizacion, conduce a la pérdida de iones, al colapso
de la bomba de protones y a la disminucion del ATP lo cual inevitablemente conduce a la muerte
celular; también se ha encontrado que a nivel citoplasmatico puede actuar sobre lipidos y proteinas
coagulando dichas moléculas#32. Otros estudios han concluido ademads, que son mas sensibles las
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bacterias Gram positivas que las Gram negativas, y este efecto estd asociado con aceites esenciales que
contengan carvacrol y timol los cuales tienen mayor rendimiento antibacterial [24. 251,

S. typhiy S. paratyphi A presentaron menor inhibicion al aceite esencial de S. aromaticum, que B.
cereus, ésta diferencia se deberia a la estructura de sus membranas, ya que, las Gram negativas (..
typhi y S. paratyphi A), poseen una pared celular mas compleja compuesta por dos capas situadas por
fuera de la membrana citoplasmatica, la primera y mas cercana a la membrana es similar (mas
delgada) a la de las bacterias Gram positivas, estd constituida por péptidoglicanos, la segunda
denominada membrana externa esta constituida por fosfolipidos con 4cidos grasos saturados y entre
las dos capas se halla un espacio periplasmico rico en enzimas, esta estructura les confiere un mayor
grado de resistencia a los agentes antimicrobianos?!33, ademds poseen mecanismos de defensa como:
presencia de b-lactamasas, modificacion enzimatica del agente antimicrobiano, cambios en la
permeabilidad de la membrana externa debida a la presencia de bombas de expulsion, etc, que generan
dificultades para encontrar sustancias que sean efectivas contra ellas3!35. Asi mismo, Burt y
Reinders3¢ propusieron que el aceite esencial de clavo ejerce su efecto antimicrobiano sobre los
fosfolipidos en la capa externa de la membrana celular de las bacterias, provocando la formacion de
poros y afectando la permeabilidad de la membrana.

Se observa que el efecto inhibidor del aceite esencial de S. aromaticum para B. cereus es mayor al
compararlos con los demas microorganismos evaluados, posiblemente esto pude deberse a la
estructura de su pared celular ya que como es un microorganismo Gram positivo es menos complejo,
pues estd compuesto por una membrana citoplasmatica y una capa gruesa de peptidoglucano en
comparacion con las bacterias Gram negativas que tienen una pared mas compleja, posee una
membrana citoplasmatica, una delgada capa de peptidoglucano, lipopolisacaridos y proteinas323¢,

En relacidon a B. cereus, son escasos los estudios publicados para esta bacteria; sin embargo, la
actividad biologica demostrada en este estudio coincide con los resultados obtenidos previamente en
donde se determind que E. coli a una concentracion de 0.4% y a una temperatura de 21°C reducen la
poblacion microbiana en un logaritmo 5 el cual es mas sensible comparado con S. aureus y Ps.
aeruginosa asi como que las bacterias Gram negativas: E. coli, Ps. aeruginosa, S. tiphymurium, S.
cholerae suisy V. choleraey las bacterias Gram positivas: S. aureusy B. cereus, mostraron diferentes
grados de sensibilidad, concluyendo en que el aceite de .S. aromaticum posee un amplio espectro
contra todas las bacterias Gram positivas evaluadas que contra las Gram negativas34.36,

Pocos trabajos describen el uso de este aceite como alternativa, sin embargo en este estudio se puede
observar que la actividad antimicrobiana de este aceite esencial es de amplio espectro inhibiendo el
crecimiento de B. cereus (Gram positiva); asi mismo para S. typhi y Salmonella paratyphi A (Gram
negativas) encontrandose relacion con lo informado enn trabajos anteriores que encontraron actividad
de los aceites esenciales de las plantas sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas26:31,32,

En general, los aceites esenciales poseen fuertes propiedades antibacterianas debido a que contienen
un alto porcentaje de compuestos fenodlicos como el eugenol'2!3.14, Lo anterior sugiere que su
mecanismo de accion, sea similar al de otros compuestos fenolicos, por alteracion de la membrana
citoplasmatica, interrumpiendo la fuerza motriz de protones (PMF), el flujo de electrones, el
transporte activo y la coagulacion del contenido celular!s.

La eficacia de los aceites esenciales contra patdgenos transmitidos por alimentos depende de la
molécula activa, también se debe mencionar que la composicion quimica de los aceites esenciales
puede variar en gran medida para una especie de planta en particular3¢. Esto puede ser una posible
explicacion de la variabilidad de los resultados obtenidos de un experimento a otro. Por otra parte,
todo el aceite esencial puede tener una mayor actividad antimicrobiana que su mayor componente
aislado. Existe la posibilidad de que un patdégeno de transmision alimentaria desarrolle resistencia a los
aceites esenciales. Sin embargo, el riesgo de desarrollo de resistencia contra aceites esenciales sigue
siendo muy poco frecuente33,

La evaluacion de la combinaciéon de agentes antimicrobianos es necesaria debido a que un
microorganismo puede ser resistente a la inhibicién y/o eliminacion por dosis convencionales de un
solo antimicrobiano, pero al ser expuesto a una combinacion de agentes se puede vencer su resistencia.

Por lo que se puede afirmar que el aceite esencial de S. aromaticum, presenta efectos inhibitorios en
la sobrevivencia de S. typhi, S. paratyphi A y B. cereus lo que podrian ser una alternativa como
preservadores de alimentos. Estos resultados contribuyen en dar respuestas a las necesidades de los
gobiernos, agencias regulatorias, fabricantes de alimentos y consumidores; frente al uso de agentes
conservantes de alimentos de origen natural, que aseguren la inocuidad y la calidad de anaquel de los
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alimentos procesados, en un ambito de salud publica que se caracteriza en la actualidad por
incremento de la resistencia a antibidticos de los microorganismos, mayor toma de conciencia de los
consumidores frente a lo que consumen y la globalizacion de las ETA por causa de la globalizacion
de los mercados alimentarios!42°.

CONCLUSIONES

¢ La mayor concentracion del aceite de Syzygium aromaticum tiene mayor efecto inhibitorio sobre la
supervivencia de Sa/monella typhi, Salmonella paratyphi A’y Bacillus cereus.

¢ La supervivencia de Bacillus cereus es menor frente a las diferentes concentraciones del aceite
esencial de Syzygium aromaticum que Salmonella typhiy Salmonella paratyphi A.
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