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RESUMEN

En la presente investigacion, se determind el efecto antimicrobiano in vitro a partir de

los extractos de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.” en colonias de Escherichia coli.

La recoleccion de la zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”, se realizé en el departamento
de Madre de Dios; identificada por el Herbarium Areqvipense (HUSA); con rizomas de
la zarzaparrilla se prepard extractos acuosos por maceracion e infusion, a los que se
realizd un analisis fitoquimico, que determin6é en ambos extractos la presencia de
terpenos, esteroides, azucares reductores, taninos y saponinas los cuales se les

atribuye actividad antimicrobiana.

Una vez preparados los extractos acuosos y determinada la presencia de metabolitos
secundarios, se realiz6 diluciones seriadas para determinar la concentracion inhibitoria
minima, la cual representa el crecimiento bacteriano y la ausencia de turbidez
representa la inhibicibn microbiana; los resultados observados fue inhibicion
microbiana a la concentracién de 100ug/mL y 50ug/mL del extracto por maceracion,
sin embargo, el extracto por infusién produjo la inhibicion en las concentraciones de

100ug/mL, 50ug/mL, 25ug/mL y 12,5ug/mL pudiendo observar la ausencia de turbidez.

En la determinacion de la concentracion bactericida minima se observo ausencia de
crecimiento microbiano de Escherichia coli a la concentracion de 100ug/mL lo que
significa que el extracto a esta concentracion tiene efecto bactericida. Sin embargo el
extracto por infusién presentd efecto bactericida a las concentraciones de 100ug/mL,
50ug/mL y 25ug/mL; la concentracion de 12,5ug/mL no presenté efecto bactericida ya

gue se observoé crecimiento del microorganismo en las placas.

Para determinar la sensibilidad o resistencia microbiana se aplico el método de Kirby

Bauer (Antibiograma) utilizando el método de siembra por superficie, se colocd discos



impregnados del extracto acuoso preparado por maceracion a la concentracién de
100ug/mL de acuerdo a la concentracion bactericida minima, obteniéndose un halo
promedio de 10 mm, lo que significa que el extracto no presentd sensibilidad ni efecto
antibacteriano frente a la bacteria Escherichia coli.

El extracto acuoso por infusién de zarzaparrilla; presentd efecto bactericida que fueron
a las concentraciones de 100ug/mL, 50ug/mL y 25ug/mL, en las que se determind
halos promedios de 22mm (100ug/mL), 18,5mm (50ug/mL) y 10mm (25ug/mL)
significando asi que el extracto tiene efecto antimicrobiano a una concentracién de

100ug/mL y 50ug/mL; dichos resultados fueron basados en intervalos estandarizados.

PALABRAS CLAVES: Antibiograma, antimicrobiano, Smilax officinalis L., halos,

extracto.



ABSTRACT

In the present investigation, the antimicrobial effect was determined in vitro from the

extracts of zarzaparrilla "Smilax officinalis L." in colonies of Escherichia coli.

The collection of zarzaparrilla "Smilax officinalis L.", was carried out in the Department
of Madre de Dios; identified by the Herbarium Areqvipense (HUSA); aqueous extracts
by maceration and infusion prepared with sarsaparilla Rhizome, the presence of
terpenes, steroids, sugars, tannins and saponins which is attributed to those who
underwent a phytochemical analysis, which determined in both extracts antimicrobial

activity.

Once prepared the aqueous extracts and determined the presence of secondary
metabolites, was serial dilutions to determine minimal inhibitory concentration, which
represents the bacterial growth and the absence of turbidity represents microbial
inhibition; the results observed was microbial inhibition to the concentration of
100ug/mL and 50ug/mL of the extract by maceration, however, extract by infusion
produced inhibition at concentrations of 100ug/mL, 50ug/mL, 25ug/mL and 12,5ug/mL

and can observe the absence of turbidity.

Minimum bactericidal concentration determination noted absence of microbial growth
of Escherichia coli to 100ug/mL concentration which means that this concentration
extract has bactericidal effect. However the extract by infusion presented effect
bactericide to the concentrations of 100ug/mL, 50ug/mL and 25ug/mL; the
concentration of 12,5ug/mL did not give bactericidal effect since there was growth of

the micro-organism in the plates.

To determine the sensitivity or antimicrobial resistance the Kirby Bauer (Antibiogram)
method was applied using the method of sowing area, was placed disks impregnated

with aqueous extract prepared by maceration at 100ug/mL according to the bactericidal
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minimum, obtaining an average 10mm halo, which means that the summary did not

provide sensitivity or antibacterial effect against the bacterium Escherichia coli.

The aqueous extract by infusion of zarzaparrilla; this presented effect bactericide which
were concentrations of 100ug/mL, 50ug/mL and 25ug/mL, which was determined halos
averages of 22mm (100ug/mL), 18,5mm (50ug/mL) and 10mm (25ug/mL) meaning so
extract has antimicrobial effect at 100ug/mL and 50ug/mL concentration; These results

were based on standardized intervals.

KEYWORDS: Antibiogram, microbial, Smilax officinalis L., Halos, extract.
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INTRODUCCION

La resistencia bacteriana, es un fenémeno previo al descubrimiento y uso médico de
los antibiéticos, generado principalmente por el uso indiscriminado e inapropiado de
éstos. La prevalencia de organismos patdégenos humanos resistentes a los antibiéticos
es cada vez mayor, mientras que el descubrimiento y desarrollo de nuevos antibiéticos
que los controlen es cada vez mas lenta, lo que constituye una amenaza creciente

para la salud publica mundial.

Uno de los principales organismos de interés médico es la Escherichia coli, la cual
puede producir multiples enfermedades como son las infecciones gastrointestinales,

infecciones de vias urinarias, meningitis y sepsis.

En los ultimos afios las plantas medicinales como la zarzaparrilla, son aprovechadas
popularmente por la poblacién, gracias a las propiedades terapéuticas que se le

atribuye.

La zarzaparrilla “Smilax officinalis L.” es una planta medicinal, distribuida en diferentes
paises del mundo con regiones tropicales. Es oriunda de América y Europa conocida
por sus propiedades curativas y terapéuticas. En el Perd “Smilax officinalis L.”, se

encuentra distribuida en suelos ligeramente himedos los cuales podemos encontrarlos
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en la amazonia peruana en los departamentos de Madre de Dios, Ucayali, Loreto,
Amazonas, San Martin, a una altitud entre 215 y 2300 m.s.n.m.

En el Perd, se usa la zarzaparrilla de forma popular en forma de maceracién o
infusion; para ello se utiliza el rizoma de zarzaparrilla. Los usos medicinales méas
comunes de esta planta son, en caso de artritis, reumatismo, calambres,
adormecimientos, asma, inflamaciones, infecciones urinarias, infecciones intestinales,
cistitis, amibiasis, coélicos, entre otros. Con el presente trabajo se pretende demostrar
el efecto antimicrobiano in vitro del extracto acuoso de rizoma de zarzaparrilla “Smilax

officinalis L.” en colonias de Escherichia coli.
El presente trabajo de investigacidn esta estructurado de la siguiente manera:

En el primer capitulo, se presenta los métodos e instrumentos a usar en la

investigacion.

En el segundo capitulo, se desarrolla el marco tedrico y antecedentes investigativos

del estudio.

En el tercer capitulo se expone los resultados en tablas, cuadros, graficos, que
resumen el trabajo de investigacion. Asimismo, en el cuarto capitulo se menciona las

conclusiones y recomendaciones del trabajo referido.



1.1.

CAPITULO |

PLANTEAMIENTO METODOLOGICO
Descripcién de la realidad problematica

En la actualidad podemos observar con frecuencia que los antimicrobianos han
disminuido su eficacia contra bacterias patdégenas, debido a la resistencia

antimicrobiana la cual se debe a tratamientos incompletos y automedicacion.

La resistencia a los antibidticos se refleja principalmente en los indices de
mortalidad y mayor tiempo de hospitalizacion (morbilidad). En los dltimos afios
se ha puesto interés al empleo de las plantas medicinales, con la finalidad de
encontrar nuevos agentes antimicrobianos frente a la Escherichia coli, que es
una bacteria que se caracteriza por producir infecciones urinarias, pudiendo ser
mortal en algunos pacientes, debido a la resistencia que presentan frente a los

antibiéticos convencionales.

También se conoce que los medicamentos convencionales, pueden tener
reacciones adversas peligrosas, numerosas contraindicaciones e interacciones
de cuidado, dado que existen casos en los que se debe evaluar el riesgo

beneficio y por Gltimo pero no menos importante que las demas, es el acceso por



parte de la poblacién de escasos recursos en zonas alejadas y la dificil obtencion
de los medicamentos, ya que por lo general estos son de costo elevado por

encontrarse en esas zonas.

1.2. Delimitaciones y definicién del problema

1.2.1. Delimitaciones

A. Delimitacion espacial:

El presente estudio se ejecutd en los laboratorios de la Universidad Alas
Peruanas - Filial de Arequipa.

B. Delimitacién temporal:

El presente estudio fue realizado entre los meses de mayo a julio del
2016.

C. Delimitacion social:
Esta investigacion esta dirigida a la poblacion en general promoviendo el
uso de la fitoterapia para beneficiar a la poblacién afectada por patologias

asociadas al agente infeccioso Escherichia coli.

D. Delimitacion conceptual:

1. Area:

Ciencias de la salud

2. Campo:

Farmacia y Bioquimica

3. Linea:

Fitoterapia y microbiologia

4. Tema general:
Efecto antimicrobiano de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.” en colonias

de Escherichia coli.



5. Tema especifico:
Determinacién del efecto antimicrobiano in vitro de los extractos
acuosos de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.” en colonias de

Escherichia coli, Arequipa 2016.

1.2.2. Definicién del problema

1.3.

La Escherichia coli es un agente infeccioso, gram negativo que suele
hospedarse en diferentes érganos del ser humano principalmente en las vias
urinarias afectando directamente a los rifiones. El presente trabajo fue
elaborado para dar una alternativa fitoterapéutica a infecciones producidas
por Escherichia coli principalmente a las infecciones urinarias; que pueden

producir problemas renales, llegando a ser mortal.

Formulacién del problema

¢ Qué efectos tendran los extractos acuosos de zarzaparrilla “Smilax officinalis L”

sobre colonias de Escherichia coli?

¢ Existen metabolitos secundarios en los extractos acuosos de zarzaparrilla

“Smilax officinalis L.”?

¢A qué concentracion tendrd efecto antimicrobiano los extractos acuosos de

zarzaparrilla sobre las bacterias de Escherichia coli?

¢A qué concentracion tendra efecto bactericida los extractos acuosos de

zarzaparrilla sobre las bacterias de Escherichia coli?

¢Son efectivos los extractos acuosos de zarzaparrilla sobre las bacterias de

Escherichia coli?



1.4. Objetivos de lainvestigacion

1.4.1.

1.4.2.

Objetivo general

Determinar el efecto antimicrobiano in vitro de los extractos acuosos de

zarzaparrilla “Smilax officinalis L.” en colonias de Escherichia coli.

Objetivos especificos

Determinar los metabolitos secundarios de los extractos acuosos de

zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”.

Definir la concentracion inhibitoria minima de los extractos acuosos,
preparados por maceracion e infusion del rizoma de zarzaparrilla “Smilax
officinalis L.”.

Determinar la concentracion bactericida minima de los extractos acuosos,
preparados por maceracion e infusion del rizoma de zarzaparrilla “Smilax
officinalis L.”.

Determinar la sensibilidad o resistencia de Escherichia coli frente a los
extractos acuosos, preparados por maceracion e infusion del rizoma de
zarzaparrilla “Smilax officinalis L.” por el método de Kirby Bauer,

antibiograma por difusion en medio sélido.

1.5. Hipétesis de la investigacion

En vista que el rizoma de zarzaparrilla estd compuesto por saponinas

esteroidicas, saponocidos, estigmasterol, beta sitosterol, taninos, entre otros; es

probable que los extractos acuosos de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”, tengan

efecto antimicrobiano sobre colonias de Escherichia coli.



1.6. Variables e indicadores

Cuadro 1: Definicion conceptual y operacional de las variables

Variable Dimensioén Indicadores Escala items Unidad/
Categoria
Concentracion
Inhibitoria 0,4 -100
Minima (CIM) ug/mL Intervalo
Efecto
antimicrobiano .,
de los extractos ng‘éfg:irca}g:n 30 - 300 Cuantitativa
de zarzaparrilla - 3 continua
pe Minima UFC/mL | Intervalo
officinalis L.” (CBM)
Kirby Bauer 6 —-30 Intervalo
mm

Fuente: Elaboracion propia




1.7.

Justificacién de la investigacion

La Escherichia coli es una enterobacteria que posee una amplia virulencia; la
mayor parte de las Escherichia coli causan enfermedades digestivas y
extraintestinales, estos bacilos gramnegativos son los responsables de més del
70% de infecciones de las vias urinarias adquiridas en la comunidad y del mismo
namero infecciones hospitalarias. La mayor parte de las infecciones son
endogenas, de tal forma que Escherichia coli de la microbiota normal del
paciente consigue ocasionar infecciones cuando las defensas se alteran.
Mientras que muchas bacterias pueden ser eliminadas rapidamente, existen
también gran parte de microorganismos que se resisten; los cuales son capaces
de producir infecciones sistémicas, con frecuencia son resistentes a los agentes

bactericidas.!

Actualmente la resistencia a los farmacos se da por diversos factores como; uso
irracional de medicamentos, tratamientos incompletos y automedicacién. Debido
a esto, las infecciones producidas por este microorganismo cada vez se hace
mas dificil combatirlas y a consecuencia de ello se ve afectado gran parte de la

poblacion femenina por diferentes causas externas.

La importancia de la investigacion radica en experimentar el efecto
antimicrobiano del extracto de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”, pudiendo ser
una alternativa fitoterapéutica para el tratamiento de infecciones producidas por
dicho patégeno. Al formar parte del reino vegetal y ser utilizado de forma natural,

este estudio es relevante dentro del campo de la fitoterapia.

El uso de la terapia a base de plantas medicinales; constituye un campo de
estudio interesante ya que se observa a menudo que los productos naturales

utilizados, en su gran mayoria son seguros y eficaces.

! patrick R, Ken S, Michael A. Microbiologia médica. 6% edicidn. Espafia: Editorial El Servier. 2009. pag.
303 - 304.



1.8. Limitaciones de lainvestigacion

= La principal limitacion fue el no contar con un rotavapor para poder realizar
un estudio mas amplio del efecto antimicrobiano de la zarzaparrilla en otros

tipos de extractos organicos.

1.9. Tipo y nivel de investigacion
1.9.1. Tipo de investigacion:

Investigacién de tipo experimental.

1.9.2. Nivel de investigacion:

Campo aplicativo de laboratorio.

1.10. Método y disefio de la investigacion
1.10.1. Métodos de la investigacién
A. Métodos para el procesamiento del vegetal
1. Recoleccion e identificacién

La especie vegetal zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”, se recolecté del
margen derecho de la via interoceanica Peru - Brasil de la Amazonia
de Madre de Dios distrito de Laberinto, Peru, la cual fue identificada por

el Herbarium Areqvipense (HUSA). (Anexe 1)



Figura 1: Recoleccion de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”

Fuente: Elaboracion propia

2. Desinfeccion

La desinfeccion se realizd con una solucion de hipoclorito de sodio al
5%; diluido en una proporcién de 1/1000mL de agua sumergido durante
15 minutos, posteriormente colocados en papel craft para el oreado.

3. Estabilizacion

Se utiliz6 el método de inactivacion enzimatica, mediante calor seco a
una temperatura de 60°C durante 48 horas. Para tal fin, se utiliz6 como
instrumento una estufa marca Nabhita Drying Oven Modelo 631/4 de
laboratorio?.

4. Desecacion

Se utiliz6 el método por desecacion artificial, utilizando una estufa al
vacio con temperatura controlada, colocando el rizoma de la planta en
el interior en unas bandejas la cual es utilizada para desecar a pequeia

escala, en una temperatura de 25°C, durante 48 horas®. (Ver figura 2)

2 Kuclinsky Cl. Farmacognosia “Estudio de las Drogas y Sustancias Medicamentosas de Origen Natural”.
2% edicién. Barcelona: Editorial Omega. 2006. Pag. 16.
3 Kuklinsky Cl. Farmacognosia “Estudio de las Drogas y Sustancias Medicamentosas de Origen Natural”.
2% edicién. Barcelona: Editorial Omega. 2006. Pag. 15.



Figura 2: Desecacion del rizoma de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”

Fuente: Elaboracion propia

5. Trituracion

Se utiliz6 el método de molienda por trituracibn manual y mecanica,

hasta obtener particulas uniformes. (Ver figura 3)

Figura 3: Trituracion del rizoma de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”

Fuente: Elaboracién propia

6. Determinacion de Porcentaje de Humedad

Método: Gravimétrico

Fundamento: Se basa en la pérdida del peso de la muestra por
evaporacion del agua, un exceso de agua puede provocar el
crecimiento microbiano, la presencia de hongos, insectos o el deterioro,

seguido de la hidrolisis de los principios activos.*

4 Miranda M, Cuellar A. Farmacognosia y productos naturales. 1 Edicién. La Habana: Editorial Félix
Varela. 2001. Pag.140.
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Procedimiento: Se pes6é 10g material vegetal en una capsula
previamente tarada, se llevd a estufa y se sometié a temperatura de
80°C, hasta peso constante para determinar el contenido de humedad.
La capsula con el residuo se dejé en un desecador y luego se peso. El

peso del residuo final se utilizé para calcular el porcentaje de humedad.

Calculos:

0% Humedad = (capsula + muestra) — (capsula + residuo) %100
o rimecat = (capsula + muestra) + (capsula)

7. Determinacién del Porcentaje de Cenizas
Método: Gravimétrico por incineracion.

Fundamento: Se basa en la destruccion de la materia organica al
someter la muestra a elevadas temperaturas (500 a 600 ° C) hasta
obtener cenizas completamente blancas; quedando como residuo la

cantidad de componentes inorganicos presentes en la muestra.®

Procedimiento: Se pesé 1g de muestra vegetal seca obtenida de la

determinacion de humedad y se coloc6 en crisol limpio y tarado.

Se llevd a mufla y se someti6é a 550 © C por una hora aproximadamente
hasta observar la aparicion de cenizas blancas. Se dej6 enfriar
llevando al desecador, luego se pes6. El peso del residuo se utilizé

para calcular el porcentaje de cenizas.
Célculos:

_ (crisol + cenizas)
% Cenizas = — — X 100
(crisol + muestra) — crisol

> Miranda M, Cuellar A. Farmacognosia y productos naturales. 1 Edicién. La Habana: Editorial Félix
Varela. 2001. Pag.139.
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B. Obtencién del extracto de zarzaparrilla

1. Método: Maceracioén

Fundamento: La separacidon de un compuesto por extraccion se basa
en la transferencia selectiva del compuesto desde una mezcla sélida o
liguida con otros compuestos hacia una fase liquida (normalmente un
disolvente orgénico). El éxito de la técnica depende basicamente de la
diferencia de solubilidad en el disolvente de extraccion entre el
compuesto deseado y los otros compuestos presentes en la mezcla

inicial.®
1.1. Procedimiento:
a) Maceracion de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.” al 40%

Se pes6 40 gr. del rizoma de zarzaparrilla debidamente triturado,
luego se introdujo en un recipiente de vidrio color ambar.

Agregando 100mL de agua destilada. (Ver Figura 4)

Se llevd a maceracion durante siete dias y en constante agitacion
durante el proceso. Pasados los siete dias, se tomd un recipiente
de vidrio, embudo y papel filtro para realizar la separacion de la
maceracion mediante un filtrado, obteniendo la parte del extracto

liqguido que contiene los principios activos. (Ver Figura 5)

Se procede a verter en un recipiente ambar y rotular.

6 Kuklinsky Cl. Farmacognosia “Estudio de las Drogas y Sustancias Medicamentosas de Origen Natural”.
2% Edicién. Barcelona: Editorial Omega. 2006. Pag. 34.
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Figura 4: Pesado del rizoma de zarzapatrrilla “Smilax officinalis L.”

08/06/2016 11:14

Fuente: Elaboracion propia

Figura 5: Obtencion del filtrado de rizoma de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”

13/06/2016  9:28

Fuente: Elaboracion propia

2. Método: Infusiéon

Fundamento: Es un método que consiste en la separacion de principio
activo de drogas, por accién del aumento de temperatura del disolvente
empleado, logrando eliminar proteinas y enzimas que ayudan a la

fermentacion.”

7 Kuklinsky Cl, Farmacognosia “Estudio de las Drogas y Sustancias Medicamentosas de Origen Natural”,
2% Edicién, Barcelona, Editorial Omega, 2006, P4g. 35.
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2.1. Procedimiento

a) Infusién de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.” al 40%
Se peso6 40 gr. del rizoma de zarzaparrilla debidamente triturado,
luego se colocé a vaso de precipitado. (Ver Figura 6)

Paralelamente se puso agua en un vaso de precipitado hasta que
alcance temperatura proxima a ebullicion, se trasvasé 100 mL de
agua sobre el recipiente que contenia la droga vegetal y se cubrié

con una luna de reloj durante un periodo de 15 minutos. (Ver Fig. 7)

Pasados los 15 minutos se tomd un recipiente de vidrio, embudo y
papel filtro para realizar la separacién de la infusi6n mediante un
filtrado, obteniendo la parte del extracto liquido que contiene los

principios activos.

Se procedi6 a verter en un recipiente ambar a rotular.

Figura 6: Rizoma triturado de Zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”

|

14/06/2016  14:25

Fuente: Elaboracion propia

Figura 7: Infusion de rizoma de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”

A

Fuente: Elaboracion propia
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C. Analisis fitoquimico cualitativo de los extractos acuosos de

zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”

1) lIdentificacion de Terpenos y esteroides (Liebermann- burchard)

Fundamento: La prueba de Liebermann y Burchard es un ensayo
utilizado para una prueba colorimétrica para detectar terpenos, lo que
da un color azul intenso. Se debe a que el grupo hidroxilo (-OH) del
terpeno que reacciona con los reactivos y el aumento de la conjugacion

de la saturacion en el anillo fusionado.®

Procedimiento: Se tom6é 2 mL de extracto en un tubo de ensayo, se
evaporo el solvente en bafio maria y el residuo se disolvié en 1 mL de
cloroformo. Se adicion6 1mL de anhidrido acético y se mezclo
vigorosamente. Por la pared del tubo de ensayo se dejé resbalar 2 o 3
gotas de acido sulftrico concentrado sin agitar. Un ensayo positivo se
tiene por un cambio rapido a color verde, azul verdoso (vira rojo o azul).
(Ver Figura 8)

Figura 8: Identificacién de Terpenos

Euyy

Fuente: Elaboracién propia

2) Identificacion de Azucares Reductores:
Reaccion con Reactivo de Fehling:

Fundamento: Se fundamenta en la reduccion del i6n Cu** en medio
alcalino, por parte de los azucares reductores, que se aprecia por la

formacion de un precipitado rojo ladrillo. La solucién de sulfato cuprico

8 Wade JR. Quimica Organica. 5ta Edicién. Espafia: Editorial Pearson Prentice Hall. 2004. P4g. 1127.
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se comporta como una solucién de Oxido cuprico (CuO), el cual oxida
el azucar y se reduce a Oxido cuproso (Cu20), que es un precipitado
color rojo ladrillo.®

Reaccion Quimica

R-CHO + 2Cu*™*+ 50H — R-COOH + Cu0 | + 3H:0

Rojo ladrillo

Procedimiento: Se midié 1mL de solucion A con 1mL de solucion B del
Reactivo de Fehling en un tubo de ensayo, se mezcl6 con 1mL de
extracto disuelto y se calenté a bafio maria. La aparicion de un
precipitado color rojo ladrillo indica que la reaccién es positiva. (Ver
Figura 9)

Figura 9: Reaccion de Fehling

Fuente: Elaboracién propia

3) Identificacién de Flavonoides
Reaccién de Shinoda

Fundamento: Se basa en la formacion de quelatos entre flavonoides y
el magnesio metélico, dando lugar a la aparicion de diferentes
coloraciones que dependen de la estructura quimica del flavonoide

presente.©

® Wade JR. Quimica Orgéanica. 5ta Edicién. Espafia: Editorial Pearson Prentice Hall. 2004. Pag. 1073.
10'Wade JR. Quimica Organica. 5ta Edicién. Espafia: Editorial Pearson Prentice Hall. 2004. Pag. 1074.
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Reaccion Quimica

OH

OH OH

OH
HO O

+ HCl + Mg*? — + CeH1206

OH

O-Glucosa OH OH

Complejo anaranjado rojizo

OH O

Procedimiento: En un tubo de ensayo se colocé 1mL de extracto, se
agregd un trozo de cinta de Magnesio metalico y gotas de &cido
clorhidrico concentrado hasta reaccion completa. La aparicion de color
indica la presencia de Flavonas, Flavonoles (amarillo a rojo), Flavonoles
(rojo a magenta), Flavanonas (rojo, magenta, violeta, azul); las

isoflavonas, chalconas y auronas no dan coloracion. (Ver Figura 10)

Figura 10: Reaccién de Shinoda

Fuente: Elaboracién propia

4) Identificacién de Taninos con Cloruro Férrico

Fundamento: Se fundamenta en que al reaccionar los taninos con el
FeCl; van a formar complejos de Fe*™ produciendo diferentes
coloraciones (verde a azul) dependiendo de los taninos presentes en el

tubérculo a investigar formandose asi el Tanato Férrico.!

1 Wade JR. Quimica Orgénica. 5ta Edicién. Espafia: Editorial Pearson Prentice Hall. 2004. P4g. 1089.
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Reaccion Quimica

HO H OH HO H OH
3HO CO-0 + FeCls —> |HO CO-0 Fe| + 3HCI
HO HO coo

— Tanato Ferrico

Procedimiento: En un tubo de ensayo, se agregd 1mL de extracto, se
le afadid6 0.5ml de solucion de FeCl; 5% hasta la formacion de
complejos coloreados (color verde oscuro indica presencia de taninos
catéquicos, mientras que la coloracion azul indica presencia de taninos

galicos). (Ver Figura 11)

Figura 11: Identificacion de taninos

E SRS —

Fuente: Elaboracion propia

5) Identificacion de Alcaloides
Reaccion de Dragendorff

Fundamento: Se basa en la reaccion de los alcaloides en medio
alcalino, para dar lugar a la formacion de sales insolubles, las cuales se

evidencian por la presencia de precipitados anaranjados.*?

12 \Wade JR. Quimica Organica. 5ta Edicién. Espafia: Editorial Pearson Prentice Hall. 2004. Pag. 1066.
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Reaccion Quimica

- Bi (NO3)s + 3KI — Bils + 3KNOs3
Trinitrato de Bismuto

- Bils + KI — K (Bil4)
Tetrayodo Bismutato de Potasio

- K+ (Bils) + H3sNRCI- —» (Bil4) HsNR| + KCI
Alcaloide Tetrayodo Bismutato de alcaloide

Procedimiento: En un tubo de ensayo se adicion6 1mL de extracto,
después se agregé gota a gota el Reactivo de Dragendorff. Si se
observa la formacién de un precipitado naranja, indica la presencia de
Alcaloides y compuestos nitrogenados. (Ver figura 12)

Figura 12: Identificacién de alcaloides

14/06/2016  17:10

Fuente: Elaboracién propia
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6) Identificacion de Saponinas
Determinacion del indice de Espuma o afrosimétrico:

Procedimiento: En un tubo de ensayo de igual didmetro, se coloc6 en
orden progresivo de 1 a 10mL del extracto acuoso, completando la
diferencia con agua destilada hasta 10mL. Esto quiere decir que en el
primer tubo donde se colocé 1mL de solucibn de saponinas se
completard con 9mL de agua destilada y en el segundo tubo donde se
colocaron 2mL de solucién de saponinas van 8mL de agua destilada y

asfi sucesivamente.3

Agitar vigorosamente durante un minuto cada tubo y dejar reposar por
treinta minutos. Finalmente, observar cual de los 10 tubos de ensayo

presenta lcm de espuma. (Ver Figura 13)

Figura 13: Identificacion de saponinas

\ ,.r SERE am

BT
o=

!

) -

14/0672016 W

Fuente: Elaboracion propia

13 Miranda M. Cuellar A. Farmacognosia y productos naturales. 1 Edicidn. La Habana: Editorial Félix
Varela. 2001. Pag.139.
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D. Aislamiento y seleccién de Escherichia coli

1) Preparacion de Agar Mac conkey

Se suspendié 5g del medio Macconkey en 100 mL de agua
destilada. Se calentd con agitacibn suave hasta su completa
disolucién y hervir durante un minuto. Se esteriliz6 en autoclave a
121°C durante 15 minutos. Se dejé enfriar a una temperatura
entre 45 - 50°C.

2) Sembrado de Escherichia coli

Procedimiento:

Se sembrd la muestra de Escherichia coli, en placa de agar
MacConkey y sembrandose en zig —zag.

Se dejo en la estufa a 37°C por 24 horas para su incubacion.

Las colonias se percibieron de color rosado que indican que la
bacteria Escherichia coli es fermentadora de lactosa.

Al sembrar Escherichia coli se produce acido debido a que
degrada la lactosa ocasionando el viraje del indicador rojo neutro

a un color roséaceo.

Figura 14: Escherichia coli en Agar Mac Conkey

'
7

13/06/2016

15112

Fuente: Elaboracién propia
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E. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima

Se prepar6 una suspension del germen problema procedente de un
cultivo de 24 horas, se ajustd esa suspension con el 0,5 de la escala
turbidimétrica de McFarland equivalente a 108 UFC por ml.

Se realiz6 una dilucion posterior 1:100 para obtener una concentracion
10°% UFC/mL.

Se realizaron diluciones seriadas del antimicrobiano a probar desde 100
ug/mL hasta 0,4 ug/mL en una serie de diez tubos que contenian igual
cantidad de caldo de enriquecimiento. El tubo nimero diez no posee

antimicrobiano y sirve como control de crecimiento. (Ver Figura 21)

Se agreg6 1ml de la suspensién microbiana con 10° UFC/ml a la serie

de diez tubos y se incuba a 37°C durante 18 — 24 horas.

Una vez transcurrido el lapso de tiempo se procedié a observacién a
simple vista de los tubos y la interpretacion de los resultados

obtenidos.*

Figura 15: Diluciones seriadas del extracto acuoso de zarzapatrrilla

07/07/2016

Fuente: Elaboracion propia

14 Negroni M. Microbiologia Estomatoldgica fundamentos y guia practica. 2% edicién. Argentina:
Editorial medica panamericana. 2009. pag. 562 — 564.
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F. Determinacion de la concentracion bactericida minima

Se tomd un indculo de 0,1mL del tubo testigo inmediatamente después
de ser sembrado y se disemina con espatula de digralsky sobre una
placa de Mueller-Hinton, incubar durante 18 horas. (Ver Figura 22)

Trascurrido dicho tiempo, se determind el niumero real de UFC del
in6culo para obtener un resultado con precision estadistica suficiente se
aplica la siguiente formula:

N° de colonias obtenidas por el factor de dilucion

BM =
¢ ml sembrados en la placa

De cada uno de los tubos con caldo que no presentaron turbidez luego
de la incubacion, se sembré 0,1mL en placas de Mueller-Hinton, se
incubo durante 18 horas. *°

Figura 16: Diseminacion de inéculo con espétula de digralsky

07/07/2016  13:48

Fuente: Elaboracion propia

G. Estandarizacion del inéculo: Kirby — Bauer?®

Se utiliz6 la escala turbidimétrica, se enumeraron segun la
concentracién de microorganismos que se requiera, por lo tanto el
indculo se ajusta al patrén de referencia por medio de comparacién

15 Negroni M. Microbiologia Estomatoldgica fundamentos y guia practica. 2 edicién. Argentina:
Editorial medica panamericana. 2009. pag. 564.

16 Granados R, Villaverde C. Microbiologia, Bacteriologia medios de cultivo y pruebas bioquimicas
micologia general parasitologia general. Espaiia: Editorial Paraninfo. 1998. pag. 157.
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visual aproximada, o por espectrofotometria haciendo coincidir la
absorbancia o turbidez.

La escala utilizada y aceptada mundialmente es la escala de McFarland
en la que se origina una turbidez debida a la reaccion de acido sulfarico

con cloruro barico que forma un precipitado blanco de sulfato de bario.

Formula:
H2S0Os + BaClz2 — BaSOs + HCI

Escala de McFarland
Procedimiento:

= Se sembro cinco colonias iguales en 5 mL de solucion salina y se
incubé a 37°C durante 2 — 6 horas, hasta que se produzca una
ligera opacidad.

= Se ajusté visualmente con solucion salina hasta una turbidez igual a
la que presenta la mitad del estdndar nimero uno de McFarland.

= Este estandar se prepard afiadiendo 0,5 mL de cloruro bérico
0,048M a 99,5 mL de acido sulfarico 0,18M. (Ver Figura 23)

Figura 17: Escala de McFarland

Fuente: Elaboracion propia
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H. Preparacién de los discos de sensibilidad
Procedimiento:

= Los discos de sensibilidad utilizados en antibiograma son de papel
whatman N° 5, el cual es usado y estandarizado por la NCCLS
(Clinical And Laboratory Standards Institute). Los discos de
sensibilidad tienen un didmetro de 6mm.

= Para la preparacion de discos de sensibilidad, se impregnaron en
los discos estériles la solucidn del agente antimicrobiano (extracto),
el cual se realizé de forma manual con la ayuda de una micropipeta.
Inoculando de 10uL. (Ver Figura 24)

= Los discos fueron registrados de acuerdo al tipo de extracto y
concentracién del mismo, fueron colocados en placas estériles para
su absorcion del extracto durante unos minutos.

= El almacenamiento de los discos de sensibilidad se realizd6 a una

temperatura controlada entre 4 — 8°C.’

Figura 18: Preparacién de discos de sensibilidad

Fuente: Elaboracion propia

17 Stephen J, Marie B. Manual de Suceptibilidad Antimicrobiana. Departments of Laboratory Medicine
and Microbiology University of Washintong Seatle. 2005. page. 39.



25

I. Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana
Antibiograma por difusién en medio sélido*®

El método de disco difusion consiste en depositar en la superficie de
una placa de agar Mueller-Hinton previamente inoculada con el
microorganismo, discos de papel de filtro impregnados con los
diferentes antibidticos. Tan pronto el disco impregnado en antibittico se
pone en contacto con la superficie himeda del agar, el filtro absorbe
agua y el antibiético difunde por el agar, formandose un gradiente de
concentracion. Transcurridas 18 a 24 horas de incubacion, los discos
pueden o no aparecer rodeados por una zona de inhibicién de

crecimiento bacteriano.

Procedimiento:

= Se prepar6 el medio de cultivo Mueller — Hinton, por ser el medio
gue ofrece una composicién homogénea en todos los lotes, y gran
reproductibilidad, no presenta efectos antagoénicos y permite el
crecimiento de la mayoria de los microorganismos.

= Se prepar6 el inoculo segun el estandar 0,5 de la escala
McFarland.

» Se deposito en placas Petri el medio de cultivo con un espesor de 4
mm.

» Se sembro6 e in6culo por la técnica de Kirby — Bauer, se dej6 secar
durante 4 — 5 minutos antes de colocar los discos de sensibilidad.

= Se implantan los discos que son de papel whatman N° 5,
impregnados con el agente antimicrobiano. Su diametro es de 6
mm y tienen una concentracién de agente antimicrobiano que esta
perfectamente estandarizada segun las recomendaciones de la
FDA (Federacion de Drogas y Alimentos) o la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud).

18 Granados R, Villaverde C. Microbiologia, Bacteriologia medios de cultivo y pruebas bioquimicas
micologia general parasitologia general. 1™ edicidn. Espafia: Editorial Paraninfo. 1998. pag. 162.
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= La actividad del agente antimicrobiano se comprob6é mediante la
medicién del halo formado o la ausencia de este, se clasifica como
resistente, moderado/intermedio, sensible.

1.10.2. Disefio de lainvestigacion

La investigacion corresponde al disefio experimental por el método de
Concentracion minima inhibitoria (CIM), Concentracién minima bactericida
(CBM) vy antibiograma por difusion en medio solido (extracto de
zarzaparrilla a distintas concentraciones), un control negativo (discos en

blanco).

1.11. Técnicas e instrumentos de recoleccién de informacion

1.11.1. Técnicas:

Observacién directa de la concentracion minima inhibitoria (CIM) y la

concentracion minima bactericida (CBM).

La técnica para recolectar la informacion de la sensibilidad antimicrobiana se

realiz6 por el método; antibiogramas por difusién en medio soélido.

1.11.2. Instrumentos:

Como instrumento para la recoleccion de datos se utilizd6 fichas de
recoleccion de datos. (ver anexo xi)
Para la medicion de los halos se utilizd una regla milimetrada, camara

fotografica, escala de MacFarland.
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1.12. Cobertura de estudio

1.12.1. Universo:

El universo o poblacion es la totalidad del fendmeno a estudiar que posee

caracteristicas comunes, para lo cual seré el género “Smilax”

1.12.2. Muestra:

La muestra de estudio fue el rizoma de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”

utilizado en la investigacion.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes investigativos

2.1.1. Efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Zingiber officinalis
roscoe (Jengibre) obtenido por extracciéon con fluidos supercriticos,
Arequipa 2013.

Autor: Vanessa N. Vargas Aguilar
Institucion: Universidad Catdlica de Santa Maria
Afo: 2013

Resumen:

En el trabajo de investigacion, se evalu6 el efecto antimicrobiano in vitro
del extracto de Zingiber officinale roscoe “jengibre” obtenido por extraccién
con fluidos supercriticos. La determinacion de la concentracion inhibitoria
minima para Escherichia coli no tuvo diferencia significativa para ambos
extractos (probabilidad = 0.333); por tanto ambos extractos producen un

mismo efecto antimicrobiano.
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Determinacion de la actividad antibacteriana “jn vitro” de la Annona
muricata guanadbana sobre bacterias gram negativas encontradas en
infecciones urinarias, obtenidas en los Hospitales del Departamento
de Arequipa, 2003.

Autor: Charles H. Arce Yanez, Christian Ortega Ortega.
Institucion: Universidad Catélica de Santa Maria.
Afio: 2004

Resumen:

En el trabajo de investigacién realizaron la evaluacién de la actividad
antibacteriana de la Annona muricata sobre bacterias gram negativas,
dichas cepas fueron proporcionadas por el Hospital Goyeneche vy
ESSALUD de la ciudad de Arequipa; se evalu6 la concentracion minima
inhibitoria (CMI) del extracto seco por el método de dilucién en caldo. La
determinacion de la CMI para la bacteria de Escherichia coli fue 31,25
mg/mL, la CMI de la bacteria Citrobacter freundii fue 62,5 mg/mL, la CMI
de Klebsiella sp. Fue 125mg/mL, la CMI de Proteus mirabilis fue 15,25
mg/mL.

Produccion, caracterizacion y formulacion de un extracto de

zarzaparrilla (smilax domingensis willd., smilacaceae).

Autor: Ana Cristina Hentze Movil
Institucion: Universidad de San Carlos de Guatemala
Afo: 2012

Resumen:

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo producir,
caracterizar y formular un producto a base de rizoma de S. domingensis
para mejorar el rendimiento fisico. Se utilizaron los métodos de
repercolacién, concentracion y secado para extraer los metabolitos
secundarios de interés, entre ellos los flavonoides y las saponinas
esteroidales y se obtuvo como producto final un extracto seco (4:1). Se
realizaron analisis fisicoquimicos, fitoquimicos y microbiol6gicos y se

prepararon cpsulas de gelatina de 300 mg. Se escogidé esta forma
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farmacéutica por su uso comun y su aceptacién entre las personas. El
producto Fitoterapéutico obtenido se evaluara en futuras investigaciones
para determinar su actividad ergogénica. Las cépsulas de zarzaparrilla
contienen una gran cantidad de flavonoides, lo que les confiere
propiedades antioxidantes. La presencia de saponinas esteroidales les
otorga también propiedades estimulantes y tonicas y en conjunto, pueden

ayudar a incrementar la condicion fisica en las personas.

Efecto antibacteriano in vitro de Plantago major L, Erythroxylum
novogranatense, Plowman var truxillense y Camellia sinensis sobre

bacterias de importancia estomatoldgica.

Autor: Verdnica Alvarado Villanueva
Institucion: Universidad Mayor de San Marcos
Afo: 2010

Resumen:

La investigacion determind la actividad antibacteriana de tres extractos
hidroalcoholicos de Plantago major L, Erythroxylum novogranatense,
Plowman var truxillense y Camellia sinensis; sobre patégenos de
importancia  estomatoldgica; Streptococcus mutans, Lactobacillus
acidophilus, Actinomyces viscosus, Prevotella melaninogenica vy
Fusobacterium nucleatum. El estudio se realizd6 a diferentes
concentraciones de 25ul/mL y 50ug/mL, presentando actividad

antibacteriana frente a estos microorganismos.

2.1.5. Efecto del extracto hidroalcoholico de la Tropaeolum tuberosum

“mashua 6 afiu” in vitro frente a microorganismos Uro patégenos”.
Arequipa — 2006

Autor: Nilda E. Bornaz Urquizo.
Institucion: Universidad Catdlica de Santa Maria
Afo: 2007



31

Resumen:

El presente trabajo de Investigacion se determind la actividad
antibacteriana del Extracto Hidroalcohdlico de Tropaeolum tuberosum
“Mashua” sobre microorganismos uropatdgenos. Para ello se
emplearon los tubérculos previamente seleccionados y desecados,
cuyo producto seco fue sometido a un proceso de extraccion por
percolacion ¢ lixiviacién con etanol de 35° G.L., obteniéndose el
Extracto Hidroalcohdlico con un porcentaje de rendimiento de 17.86%.
Las reacciones quimicas para el reconocimiento de las funciones
organicas en el Extracto Hidroalcohdlico han demostrado la presencia
de Compuestos fendlicos, Flavonoides, Saponinas, Azucares
Reductores, Alcaloides y Glicésidos.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Zarzaparrilla, Smilax officinalis L.

A. Descripcidn botanica

La zarzaparrilla es un arbusto, cuyo nombre botanico es derivado del
griego smile, raspado, hace alusién a la aspereza del tallo de algunas
especies. Como toda lileacea se reconocen por sus flores de seis piezas
perianticas, por lo general petaloides y seis estambres, con ovario supero

compuesto por tres carpelos y la placentacién axilar.

B. Descripcién Taxonémica

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta
Clase . Liliopsida

Subclase : Lilidae

Orden . Liliales

Familia : Liliaceae

Género : Smilax

Especie : Smilax officinalis L.*°

1% Marifio L. Departamento Académico de Biologia — Herbarium Areqvipense (HUSA).
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C. Nombres vulgares

Conocida con nombres comunes como: zarzaparrilla, zarza morisca, uva

de perro, salsaparilla, salsapariglia, nannari, mermasangre.
D. Descripcion morfol6gica

1) Raiz: Son nudos largos por lo general, redondas o algo angulosas,
se rompen con dificultad, pero tienden a henderse, su superficie
presenta estrias y surcos longitudinales y de color gris rojizo. La
seccion transversal presenta una zona periférica separada de la
parte lefiosa por una serie de células agrupadas, triangulares o
cuadrangulares, de color pardo. La corteza esta formada por dos
zonas de células de las cuales la parte interna es mas rica en fécula
y menos compacta. El lefio es de color blanco amarillento, fibroso,

sin radios medulares; la medula es blanca y menos gruesa.?°

2) Tallo: El subterrdneo es el rizoma, nudoso y lefioso, con
prolongaciones aéreas, aspera, lefiosas, flexibles, ramificadas,
trepadoras, enredadera, con nudos y zarcillos axilares. Espinas en

las ramas en forma de ganchos.

3) Hojas: Alternas, pecioladas, simples, acuminadas, cordiformes,
lanceoladas, penninervadas, asperas, con haz de color verde oscuro
y lustroso envés verde claro con nervadura pronunciada vy

caducifolia.

4) Flores: Inflorescencia de ocho a diez flores. De seis piezas
perianticas, seis estambres, inflorecencia en racimos y axilares,
hermafroditas y unisexuales, actinomorfas, pequefia. Caliz con tres
andreceo con seis estambres libres. Gineceo con ovario infero:

unicarpelar, unilocular, uniovular.?*

5) Frutos: Son bayas pequefias con una sola semilla.

20 Albareda J. M. Medicamenta Guia Tedrico — Practica para Farmacéuticos y Médicos. 6% edicién.
Barcelona: Editorial Labor S.A. 1982. pag. 1415.

21 Vicufia Z. Inventario de Plantas Medicinales del Tahuantinsuyo 17 Edicién. Peru: Editorial Cecys. 2011.
Pag. 1298



Figura 19: Planta de Zarzaparrilla Smilax officinalis L.
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Figura 20: Rizoma de Zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”

ey

- SO
03/06/2016 7:50

Fuente: Elaboracién Propia

33



34

E. Distribucion

Con el nombre de zarzaparrilla se designan mas de 200 especies del
género Smilax, repartidas por las regiones calidas y humedas de la
superficie terrestre, se sabe que sus estructuras son distintas, aunque
poseen efectos similares. Suelen recibir el nombre de su lugar de origen

como zarzaparrilla de México, del Peru, del Brasil, de Europa.

Composicion quimica

El rizoma de zarzaparrilla estd compuesto por saponinas esteroidicas;
como la esnilasaponina, sarsaponina, parigyna, salesparina,
esnilagenina, saponocidos y espirosan-saponoglicosidos; ftosteroles
como ftosterol, estigmasterol y el beta sitosterol, principios amargos
denominados esmilacina, aceite graso, resina, taninos, almidéon vy

azucares.??

Etnomedicina
La zarzaparrilla puede presentar diferentes aplicaciones farmacoldgicas.
Las principales acciones reconocidas para saponinas de diversas

especies son:

Accion irritante de las células, efecto anti edematoso y antiinflamatorio,
accion antihemorroidal y cicatrizante, accion adaptégena, efecto
antimicrobiano, antivirico, antimicético y molusquicida. Las saponinas se

utilizan como expectorantes, diuréticas y venotrépas.

Antes de nuestros tiempos, la zarzaparrilla ya era utilizada por los
indigenas de Centroamérica, para el tratamiento de la impotencia sexual,
reumatismo, enfermedades de la piel y como ténico para la debilidad
fisica. Dioscérides, en su obra de materia médica hablaba de las
propiedades antiveneno que tenia esta planta: “Las hojas y el fruto de
esta planta son remedio eficaz contra el veneno a condicion de beberlas
tras de él o antes.” Debido a esta propiedad, muchos emperadores
romanos la tomaban para evitar los envenenamientos que se producian,

tan frecuentes en esta época, durante las comidas.

22 Vicufia Z. Inventario de Plantas Medicinales del Tahuantinsuyo. 17 Edicién. Per(: Editorial Cecys. 2011.

Pag. 1298.
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H. Otros usos

En la industria farmacéutica se emplean como agentes espumantes y
emulgentes. Las saponinas estereoidicas se utilizan sobre todo
industrialmente para obtener los aglicones estereoidicos, que son los
precursores por hemisintesis de los farmacos estereoidicos (hormonas

sexuales, glucocorticoides, etc.)?

2.2.2. Métodos de extraccion de drogas
Concepto
La extraccion es una operacion que forma parte de un grupo importante
de operaciones unitarias conocidas como operaciones disfuncionales o
de transferencia de materia. Es la técnica empleada para separar un
producto organico o para aislarlo de sus fuentes naturales.

De acuerdo con el método empleado, la extraccibn puede ser de tres
tipos:

a) Extraccion mecéanica

b) Extraccion por destilacién

c) Extraccion mediante disolventes?*

A. Extraccidon mecénica

Consiste en extraer de los tejidos vegetales o animales, los principios
en los liquidos que impregnan dichos tejidos. Los principales
métodos de extraccion mecanica pueden reducirse a los siguientes:
Extraccion por incisién, extraccion por calor, extraccién por

expresion.®

2 Hentze Movil A. Produccién, Caracterizacidn y formulacidn de un extracto de zarzaparrilla — Smilax,
universidad de San Carlos de Guatemala. 2012. pag. 43.

24 Miranda M, Cuellar A. Farmacognosia y productos naturales. 1™ Edicién. La Habana: Editorial Félix
Varela. 2001. Pag.147.

25> Miranda M, Cuellar A. Farmacognosia y productos naturales. 1™ Edicién. La Habana: Editorial Félix
Varela. 2001. Pag.147.
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B. Extraccién por destilacion

Esta operacion puede constituir tanto un método de extraccion como
de separacion. La destilacibn en una operacion que mediante el
cambio de estado liquido a vapor, permite separar un sélido de un
liquido o liquidos miscibles entre si, sobre la base de su diferente
volatilidad.

Como el método de extraccion, el mas empleado es la destilacion por
corriente de vapor, el cual consiste en la vaporacibn a menor
temperatura de los componentes volatiles de mezclas liquidas, por

inyeccion directa de una corriente de vapor. ¢

C. Extraccion mediante disolventes

Los procesos de extraccion con disolventes se clasifican en dos
tipos: solido-liquido y liquido-liquido. A su vez, cada uno de ellos
puede clasificarse en: continuos o dinamicos y discontinuos o

estaticos.?’

Extraccion liquido-liquido: Esta operacion consiste en la
separacion de los componentes de una solucion por contacto con
otro liquido o disolvente no miscible con él. Si la extraccion se realiza
de forma discontinua, en un Gnico contacto o etapa, se alcanzara el
equilibrio entre las dos fases al cabo de cierto tiempo. Esta

extraccion se conoce como extraccion simple.?®

Extraccion solido-liquido: La extraccion de solidos con disolventes
es uno de los procesos mas utilizados desde el punto de vista
farmacéutico y se refiere conceptualmente a la separacion de las
porciones medicinalmente activas, a partir de los tejidos de las

plantas y animales de los componentes inertes de los mismos,

26 Miranda M, Cuellar A. Farmacognosia y productos naturales. 1™ Edicién. La Habana: Editorial Félix
Varela. 2001. Pag.148.
27 Miranda M, Cuellar A. Farmacognosia y productos naturales. 1™ Edicién. La Habana: Editorial Félix
Varela. 2001. Pag.148.
28 Miranda M, Cuellar A. Farmacognosia y productos naturales. 1™ Edicién. La Habana: Editorial Félix
Varela. 2001. Pag.149.
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mediante el uso de disolventes selectivos denominados menstruos,
utilizando procedimientos establecidos y  correctamente
estandarizados.

Los extractos como preparacion se denominan popularmente como
galénicos en honor a galeno, el cual dio grandes aportes en su época
al desarrollo de la farmacia y la medicina, y por lo general se
obtienen como liquidos, semisolidos o solidos relativamente impuros.
La extraccibn es un proceso complejo que contempla varios
fendmenos o por separado o0 en conjunto como son: la dialisis, la
desorcion, la disolucién y la difusiéon. Para ejecutar un proceso de

extraccion puede trabajarse con material fresco o seco.?®

2.2.2.1. Técnicas de extraccion sélido-liquido

En dependencia de la naturaleza quimica de la sustancia a extraer y
el uso que se dara al extracto, asi se seleccionara el tipo de extracto
a preparar y la técnica de extraccién a utilizar. En concordancia, cada
tipo de extracto tiene su sistema de equipamiento particular que
responde a la calidad requerida para el proceso y la calidad final
esperada para el extracto. Dentro de las técnicas de extraccion

solido-liquido podemos encontrar:*

A. Infusion y decoccion: Ambos métodos de extraccion utilizan el
agua como menstruo, la infusion se realiza poniendo la droga en
contacto con agua caliente o fria durante 15 minutos y la
decoccidn hirviendo la droga conjuntamente con el agua durante
30 minutos; todos los calentamientos se realizan en bafo de
agua o de vapor de agua. Cualquiera de los métodos se utiliza
recipientes de cristal, esmaltados o de acero inoxidable cerrados
adecuadamente. Ambos métodos, ademas del principio activo,

extraen cantidad de sustancia acomparfiantes o inactivas.®!

2 Miranda M, Cuellar A. Farmacognosia y productos naturales. 1™ Edicién. La Habana: Editorial Félix
Varela. 2001. Pag.149.
30 Miranda M, Cuellar A. Farmacognosia y productos naturales. 1™ Edicién. La Habana: Editorial Félix
Varela. 2001. Pag.149.
31 Miranda M, Cuellar A. Farmacognosia y productos naturales. 1™ Edicién. La Habana: Editorial Félix
Varela. 2001. Pag.149.
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B. Maceracién: La maceracion es un método que consiste en

remojar la droga con la cantidad de menstruo preestablecida, a
temperatura ambiente, en un recipiente cerrado durante un
tiempo de entre 2-14 dias; si no se conoce el tiempo necesario
para una droga en particular, se sugiere 7 dias como promedio
para el proceso.

La maceracion es un método de extraccion de extraccion de
eleccion cuando los principios activos pueden sufrir alteracion por
el calor o por el aire y son solubles a temperatura ambiente en un
menstruo que no debe ser volatil. También cuando no puede
aplicarse el método de lixiviacion que se considera uno de los

métodos mas aplicados en preparaciones galénicas.*

Lixiviaciébn o percolaciéon: Es un método de extraccibn muy
relacionado con el desarrollo de la farmacia. La importancia de
este método se evidencia en la farmacopea de los Estados
Unidos lo acepta como procedimiento oficial desde 1840. se
utiliza para la preparacion de uno de los extractos méas difundidos

en preparaciones galénicas, los extractos fluidos.

Los extractos fluidos son extractos liquidos de materias
vegetales, de tal manera preparada, que la cantidad de extracto
final en volumen es equivalente a la de la droga desecada al aire
en pero, 0 sea, la relacibn peso de droga/volumen final de

extracto 1 es a 1.

Este método de extracciébn utiliza un equipo denominado
lixiviador o percolador que retiene la droga por medio de la cual

se hace fluir el menstruo en forma descendente.3?

32 Miranda M, Cuellar A. Farmacognosia y productos naturales. 1™ Edicién. La Habana: Editorial Félix

Varela. 2001. Pag.150.

33 Miranda M, Cuellar A. Farmacognosia y productos naturales. 1™ Edicién. La Habana: Editorial Félix
Varela. 2001. Pag. 147-162.
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2.2.3. Enterobacterias

La familia entero bacterias es el grupo mas grande y heterogéneo de
bacilos gramnegativos con importancia clinica. Se ha descrito méas de 40
géneros y cientos de especies y subespecies. Estos géneros se han
clasificado en funcién de sus propiedades bioquimicas, estructura
antigénica, hibridacion ADN-ADN y secuenciacion del ARNr 16S. a pesar
de la complejidad de esta familia, son relativamente pocas las especies

responsables de la mayor parte de las enfermedades humanas.

Las enterobacterias son microorganismos ubicuos, se encuentran de
forma universas en el suelo, el agua y la vegetacién y también en la flora
intestinal normal de muchos animales, incluido el ser humano. Producen
una gran variedad de enfermedades en el ser humano, como el 30% al
35% de las bacteriemias, mas del 70% de las infecciones de las vias

urinarias (IVU) y muchas infecciones intestinales.

Algunos microorganismos (Salmonella typhi, Shiguella, Yersinia pestis) se
asocian a enfermedades en el ser humano, mientras que otros
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis) forman parte
de la microflora comensal normal y pueden producir infecciones
oportunistas. Existe un tercer grupo de enterobacterias: normalmente son
microorganismos comensales, pero se pueden convertir en patégenas
cuando adquieren genes con factores de virulencia presentes en
plasmidos, bacteriéfagos o islas de patogenicidad. Las infecciones por
enterobacterias se pueden originar de un reservorio animal, de un
portador humano o de la diseminacién endégena de los microorganismos
en un paciente vulnerable y pueden afectar virtualmente a todas las

zonas corporales.3*

34 patrick R, Ken S, Michael A. Microbiologia médica 6ta Edicién. Espafia: Editorial El Servier. 2009. Pag.

301.
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2.2.4. Escherichia coli

A. Descripcién

Escherichia coli pertenece a las enterobacterias que constituyen una
gran familia y diversa de bacilos gram negativos, de la que son
miembros tanto microorganismos de vida libre como los de la flora
autoctona del hombre y los animales. Unos cuantos estdn adaptados
solo para vivir en el ser humano. Las enterobacterias crecen con
rapidez bajo condiciones aerobias o anaerobias y son activas desde el
punto de vista metabdlico. Su difusién hacia la sangre produce choque
endotoxico gramnegativo, una complicacion muy temida y a menudo

fatal.

Escherichia coli es el miembro mas frecuente e importante del género
Escherichia. Este microorganismo se asocia a multiples enfermedades,
incluida la gastroenteritis e infecciones extra intestinales, como las
infecciones de las vias urinarias, meningitis y sepsis. Multitud de cepas
son capaces de producir enfermedad y algunos serotipos se asocian a
una mayor virulencia. Escherichia coli es la causa mas frecuente de

colitis hemorragica.*®

B. Taxonomia

Reino : Bacteria

Filo : Proteobacteria
Clase : Gamaproteobacteria
Orden : Enterobacteria
Familia : Enterobacteriaceae
Género : Escherichia

Especie : Escherchia coli*®

35 Kenneth J, George C. Microbiologia medica introduccién a las enfermedades infecciosas. Cuarta
Edicidn. Editorial McGraw-Hill. México. 2005. pag. 373.

36 patrick R, Ken S, Michael A. Microbiologia médica. Sexta edicidn. Espafia: Editorial el Servier. 2009.
pag. 302.
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C. Aspectos epidemiolégicos

La mayor parte de las enterobacterias es colonizadora primaria de la
parte distal del tubo digestivo del hombre y los animales. Muchas
especies sobreviven con facilidad en la naturaleza y viven libremente en
cualquier sitio en el que existan fuentes de agua y energéticas minimas.
En el hombre son los componentes facultativos principales de la flora
colonizadora transitoria de la piel. Las enterobacterias son escasas en
las vias respiratorias de los individuos sanos; sin embargo, su poblacién
puede aumentar en pacientes hospitalizados que sufren de
enfermedades debilitantes crénicas. Escherichia coli es la especie de
las enterobacterias que se encuentra en la flora autéctona con mas

frecuencia.

En el tubo digestivo existen grandes cantidades de E. coli. Aunque
estos microorganismos pueden comportarse como patdégenos
oportunistas cuando los intestinos se perforan y las bacterias acceden a
la cavidad peritoneal, la mayor parte de E. coli que causan enfermedad
digestiva y extraintestinal lo hacen porque han adquirido factores de
virulencia secundarios codificados en plasmidos, islotes de

patogenicidad o en ADN de bacteriofagos.

La eficacia de E. coli como patégeno se ilustra por el hecho de que
estas bacterias son: 1) los bacilos gramnegativos que con mas
frecuencia se aislan de pacientes con sepsis; 2) responsables de mas
del 80% de las infecciones de las vias urinarias adquirida en la
comunidad y del mismo numero de las infecciones hospitalarias, y 3)
una causa destacada de gastroenteritis en los paises en vias de
desarrollo. La mayor parte de las infecciones son enddgenas, de forma
que E. coli de la propia flora microbiana normal del paciente consigue

ocasionar infeccion cuando sus defensas se alteran.?”

37 patrick R, Ken S, Michael A. Microbiologia médica. Sexta edicidn. Espafia: Editorial el Servier. 2009.

pag. 304.
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D. Patogénesis

Escherichia coli posee una amplia variedad de factores de virulencia,
ademés de los factores generales que comparten todos los miembros
de la familia enterobacteriaceae, las cepas de Escherichia coli poseen
unos factores de virulencia especializados que se pueden clasificar en
dos categorias generales: adhesinas y exotoxinas. La funcién de estos
factores se comenta en profundidad en los siguientes apartados.

Infecciones Oportunistas

A menudo se considera que las enterobacterias aprovechan su
abundante presencia en el ambiente y la flora normal para producir
enfermedad, y en cuanto logran acceso a los sitios del cuerpo estériles
en condiciones normales. Se sabe que sus estructuras superficiales
como pili, ayudan a este proceso en algunas especies, y sin duda lo

hacen en muchas otras.

Se comprende poco su capacidad para persistir y producir lesion una
vez que se encuentran en los tejidos mas profundos, salvo por la accion
de la endotoxina LPS y las especies de las que se sabe producen

exotoxinas o capsulas.

La infeccion oportunista protipica es la infeccién de vias urinarias (IVU),
en la que las enterobacterias logran acceso a la vejiga urinaria a causa
de traumatismos menores como los producidos por maniobras

instrumentales.

Las cepas capaces de adherirse a la célula uro epitelial pueden persistir
a multiplicarse en la orina rica en nutrientes, y en ocasiones difundirse
por los uréteres hasta las pelvis renales y los rifiones. De igual manera
los traumatismos de las mucosas de la piel pueden servir de via de
acceso hacia los tejidos blandos, asi como la aspiracion hacia los
pulmones, cuando un sitio importante queda colonizado por especies de

esta familia.®®

38 patrick R, Ken S, Michael A. Microbiologia médica. Sexta edicidn. Espafia: Editorial el Servier. 2009.

pag. 303.
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E. Manifestaciones

Las enterobacterias producen la variedad mas amplia de infecciones
causadas por cualquier grupo de agentes microbianos, entre ellas los
dos estados infecciosos més frecuentes en el hombre: infecciones de
vias urinarias (IVU) y diarrea aguda. Las IVU se manifiestan como
disuria y miccion frecuente cuando estan limitadas a la vejiga, mas
fiebre y dolor en el flanco cuando el proceso infeccioso se difunde hacia
el rifdn. Las bacterias de esta familia son, con gran ventaja, las causas
mas frecuentes de IVU, y la especie productora principal es Escherichia

coli.®®

F. Diagnéstico

El cultivo es el método de diagndstico primario; toda las enterobacterias
se aisla con facilidad en medios habituales casi bajo cualquier

condicién de incubacion.

A menudo se emplean medios indicadores especiales, como agar
MacConkey, para el aislamiento primario, a fin de acelerar la
separacion de muchas especies; por ejemplo en dicho medio los
agentes patdgenos ordinarios E. coli y Klebsiella fermentan la lactosa
con rapidez y producen colonias acidas (rosadas), en tanto que los

agentes patdégenos intestinales Salmonella y Shigella no.

Para distinguir los agentes patdgenos intestinales de todas las demas
enterobacterias que se encuentran en el escremento se requieren

medios altamente selectivos que solo tienen esta finalidad.*°

39 patrick R, Ken S, Michael A. Microbiologia médica. Sexta edicidn. Espafia: Editorial el Servier. 2009.

pag. 304.

40 patrick R, Ken S, Michael A. Microbiologia médica. Sexta edicidn. Espafia: Editorial el Servier. 2009.
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G. Tratamiento

El tratamiento antimicrobiano es de gran importancia para combatir las
infecciones producidas por Escherichia coli. Suelen ser resistentes a
las concentraciones elevadas de penicilina G, eritromicina y
clindamicina. Pero pueden ser suceptibles a los antibiticos beta
lactamicos de amplio espectro; aminoglucosidos, tetraciclina,
cloranfenicol, sulfonamidas, quinolonas, nitrofurantoina y antibiéticos

polipeptidos.

Como es probable que la resistencia varia entre los géneros y en las
diferentes condiciones epidemiolégicas. Debe determinarse la
susceptibilidad de cualquier cepa, en particular mediante estudios in

vitro.*

41 patrick R, Ken S, Michael A. Microbiologia médica. Sexta edicidn. Espafia: Editorial el Servier. 2009.

pag. 305.
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CAPITULO 1l

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Poblacién y muestra

Poblacidn: Esta expresado en el género “Smilax” distribuido en el departamento
de Madre de Dios.

Muestra: Se define al rizoma de “Smilax officinalis L.” el cual fue materia de

investigacion para dicho estudio.

Tamafno de la muestra representativa

Muestra no probabilistica, en el cual la muestra reune las caracteristicas

establecidas.
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3.3. Analisis e interpretacion de resultados

3.3.1. Ensayos fisicoquimicos del rizoma de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”

Tabla 1
Determinacion de Humedad
Valor Limite Permisible
12% 10 - 12%

Fuente: Elaboracion propia.

Los datos de la tabla, muestra el valor obtenido, de la determinacion de
humedad que fue de 12% valor que se encuentra dentro de los establecidos
por la Farmacopea Europea, lo que indica que las condiciones de
conservacion y almacenamiento de la muestra fueron las adecuadas,
debido a que el contenido de humedad nos permite conocer la estabilidad de
la materia prima y la seguridad que los principios activos se conservan, Si

existe menor cantidad de agua se evita la proliferacion bacteriana y micética.

Tabla 2

Determinacidn de cenizas

Valor obtenido Limite Permisible

3% <5%

Fuente: Elaboracién propia

Los valores muestran, el resultado obtenido de la determinacion de cenizas
totales que fue de 3% indicando la ausencia de metales pesados, valor que
se encuentra dentro de los limites permisibles establecidos en el libro de
Farmacognosia y Productos Naturales capitulo seis: Métodos de andlisis de

drogas.



Tabla 3

Descripcidn organoléptica de los extractos de zarzaparrilla

“Smilax officinalis L.”

Caracteristicas
organolépticas

Descripcién
Maceracion al 40%

Descripcion
Infusion al 40%

Aspecto Liquido Liquido

Color Amarillo pélido Amarillo
Olor Caracteristico Caracteristico

Sabor insipido Insipido

Fuente: Elaboracién propia
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La tabla 3 muestra los resultados de las caracteristicas organolépticas del

extracto acuoso por maceracion de zarzaparrilla que tuvo una coloracién

amarillo palido, con un olor caracteristico de aspecto ligeramente opaco y

de sabor insipido, dando las mismas caracteristicas para el extracto de

infusion con una ligera diferencia en el color amarillo.

Tabla 4

Determinacion de los pardmetros fisicoquimicos del extracto

i Descripcion Descripcién
Parametro . .

Maceracion al 40% Infusion al 40%

Densidad 1.036g/mL 1.028g/mL

pH 6.5 6.5
Viscosidad 1.383cp 1,376¢cp

Fuente: Elaboracion propia
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Los valores de la tabla muestra los resultados de las caracteristicas
fisicoquimicas, donde se describe la densidad, pH y viscosidad de acuerdo a la
temperatura del agua a 20° C, los valores fisicoquimicos obtenidos fueron
(densidad 1.036g/mL), (viscosidad 1.383cp) y un pH de 6,5 del extracto por

maceracion.

Los valores del extracto por infusién fue: (densidad 1.028g/mL), (viscosidad
1.376¢cp) y un pH de 6.5, esto indica que ambos extractos, son ligeramente
acidos, con una densidad y viscosidad mayor al agua.

3.3.2. Ensayo fitoguimico cualitativo del extracto acuoso de zarzaparrilla

“Smilax officinalis L.”

El analisis fitoquimico preliminar se realiz6 mediante reacciones de coloracion
conforme a las técnicas descritas en el capitulo |, obteniendo los siguientes

resultados (Ver tabla 5).
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Identificacion cualitativa de metabolitos secundarios del extracto acuoso

de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.”

RESULTADOS
Aplicacion Ensayo Fendomeno
observado Extracto por | Extracto por
Maceracion infusion
Terpenos y Liberman Precipitado de Positivo Positivo
esteroides bouchard color azul
Azucares Reactivo de | Precipitado rojo Positivo Positivo
reductores Fehling ladrillo
Cloruro Precipitado
Taninos férrico verde oscuro Positivo Positivo
FeCI3
Saponinas Prueba de Formacién de Positivo Positivo
espuma espuma

Fuente: Elaboracion propia

Lo expuesto sefiala que se identificé en los extractos acuosos por maceracion e

infusion la presencia de terpenos y esteroides, azlcares reductores, taninos y

saponinas. La presencia de éstos puede contribuir al efecto antimicrobiano

asociado al vegetal.


https://www.google.com.pe/search?rlz=1C1KMZB_enPE548PE548&espv=2&biw=1280&bih=660&q=liberman+bouchard&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiaj_LGn-3NAhXLJx4KHYwmDOgQvwUIFygA
https://www.google.com.pe/search?rlz=1C1KMZB_enPE548PE548&espv=2&biw=1280&bih=660&q=liberman+bouchard&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiaj_LGn-3NAhXLJx4KHYwmDOgQvwUIFygA
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3.3.3. Determinacioén de la Concentracidn Inhibitoria Minima (CIM).

Se define concentracién inhibitoria minima, como la menor concentracion a la
gue un antimicrobiano puede inhibir el desarrollo in vitro de las bacterias; se
realiza utilizando el método de dilucién en caldo que consiste en disminuir la
concentracion de la droga utilizando tubos, se interpreta tomando en cuenta la
ausencia o presencia de la turbidez que indica inhibicibn microbiana cuando

presenta turbidez, indicando el punto de quiebre.*?

Tabla 6
Determinacién de la concentracién inhibitoria minima (CIM) del extracto acuoso

de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.” obtenido por maceracion

CULTIVOS
Concentracion
del extracto Cantidad
acuoso por de bacteria | Medio Liquido (CIM)
N° de tubo | maceracion en | por tubo de
el medio de acuerdo a
cultivo escala )
(ug/mL) McFarland Turbidez
1 100 1068 -
2 50 106 -
3 25 108 +
4 12,5 108 +
5 6,25 106 +
6 3,12 108 +
7 1,6 10° +
8 0,8 108 +
9 0,4 108 +
10 Control + 108 +

Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) —1
Fuente: Elaboracion propia

La informacion de la tabla 6 muestra los resultados por diluciones realizadas en
diez tubos para determinar la concentracion inhibitoria minima del extracto

acuoso por maceracion sobre microorganismos de Escherichia coli; los tubos

42 Alonso B, Aragon V, Bengoechea J, et all. Manual Practico de Microbiologia. 2% Edicién. Barcelona:
Editorial Masson. 2003. Pag. 136.
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contenian una cantidad de Escherichia coli equivalente a 10°, de tal forma que la
concentracion mayor del extracto equivale a 100ug/mL el primer tubo,
descendiendo de forma progresiva hasta una concentracion de 0,4ug/mL para el

tubo ndmero nueve.

El tubo 10 no contenia extracto, el cual fue denominado como tubo control;

demostrando el crecimiento microbiano mediante la presencia de turbidez.

Se observé ausencia de turbidez en los tubos uno y dos, los cuales contenian
una concentracion del extracto de 100ug/mL, 50ug/mL, respectivamente,
indicando la inhibicion microbiana del extracto por maceracion de acuerdo a las
concentraciones mencionadas. Los tubo tres y cuatro en adelante, presentaron

turbidez indicando crecimiento bacteriano de Escherichia coli.
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Tabla 7
Determinacién de la concentracion inhibitoria minima (CIM) del extracto acuoso

de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.” obtenido por infusion

CULTIVOS
Concentracion
del extracto Cantidad
N° de tubo acuoso por de bacteria | Medio Liquido (CIM)
infusion en el | por tubo de
medio de acuerdo a
cultivo (ug/mL) escala Turbidez
McFarland
1 100 108 -
2 50 108 -
3 25 108 -
4 12,5 108 -
5 6,25 108 +
6 3,12 108 +
7 1,6 108 +
8 0,8 108 +
9 0,4 108 +
10 Control + 108 +

Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) ——
Fuente: Elaboracién propia

Se puede apreciar los resultados por diluciones realizadas en diez tubos para
determinar la concentracién inhibitoria minima del extracto acuoso por
maceracion sobre microorganismos de Escherichia coli; todos los tubos
contenian una cantidad de Escherichia coli equivalente a 10°, de tal forma que la
concentracion mayor del extracto equivale a 100ug/mL el primer tubo,
descendiendo de forma progresiva hasta una concentracién de 0,4ug/mL para el
tubo nimero nueve. El tubo 10 no contenia extracto, el cual fue denominado
como tubo control; demostrando el crecimiento microbiano mediante la presencia

de turbidez.

Se observo ausencia de turbidez en los tubos uno, dos, tres y cuatro, los cuales
contenian una concentracion del extracto de 100ug/mL, 50ug/mL, 25ug/mL y
12,5ug/mL respectivamente, indicando la inhibicion microbiana del extracto por
infusion de acuerdo a las concentraciones mencionadas. El tubo cinco, seis,
siete en adelante presentaron turbidez indicando crecimiento bacteriano de

Escherichia coli.
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3.3.4. Determinacién de Concentracién Bactericida Minima (CBM)

Se denomina concentracion bactericida minima a la menor concentracién del
agente antimicrobiano que permite sobrevivir a menos del 0,1% del in6culo
original. EI método mas utilizado para determinar la sensibilidad de una

bacteria es la difusion en agar (antibiograma) y la dilucién en caldo o agar.*®

Tabla 8
Determinacion de la concentracién bactericida minima (CBM) del extracto

acuoso de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.” obtenido por maceracion

CULTIVOS
Medio Solido (CBM)
Numero de Cantidad de Agar Mueller-Hinton
N° de tubo placas por bacteria
tubo inoculada
por placa o
(mL) N° de Crecimiento
Colonias microbiano
1 0,1 0 -
1 2 0,1 0 -
3 0,1 0 -
1 0,1 52 +
2 2 0,1 49 +
3 0,1 61 +
1 0,1 Incontables +
10 2 0,1 Incontables +
3 0,1 Incontables +

Concentracion Bactericida Minima (CBM) ——
Fuente: Elaboracién propia

Muestra los resultados observados en placas de agar Mueller-Hinton con
colonias de Escherichia coli, a las cuales se diseminé 0,1mL de los tubos uno y
dos; éstos no presentaron turbidez de la prueba realizada CIM (tabla 6); para la
determinacion de la concentracion bactericida minima se sembré tres placas

diferentes por cada tubo.

Los resultados obtenidos de las placas de agar Mueller-Hinton en las que se

disemind 0,1mL del tubo uno (100ug/mL); se observo ausencia de crecimiento

43 Alonso B, Aragon V, Bengoechea J, et all. Manual Practico de Microbiologia. 29 Edicién. Barcelona:
Editorial Masson. 2003. Pag. 136
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microbiano en las tres placas (Ver anexos), indicando que el extracto acuoso
por maceracion a una concentracion de 100ug/mL tiene efecto bactericida
sobre las colonias de Escherichia coli.

Los resultados obtenidos de las placas de agar Mueller-Hinton se disemino
0.1mL del tubo dos (50ug/mL); se observd crecimiento de colonias de
Escherichia coli en todas las placas, indicando que la concentracion a 50ug/mL,
el extracto por maceracion no tiene efecto bactericida.

El tubo control (10) se observd una sobrepoblacién de colonias ya que este

tubo, no contenia extracto, siendo colonias incontables. (Ver anexos)

Tabla 9
Determinacién de la concentracion bactericida minima (CBM) del extracto

acuoso de zarzaparrilla “Smilax officinalis L.” obtenido por infusién

CULTIVOS
Numero de Cantidad Medio Solido (CBM)
N° de tubo placas por de bacteria Agar Mueller-Hinton
tubo inoculada
por placa o
(mL) N° de Crecimiento
Colonias microbiano

1 1 0,1 0 -
2 0,1 0 -

3 0,1 0 -

1 0,1 0 -

2 2 0,1 0 -
3 0,1 0 -

1 0,1 0 -

3 2 0,1 0 -
3 0,1 0 -

1 0,1 55 +

4 2 0,1 46 +
3 0,1 62 +

1 0,1 Incontables +

10 2 0,1 Incontables +
3 0,1 Incontables +

Concentracién Bactericida Minima (CBM) L——

Fuente: Elaboracion propia
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La tabla 9 muestra los resultados observados en placas de agar Mueller-
Hinton con colonias de Escherichia coli, a las cuales se disemind 0,1ml de los
tubos uno, dos, tres y cuatro, los cuales no presentaron turbidez de la prueba
realizada CIM (tabla 7); para la determinacion de la concentracion bactericida
minima se sembro tres placas diferentes por cada tubo.

Los resultados obtenidos de las placas de agar Mueller-Hinton en las que se
disemind 0,1mL del tubo uno, dos y tres (100ug/mL, 50ug/mL y 25ug/mL
respectivamente) se observé ausencia de crecimiento microbiano en las
placas uno y dos para cada tubo, indicando que el extracto acuoso por
infusién a una concentracion de 100ug/mL, 50ug/mL y 25ug/mL tiene efecto
bactericida sobre las colonias de Escherichia coli.

En los resultados obtenidos de las placas de agar Mueller-Hinton se diseminé
0.1ml del tubo cuatro (12,5ug/mL), se observd crecimiento de colonias de
Escherichia coli en toda las placas, indicando que la concentracion del
12,5ug/mL, el extracto por infusién, no tiene efecto bactericida.

En el tubo control (10) se observé una sobrepoblacion de colonias ya que

este tubo, no contenia extracto, siendo colonias incontables.

3.3.56. Prueba de susceptibilidad de los extractos acuosos de zarzaparrilla

“Smilax officinalis L.”

Son estudios in vitro que se realizan y nos permiten determinar la resistencia
o grado de sensibilidad de los microorganismos frente a los diferentes
antimicrobianos; en lo posible tratan de reproducirse en las condiciones que

se encuentre.
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Tabla 10
Determinacién de la sensibilidad microbiana del extracto acuoso de zarzaparrilla

“Smilax officinalis L.” obtenido por maceracién en colonias de Escherichia coli

Didmetro de Halos del extracto por maceracion en
Concentracién colonias de Escherichia coli (mm)
(ug/mL) Disco | Disco | Disco | Disco | Disco | Disco
1 5 3 4 5 6 PROMEDIO
Placa
1 100 11 09 10 10 11 09 10
Placa
5 100 10 11 09 11 09 10 10
Placa
Control 0 0 0 0 0 0 0
1 Negativo

Fuente: Elaboracion Propia

Los datos de la tabla 10 muestra los resultados de sensibilidad de colonias de
Escherichia coli frente al extracto acuoso preparado por maceracion sembrados en
tres placas Petri de agar Mueller-Hinton, en la cual se sembrd el inéculo de las
colonias de Escherichia coli por el método de superficie en forma homogénea, en la
placa uno y dos se colocaron discos impregnados con el extracto acuoso preparado
por maceracion a la concentracion de 100ug/mL, observandose que la placa uno y

dos se obtuvo como promedio un diametro 10mm de halo en cada placa.

Los resultados obtenidos muestran que a la concentracion de 100ug/mL del extracto

por maceracion, no presenta sensibilidad a la Escherchia coli.

La placa de control negativo de agar Mueller-Hinton con colonias de Escherichia coli,
no se le afadi6é el extracto acuoso, dicha placa sirvi6 como control en la que no se

observo presencia de halos.
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Tabla 11
Determinacién de la sensibilidad microbiana del extracto acuoso de zarzaparrilla

“Smilax officinalis L.” obtenido por infusidén en colonias de Escherichia coli

Diametro de Halos del extracto por Infusién en colonias
Concentracion de Escherichia coli (mm)
(ug/mL) Disco | Disco | Disco | Disco | Disco | Disco
1 5 3 4 5 6 PROMEDIO
Placa
1 100 24 23 21 19 22 23 22mm
Placa
5 100 20 23 24 22 23 20 22mm
Placa
1 50 18 19 17 20 18 19 18,5mm
Placa
5 50 18 17 19 19 18 20 18,5mm
Placa
1 25 9 10 10 10 8 11 10mm
Placa
5 25 10 11 11 9 10 9 10mm
Placa
Control 0 0 0 0 0 0 omm
1 Negativo

Fuente: Elaboracion propia

Se aprecia en la tabla 11 los resultados de sensibilidad de colonias de Escherichia coli
frente al extracto acuoso preparado por infusién, sembrados en placas Petri de agar
Mueller-Hinton, en el que se sembré el inéculo de las colonias de Escherichia coli por el
método de superficie en forma homogénea, en la placa uno y dos se colocaron discos
impregnados con el extracto acuoso preparado por infusion. La formacién de halos de
sensibilidad de 100ug/mL de concentracion fue de 22mm de promedio, a una
concentracion de 50ug/mL formo halos de 18,5mm de diametro en promedio y para la
tercera concentracién de 25ug/mL se observé una formacion de halos de 10mm de

promedio.

Los resultados muestran que a concentraciones de 100ug/mL y 50ug/mL el

microorganismo en estudio, muestra sensibilidad antimicrobiana del extracto por
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infusion, sin embargo, a la concentracion de 25ug/mL el tamafio de formacion de halo

esta por debajo de los estandares de sensibilidad microbiana.

La placa de agar Mueller-Hinton fue control negativo con colonias de Escherichia coli, a
la cual no se le afiadi6 el extracto acuoso, dicha placa sirvi6 como control en la que no

se observo presencia de halos.

Gréfico 1

HALOS DE INHIBICION PROMEDIO PRODUCIDOS
POR DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
PRINCIPIO ACTIVO SOBRE COLONIAS DE
Escherichia coli
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Fuente: Elaboracién Propia

En el grafico 1 Se observa las diferentes concentraciones de principio activo
del extracto acuoso obtenido por infusion, se tomaron concentraciones de
100ug/mL, 50ug/mL y 25ug/mL dichas concentraciones poseen efecto
antimicrobiano sobre las colonias de Escherichia coli. Se puede observar que
a mayor concentracion de principio activo se obtiene mayor didmetro de halo.
Estos resultados llevan a confirmar que la infusion de zarzaparrilla tiene un
efecto antimicrobiano frente a colonias de Escherichia coli en las
concentraciones mencionadas, logrando superar las expectativas planteadas
y confirmando la accién de sus componentes quimicos de dicha especie

vegetal, con lo cual queda comprobada la hipétesis.
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Gréafico 2

HALOS DE INHIBICION PROMEDIO PRODUCIDOS POR DIFERENTES
PRINCIPIOS ACTIVOS SOBRE COLONIAS DE Escherichia coli
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PRINCIPIO ACTIVO DEL EXTRACTO Y ANTIBIOTICOS

Fuente: Elaboracion propia

Se aprecia la formacion de halos de diferentes antibidticos y el extracto obtenido por
infusién de zarzaparrilla frente a colonias de Escherichia coli que fueron sembrados
por superficie, de los cuales se obtuvo diferentes medidas de diametros de halos;
ceftriaxona 13mm, sulfametozaxol+trimetoprima 15mm, norfloxacino 16mm, imipenem
17mm, amoxicilina 18mm, imipenem 19mm, extracto de zarzaparrilla 22mm, amikacina

23mm, nitrofurantoina 25mm y ciprofloxacino 30mm.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES:

Primera: El extracto acuoso por infusion de zarzaparrilla tiene efecto
antimicrobiano sobre las colonias de Escherichia coli, con efectividad a las
concentraciones de 100ug/mL, 50ug/mL y 25ug/mL, sin embargo, el extracto por
maceracion, tiene menor efecto antimicrobiano a una concentracion de
100ug/mL.

Segunda: La evaluacion fitoquimica comprobd la presencia de metabolitos
secundarios como terpenos y esteroides, azUcares reductores, taninos

catéquicos y el alto contenido de saponinas.

Tercera: Para la determinacion de la concentracién inhibitoria minima (CIM) del
extracto de zarzaparrilla Smilax officinalis L. (maceracion) frente a Escherichia
coli se pudo obtener la CIM del extracto a concentraciones de 100ug/mL y
50ug/mL.
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Cuarta: La concentracion inhibitoria minima (CIM) del extracto de zarzaparrilla
Smilax officinalis L. (infusién) se observdé a concentraciones de 100 ug/mL,
50ug/mL, 25ug/mL y 12,5ug/mL. El efecto antimicrobiano del extracto se

determind mediante ausencia de turbidez de dichas concentraciones.

Quinta: La determinacion de la concentracidon bactericida minima (CBM) se
demostré observando la ausencia de crecimiento microbiano a las
concentraciones de 100ug/mL, 50ug/mL del extracto por infusion y para el
extracto por maceracion, solo hubo ausencia de crecimiento a la concentracion
de 100ug/mL.

Sexta: La sensibilidad microbiana se determiné por la formacion de halos
aceptables en concentraciones de 100ug/mL y 50ug/mL del extracto por infusion,
siendo la concentracion de 100ug/mL mas efectiva por la formacion de halos de
hasta 22mm en promedio, posteriormente a la concentracion de 50ug/mL con la
formacion de halos hasta 18,5, demostrando asi, que el extracto por infusién
tiene mayor cantidad de principios activos y actia efectivamente como

antimicrobiano frente al microorganismo de estudio.
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4.2. RECOMENDACIONES:

1. Continuar el estudio para darle una forma farmacéutica aprovechando sus
propiedades terapéuticas de la especie vegetal.

2. Evaluar el efecto antimicrobiano frente a un grupo diferente de
microorganismos patdégenos ya que dicha especie vegetal, tiene gran
cantidad de principios activos.

3. Se recomienda, la obtencién de principios activos por otros métodos

extractivos.
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ANEXOS

ANEXO |

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA)

CONSTANCIA 2016-HUSA

El Director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que en el Laboratorio de Botanica se ha logrado determinar una muestra fresca de plantas
traidas de la Localidad de Laberinto, Departamento de Madre de Dios para su Tesis titulada:
Determinacién del efecto antimicrobiano del extracto acuoso in vitro de “Zarzaparrilla” Smilax
officinalis L. en colonias de Escherichia coli , ejecutado por Pohl William Centeno Flores de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Alas Peruanas- Arequipa.

Los resultados de dicha identificacién y tipificacién corresponde a:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE: LILIOPSIDA
SUBCLASE: LILIIDAE
ORDEN: LILIALES

FAMILIA: LILIACEAE
GENERO: Smilax

ESPECIE: Smilax officinalis L.

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines que se estime por
conveniente.

Blgofegntio Marifio Herrera
DIRECTOR

Herbarium Areqvipense (HUSA)

Arequipa 15 de Julio del 2016.

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 984248674
Apartado Postal: 0028

AREQUIPA — PERU
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ANEXO 11l

MEDIOS DE CULTIVO

AGAR MUELLER - HINTON
FUNDAMENTO:

Medio de cultivo nutritivo no selectivo que promueve el desarrollo microbiano. Por su
composicion, ha sido por el Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) también
llamado National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), para ser
utilizado en forma rutinaria en la realizacion del antibiograma en medio sélido, debido a

que presenta buena reproducibilidad en las pruebas de sensibilidad microbiana.
COMPOSICION (g/L):

- Infusién de Carne 2.0
- Hidrolizado de Caseina 17.5
- Almidoén 15
- Agar-agar 13.0
pH: 7.4 + 0.2 a 25° C.

PREPARACION

Disolver 34 g/L, autoclavar duarante (15 minutos por 121° C). Enfriar ligeramente el
medio y proceder a colocar en placas aprox. 16-20ml).

Utilizable hasta la fecha de caducidad cuando se almacena en lugar seco y
perfectamente cerrado entre +15 y +25° C. Proteger de la luz. Una vez abierto hasta la

fecha de caducidad.
INTERPRETACION:

Se emplea este medio soélido para el crecimiento de muchos microorganismos,

apreciando colonias de color crema.
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AGAR MAC CONKEY
FUNDAMENTO:

En el medio de cultivo, las peptonas, aportan los nutrientes necesarios para el
desarrollo bacteriano, la lactosa es el hidrato de carbono fermentable, y la mezcla de
sales biliares y el cristal violeta son los agentes selectivos que inhiben el desarrollo de
gran parte de la flora Gram positiva.

Por fermentacién de la lactosa, disminuye el pH alrededor de la colonia. Esto produce
un viraje del color del indicador de pH (rojo neutro), la absorcién en las colonias, y la
precipitacion de las sales biliares.

Los microorganismos no fermentadores de lactosa producen colonias incoloras.

COMPOSICION (g/L):

- Peptona de Caseina 179 Sales Biliares 1.5¢9

- Lactosa 10g Cloruro de Sodio 5¢

- Peptona de carne 39 Rojo Neutro 0.03g
- Agar-agar 12.5 Cristal Violeta 0.001g

pH: 7.1+0.2a25°C.

PREPARACION:

Disolver 48 g/L, autoclavar durante (15 minutos por 121° C). Enfriar ligeramente el

medio y proceder a colocar en placas aprox. 16-20ml).

Utilizable hasta la fecha de caducidad cuando se almacena en lugar seco y
perfectamente cerrado entre +15 y +25° C. Proteger de la luz. Una vez abierto hasta la

fecha de caducidad.
INTERPRETACION:

Colonias Lactosa positivas producen coloraciones rojizas, la bacteria degrada lactosa
y produce &cido virando el indicador del medio (rojo neutro) a rojizo. E. coli. ElI género
Enterobacter son colonias rojas, Klebsiella da colonias rosadas, mucosas, grandes,
acidificando el medio. Las colonias Lactosa negativo dan colonias incoloras o crema

blanco y hasta producen un olor fuerte y fétido.
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ANEXO IV
MEDIOS DE DIFERENCIACION BIOQUIMICA

TSI (Triple Sugar Iron Agar)

FUNDAMENTO

En el medio de cultivo, el extracto de carne y la pluripeptona, aportan los nutrientes
adecuados para el desarrollo bacteriano. La lactosa, sacarosa y glucosa son los
hidratos de carbono fermentables. El tiosulfato de sodio es el sustrato necesario para
la produccién de acido sulfhidrico, el sulfato de hierro y amonio, es la fuente de iones
Fe®*, los cuales se combinan con el acido sulfhidrico y producen sulfuro de hierro, de
color negro. El rojo de fenol es el indicador de pH, y el cloruro de sodio mantiene el
balance osmdtico.

Por fermentacién de azlcares, se producen &cidos, que se detectan por medio del
indicador rojo de fenol, el cual vira al color amarillo en medio &cido. El tiosulfato de
sodio se reduce a sulfuro de hidrégeno el que reacciona luego con una sal de hierro
proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color negro.

COMPOSICION (g/L):

Extracto de carne 30. Citrato Férrico Amoniaca  0.5g.
Extracto de Levadura 30. Cloruro de Sodio 5g.
Peptona de Caseina 15g. Tiosulfato de Sodio 0.5¢.
Peptona de carne 5¢. Rojo fenol 0.024g.
Lactosa 10g Agar agar 12g.
Sacarosa 10g. pH 7.4 £0.2 a 25° C.

Glucosa 1g.

PREPARACION:

Disolver 65 g/L, autoclavar durante (15 minutos por 121° C). Enfriar ligeramente el
medio y proceder a colocar en Tubos de ensayo, dejar el medio en plano inclinado

hasta coagulacion. Se puede conservar los medios en congelador.
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INTERPRETACION:

La acidez se pone de manifiesto por su cambio al color amarillo y se simboliza con A.
La alcalinidad se manifiesta por su cambio al grosella y se simboliza con K. K/A: La
degradacion de Glucosa se manifiesta por la alcalinidad en la parte inclinada (K) y la
acidez en el fondo (A). (Microorganismo no fermentador de Lactosa). A/A: La
degradacion de Lactosa y/o Sacarosa se manifiesta por el cambio total del medio a
amarillo. K/K: La no degradacion de ninguno de los azucares presentes se manifiesta
por el no cambio de color del medio. Microorganismo no fermentador. La presencia de
gas se manifiesta por el resquebrajamiento del medio. El Hierro es indicador para
poner en evidencia la produccion de SH, que se manifiesta por el color negro.

Triple Sugar Iron Agar: TSI
Only heavy lactose fermenters will
| turn both slant and butt acidic (yellow).
| Hydrogen sulfide gas is detected by black deposits.

Negative
Control

1

Shigella
Acid Butt
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LIA AGAR (Lisinalron Agar)
FUNDAMENTO

En el medio de cultivo, la peptona y el extracto de levadura aportan los nutrientes para
el desarrollo bacteriano. La glucosa es el hidrato de carbono fermentable, y la lisina es
el sustrato utilizado para detectar la presencia de las enzimas decarboxilasa y
deaminasa. El citrato de hierro y amonio, y el tiosulfato de sodio, son los indicadores
de la produccion de acido sulfhidrico. El purpura de bromocresol, es el indicador de
pH, el cual es de color amarillo a pH igual 0 menor a 5.2, y de color violeta a pH igual o
mayor a 6.8.

Por decarboxilacion de la lisina, se produce la amina cadaverina, que alcaliniza el
medio y esto produce el viraje del indicador al color violeta. La decarboxilacion de la
lisina, tiene lugar en medio acido, por lo que es necesaria que la glucosa sea
previamente fermentada.

Los microorganismos que no producen lisina decarboxilasa, pero que son
fermentadores de la glucosa, producen un viraje de la totalidad del medio de cultivo al
amarillo, pero a las 24 horas de incubacién se observa el pico de color violeta debido
al consumo de las peptonas, y el fondo amarillo.

La produccién de sulfuro de hidrégeno, se visualiza por el ennegrecimiento del medio
debido a la formacién de sulfuro de hierro.

Las cepas de los géneros Proteus, Providencia y algunas cepas de Morganella,
desaminan la lisina, esto produce un acido alfa-ceto-carbénico, el cual, con la sal de

hierro y bajo la influencia del oxigeno forma un color rojizo en la superficie del medio.

COMPOSICION (g/L):

Peptona 5g. Extracto de Levadura 30.
Dextrosa 1g. Tiosulfato de Sodio 0.04qg.
L-Lisina 10g. Purpura de Bromocresol 0.02¢g
Agar agar 15¢g. Citrato de Amonio Férrico 0.5g.

pH 6.7 +0.2 a 25° C.
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PREPARACION

Disolver 32 g/L, autoclavar durante (15 minutos por 121° C). Enfriar ligeramente el
medio y proceder a colocar en Tubos de ensayo, dejar el medio en plano inclinado

hasta coagulacion. Se puede conservar los medios en congelador.
INTERPRETACION

El desarrollo de un color amarillo en el fondo del tubo indica que el organismo es

viable y que el pH del medio ha disminuido lo suficiente para activar la descarboxilasa.

El retorno de un color azul parpura del tubo indica que contiene el aminoacido y es una
reaccion positiva debida a la liberacion de aminas por descarboxilacion (se ha
formado la cadaverina). K/K: se lee Lisina Positiva. La desaminacion empieza en la
parte inclinada, variando esta porcion al color rojo vino, el fondo se tornara amarillo. Se
lee como R/A y es Lisina Negativa. Se puede observar ennegrecimiento del medio
indica presencia de SH2.
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CALDO MR-VP (Rojo de Metilo-Voges Proskauer)

FUNDAMENTO

En el medio de cultivo, la pluripeptona aporta los nutrientes necesarios para el
desarrollo bacteriano y la glucosa es el hidrato de carbono fermentable.
La glucosa puede ser metabolizada por los microorganismos, a través de distintas vias
metabdlicas. Segun la via utilizada, se originaran productos finales acidos (acido
lactico, acido acético, acido formico), o productos finales neutros (acetil metil carbinol).
Esta diferencia en el metabolismo bacteriano, podria ser reconocida por la adicion de
un indicador como rojo de metilo, para revelar la presencia de productos acidos, y por
la adicion de alfa naftol e hidroxido de potasio para evidenciar la presencia de
productos finales neutros.

Voges y Proskauer, describieron una coloracion rojiza que aparecia después de
adicionar hidréxido de potasio a los cultivos de ciertos microorganismos en medio con
glucosa. Esta coloracion se debe a la oxidacion del acetilmetil carbinol a diacetilo el

cual reacciona con la peptona del medio para dar un color rojo.
COMPOSICION (g/L):

Peptona 70. Fosfato dipotasico 5g.
Dextrosa 50. pH 6.9 £ 0.2 a 25° C.

PREPARACION.- Disolver 17 g/L, llevar a ebullicion suavemente. Enfriar ligeramente
el medio y proceder a colocar en Tubos de ensayo, Se puede conservar los medios en

congelador pero se sugiere prepararlos el dia de su utilizacién.

INTERPRETACION:

MR: Cuando la formacién de &cidos es tan intensa que le pH del medio se encuentra
por debajo 4.4, el indicador rojo de metilo toma un color rojo y constituye una prueba
positiva Escherichia coli. VP: Algunos microorganismos degradan glucosa contenida
en el medio produciendo una serie de productos intermedios (Acetoina), reaccion de
Voges Proskauer positiva.

Mixed Acid Fermentation - Mixed Acid Fermentation -
Voges Proskauer Test Methy| Red

Uninoculated () (=) Uninoculated  (+) (-) ()
~ >% -

/2002-(all/ LS E. coli E. aerogenes
E. aerogenes E. coli http:/ /biosci.usc.edu/courses/2002-fall bisc300.html S, marcescens
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MEDIO SIM (Sulfuro Indol Movilidad)
FUNDAMENTO

El triptéfano es un aminoacido constituyente de muchas peptonas, y particularmente
de la tripteina, que puede ser oxidado por algunas bacterias para formar indol. En el
proceso interviene un conjunto de enzimas llamadas triptofanasa. El indol producido se
combina con el aldehido del reactivo de Kovac’s o de Erlich, para originar un
compuesto de color rojo. Las cepas moviles pueden apreciarse en este medio, por la
turbidez que producen alrededor de la puncién de siembra, mientras que aquellas
cepas productoras de sulfhidrico se distinguen por la formacién de un precipitado
negro de sulfuro de hierro a partir del tiosulfato siempre que el medio se mantenga a

un pH mayor a 7.2.

COMPOSICION (g/L):

Peptona de Caseina 20g. Amonio y Hierro Il
Peptona de Carne 6.6g. Citrato 0.2g
Tiosulfato de Sodio 0.2g. Agar agar 30.

pH 7.3+ 0.2 a 25° C.

PREPARACION

Disolver 30 g/L, autoclavar suavemente (15 minutos por 121° C). Enfriar ligeramente
el medio y proceder a colocar en Tubos de ensayo, dejar el medio hasta coagulacion.

Se puede conservar los medios en congelador.
INTERPRETACION:

El microorganismo se siembra con una asa en punta por picadura en la columna del
medio del cultivo. Incubar a 37° C por 24 horas. La motilidad se pone de manifiesto por
la turbidez difusa del medio de cultivo alrededor del canal de la picadura. La no
motilidad se caracteriza por el crecimiento producido exclusivamente a lo largo de
dicho canal. La produccién de SH, se reconoce por el ennegrecimiento de la zona de
crecimiento. Para la demostracién del Indol se agrega posteriormente a los tubos el
Reactivo de Kovacs, con una coloracion rojo-violacea (compuesto quinoidal) en la

capa del reactivo.
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AGAR CITRATO DE SIMMONS
FUNDAMENTO

En el medio de cultivo, el fosfato monoaménico es la Unica fuente de nitrégeno y el
citrato de sodio es la Unica fuente de carbono. Ambos componentes son necesarios
para el desarrollo bacteriano. Las sales de fosfato forman un sistema buffer, el
magnesio es cofactor enzimatico. El cloruro de sodio mantiene el balance osmotico, y
el azul de bromotimol es el indicador de pH, que vira al color azul en medio alcalino. El
medio de cultivo es diferencial en base a que los microorganismos capaces de utilizar
citrato como unica fuente de carbono, usan sales de amonio como Unica fuente de
nitrégeno, con la consiguiente produccién de alcalinidad.

El metabolismo del citrato se realiza, en aquellas bacterias poseedoras de citrato
permeasa, a través del ciclo del 4cido tricarboxilico. El desdoblamiento del citrato da
progresivamente, oxalacetato y piruvato. Este Ultimo, en presencia de un medio
alcalino, da origen a acidos organicos que, al ser utilizados como fuente de carbono,
producen carbonatos y bicarbonatos alcalinos. El medio entonces vira al azul y esto es
indicativo de la produccién de citrato permeasa.

COMPOSICION (g/L)

Fosfato monoamonico 19 Citrato de Sodio 29
Fosfato dipotasico 1g Azul de Bromotimol 0.08g
Cloruro de Sodio 59 Agar agar 12g
Sulfato de Magnesio 0.2g pH 6.6+0.2 a 25° C.

INTERPRETACION

La degradacion del Citrato contenido en el medio, conlleva la formacion de una serie
de 4cidos intermedios los que finalmente se volatilizan quedando el catién sodio en el
medio y por consiguiente, presencia de radicales oxidrilo, alcalinizando el medio y el
medio inicial que es verde se torna azul por el indicador azul de bromotimol,
permitiendo diferenciar los coliformes fecales y bacterias del grupo de Enterobacter y

Citrobacter. (Escherichia coli es Citrato negativo).
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ANEXO V

PRUEBAS BIOQUIMICAS
1) Triple Azucar Hierro (TSI):
Procedimiento:

= Se sembrd la muestra de Escherichia coli, en agar TSI (pico —
fondo) mediante el método de siembra picadura y estria.

= Se dejo6 en la estufa a 37°C por 24 horas.

= Al realizar la siembra de Eschericha coli se produce la
degradacién de los tres hidratos de carbono, produciendo un pH

acido y ocasionado el viraje del medio a amarillo

= A/A+-: Lactosa (+)

Sacarosa (+)

Glucosa (+)

CO, (+)

H.S O]
Prueba de TSI

Fuente: Elaboracion propia
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2) Agar Lisina Hierro (LIA):
Procedimiento:

= Se sembré la muestra de Escherichia coli, en agar LIA (pico —
fondo) mediante el método de siembra picadura y estria.

= Se dejo en la estufa a 37°C por 24 horas.

* En el caso de la Escherichia coli se present6 como; K/K-. al
producirse la descarboxilacion de la Lisina produciéndose
cadaverina el indicador Purpura de Bromocresol va a retornar a

su color purpura lo que se interpreta como lisina positiva.

= K/K-: Lisina (+)
Descarboxilacion (+)
Desaminacion )
H>S ()

Prueba de LIA

| b

B.u

Fuente: Elaboracion propia
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3) PRUEBA INDOL

Procedimiento:

= Se carg6 el asa de Kolle colonias de Escherichia coli y se agrego
al caldo peptonado, agitandolo.

= Se dejo en la estufa a 37°C por 24 horas.

* Luego de la incubaciébn se agregé una gota del reactivo de
Kovacs.

= La aparicion de un anillo de color rojo grosella indicara que la
prueba es positiva.

Prueba de Indol

S, S
15/06/2016 " 9:22

Fuente: Elaboracion propia
4) Prueba de Rojo de Metilo-Voges Proskauer (RM-VP):

Procedimiento:

*= Se inoculé la muestra de Escherichia coli el caldo MR-VP luego se
incubo por 24 horas a 37°C.

* Finalizado el tiempo de incubacion se transfiri6 1ml de caldo para
Voges Proskauer.

= En el caldo restante se reveld rojo de metilo, agregando 4 a 8
gotas del indicador rojo de metilo.

= Para revelar Voges Proskauer se agregd 10 gotas de a-naftol al
5% y una gota de KOH al 5 %.

» Se agitd cuidadosamente para exponer el medio al oxigeno
atmosférico y dejarlo reposar durante 10 a 15 min.
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La prueba rojo de metilo es positiva al observarse un color rojo
estable, esto indica que la produccion de &cido es suficientemente
fuerte para producir el viraje del indicador, lo que significa que el
microorganismo fermento la glucosa por la via de acido- mixta. (Ver

prueba rojo metilo)

La prueba Voges — Proskauer es negativa por que no desarrolla un
color rojo — fucsia, indicando la ausencia de diacetilo, producto de

oxidacién de la acetoina. (Ver prueba voges proscauer)

Prueba Rojo de metilo

15/06/2016 930

Fuente: Elaboracion propia

Prueba Voges proskauer
ghi

\
_(

Fuente: Elaboracion propia
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5) Agar Citrato de Simmons:
Procedimiento:

= Se sembrd la muestra de Escherichia coli en agar Citrato de
Simmons (pico — fondo) mediante el método de siembra picadura
y estria.

= Se dejo en la estufa a 37°C por 24 horas.

= La prueba es negativa (-) cuando el medio no cambia de color

manteniendo su color verde.

Prueba Citrato de Simmons (-)
! p x [ 7‘
'“ ng‘
| 'f ;
a4

w/

Fuente: Elaboracién propia



ANEXO VI

DIFERENCIACION BIOQUIMICA DE Escherichia coli
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IMVIC
TSI LIA VOGES
INDOL ROJO PROSCA CITRATO
METILO UER
Rojo Purpura de Reaccion Rojo Rojo Azul de
INDICADOR fenol bromocresol | de covacs fenol metilo bromotimol
RESULTADO A/A k/k + + - -

Fuente: Elaboracién propia

Se observa la diferenciacion bioquimica de Escherichia coli; A/A indica que los
microorganismos degradan la lactosa y glucosa produciendo grandes cantidades de
acido, la cual es suficiente para contrarrestar la reaccion alcalina producida por la
degradacion de proteinas. k/k indica que contiene el aminoacido y es una reaccién
positiva debido a la reaccion de aminas por descarboxilacion (lisina positiva).

La reaccion de Indol positivo indica la degradacion del tript6fano, interpretado por la
formacion de un anillo de color rojo en la superficie del medio.

Rojo metilo positivo se da por la fermentacién de la glucosa por via acido mixta con
produccién de acidos organicos, interpretado por la formacién de un color rojo.

Voges proskauer negativo, ya que no hubo cambio de coloracion del medio de cultivo.
Citrato negativo, debido que no hubo cambio de coloracién y ausencia del crecimiento

microbiano, interpretado por el color verde del medio de cultivo.
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ANEXO VII

INHIBICION CON DISCOS DE ANTIBIOTICO EN COLONIAS DE Escherichia coli

Formacion de halos de

Concentracion | inhibicién sobre colonias de

Discos de de antibiotico Escherichia coli
Antibiético ug/mL
Tamaio de halo (mm)

Amikacina 30 23
Amoxicilina 30 18
Cefepime 30 19
Ceftriaxona 30 13
Ciprofloxacino 5 30
Imipenem 10 17
Nitrofurantoina 300 25
Norfloxacino 30 16
Sulfametoxazol + 1,25/23,75 15

trimetoprima

Fuente: Elaboracion propia

Se observa los resultados del antibiograma de Escherichia coli, los cuales fueron
colocados los discos de antibidtico de diferentes concentraciones segun expresa
la tabla y se obtuvo resultados por la formacion de halo segun se puede

observar.
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ANEXO VI

VALORES DE SIGNIFICANCIA DEL EXTRACTO DE INFUSION Y ANTIBIOTICOS
(PRUEBA T DE STUDENT)

Formacion de Formaciéon de halos
halos de inhibicién | de inhibicion sobre
sobre colonias de colonias de
Antibioticos Escherichia coli Escherichia coli del p *
con antibioticos extracto (infusién) al
100ug/mL
Tamano de halos Tamano de halos
(mm) (mm)
Amikacina 23 22 0.000(P<0.05)
S.S
Amoxicilina 18 22 0.000(P<0.05)
S.S
Cefepime 19 22 0.000(P<0.05)
S.S
Ceftriaxona 13 22 0.000(P<0.05)
S.S
Ciprofloxacino 30 22 0.000(P<0.05)
S.S
Imipenem 17 22 0.000(P<0.05)
S.S
Nitrofurantoina 25 22 0.000(P<0.05)
S.S
Norfloxacino 16 22 0.000(P<0.05)
S.S
Sulfametoxazol 15 22 0.000(P<0.05)
+ trimetoprima S.S
N.S: No es significativo S.S: Si es significativo

Fuente: Elaboracion propia
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La tabla muestra los valores de significancia de acuerdo a la prueba realizada; el
extracto acuoso por infusion a una concentracioén del 100ug/mL es significativo, ya
que presento una mayor efectividad respecto a (amoxicilina, cefepime,
ceftriaxona, imipenem, sulfametoxazol+trimetoprima y norfloxacino), sin embargo;
ciprofloxacino, amikacina y nitrofurantoina tienen mayor efectividad, ello indica que

es significativa respecto al extracto de zarzapatrrilla.
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ANEXO IX
EQUIPOS DE LABORATORIO UTILIZADOS PARA INVESTIGACION

Autoclave modelo LS — B50L Estufa Modelo Nahita 631/4

Mufla modelo QUIMIS

CABOSI01E 0832
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ANEXO X

FIGURAS DEL PROCESO DE INVESTIGACION

CIM maceracion CIM infusién

Concentracién bactericida minima (extracto por maceracion)

Concentracion bactericida minima (extracto por infusion)




Antibiograma maceracion

17/06/2016 15:32

Antibiograma infusién

Antibiograma infusion
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ANEXO XI

ESTANDAR DE DISCOS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA
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Cantidad de Diametro de Halo Estandar (mm)

Antibioticos | Antibiotico Resistente Intermedio Sensible
Amikacina 30 <14 15-16 >17
Amoxicilina 30 <13 14 - 17 >18
Cefepime 30 <14 15-16 >17
Ceftriaxona 30 <13 14 - 20 >21
Ciprofloxacino 5 <15 16 — 20 >21
Imipenem 10 <13 14 - 15 >16
Nitrofurantoina 300 <14 15-16 >17
Norfloxacino 30 <12 13-16 >17
Sulfametoxazol 1,25/23,75 <10 11-15 >16

+ trimetoprima

Fuente:

Washintong Seatle. 2005.

Departments of Laboratory Medicine and Microbiology University of




ANEXO XlI

FICHAS PARA RECOLECCION DE DATOS

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA ESPECIE VEGETAL
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DATOS

TAXONOMIA

Familia

DETERMINACIONES

Nombre cientifico

GEOGRAFIA

Pais

Departamento

Localidad

msnm

COLECTA

Fecha y hora de recoleccion

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE CIM

CULTIVOS
Concentracion
del extracto Cantidad
acuoso en el | de bacteria | Medio Liquido
N° de tubo medio de por tubo de (CIM)
cultivo acuerdo a
(ug/mL) escala .
McFarland Turbidez
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10




FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE CBM
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CULTIVOS
Medio Solido (CBM)
Numero de Cantidad de Agar Mueller-Hinton
N° de tubo placas por bacteria
tubo inoculada
por placa N° de Crecimiento
(mL) Colonias microbiano
1
1 2
3
1
2 2
3
1
10 2
3

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE ANTIBIOGRAMA

Diametro de Halos de Escherichia coli (mm)

Disco | Disco | Disco | Disco | Disco | Disco

(ug/mL) 1 2 3 4 5 6

Concentracién
PROMEDIO

Placa
1

Placa
2

Placa
1
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GLOSARIO DE TERMINOS

Antibiograma: Es un estudio que se realiza in vitro para determinar la resistencia o el

grado de sensibilidad a los microorganismos frente a los diferentes antimicrobianos.
CIM: Concentracion inhibitoria minima
CBM: Concentracion bactericida minima

Fitoterapia: es el uso de productos de origen vegetal para la prevencion, la curacion o

el alivio de una amplia variedad de sintomas y enfermedades.

Halo: Se refiere a la zona alrededor del disco de antibiético en un antibiograma en el
que no se produce el crecimiento microbiano en una placa de agar inoculada con el

germen.

Incubacién: Es el proceso de mantener y hacer crecer cultivos microbiol6gicos o
cultivos celulares manteniendo la temperatura, la humedad y otras condiciones en

grado optimo.

In6culo: Microorganismo de estudio debidamente disuelto a una concentracion

conocida.

Principio Activo: son las sustancias presentes en el vegetal a la cual se debe el

efecto farmacoldgico de dicha especie.

Rizoma: es un tallo subterrdneo con varias yemas que crecen de forma horizontal

emitiendo raices y brotes herbaceos de sus nudos.

IVU: Infeccion de vias urinarias



