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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto antimicrobiano in vitro de la
Curcuma longa L. (palillo) sobre cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Candida albicans.

Para realizar este proyecto, como primera instancia se recolectd el espécimen vegetal
procedente de la ciudad de Puerto Maldonado, del Departamento de Madre de Dios,
ubicado en la selva peruana, que posteriormente fue trasladado a los laboratorios de la
Universidad Catélica de Santa Maria de la ciudad de Arequipa para su posterior uso. El
rizoma de Curcuma longa L. (palillo), fue pulverizado y llevado a una estufa a una
temperatura de 50°C por 72 horas para su correcta desecacion, obtenido el producto, se
procedié a realizar los andlisis fisico-quimicos, los cuales fueron: humedad 88,75%,
cenizas totales 1,35%, acidez titulable 0,01%, grasas totales 0,95%, proteinas 14,53% y
fibra 2,10%.

Como segunda instancia se realizd la extraccion por el método Soxhlet, para esto se
utilizaron tres solventes; etanol, n-butanol y éter de petréleo, realizando 5 extracciones
por solventes y un peso de muestra de 10 g de Curcuma longa L.(palillo), una vez
obtenidos los extractos se evalué el porcentaje de rendimiento de cada uno, dando como
resultado lo siguiente: para el extracto etandlico (15.08 + 0.02) %, extracto N-butanolico
(2.97 + 0.05) % y extracto éter de petréleo (2.07 £ 0.03) %, se escogié el de mayor
rendimiento para el posterior analisis. Con el extracto obtenido se realiz6 las pruebas para
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la identificacion fitoquimica, se uso la cromatografia de capa fina (CCF), hallandose

curcuminoides, terpenos, taninos y flavonoides.

Las cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans fueron
obtenidas en diferentes nosocomios de la ciudad de Arequipa los cuales se mencionaran a
continuacioén: Hospital Edmundo Escomel EsSalud, Hospital Regional Honorio Delgado
Espinoza y El Hospital Goyeneche, se llegaron a recolectar 3 cepas de cada
microorganismo por hospital, obteniendo un total de 27 cepas clinicas que fueron
trasladadas al laboratorio de microbiologia H-402 de la Universidad Catélica de Santa

Maria donde se realizé su correcta identificacion microbioldgica.

El efecto antimicrobiano de la Curcuma longa L. (palillo) se evalué por el método de
dilucion en tubo, obteniendo como resultado para la concentracion inhibitoria minima
(CIM) de (3.83 £ 0.25) mg/mL para las cepas clinicas de Staphylococcus aureus (31.11 +
3.33) mg/mL para las cepas clinicas de Escherichia coli y (27.78 £ 2.64) mg/mL para las
cepas clinicas de Candida albicans, para la concentracion bactericida minima (CBM) se
obtuvo como resultado un valor de (5.00 + 0.00) mg/mL para las cepas clinicas de
Staphylococcus aureus, (41.11 + 3.33) mg/mL para las cepas clinicas de Escherichia coli
y para la concentracién fungicida minima (CFM) se obtuvo un valor de (27.78 + 2.64)

mg/mL para las cepas clinicas Candida albicans.
Se concluy6 que el extracto etandlico de Curcuma longa L. (palillo) tiene efecto
antimicrobiano frente a cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida

albicans.

Palabras clave: Curcuma longa L. - analisis fisico-quimico, Soxhlet, extracto
etandlico, cromatografia de capa fina, curcuminoides, efecto antimicrobiano.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to evaluate the in vitro antimicrobial effect of
Curcuma longa L. (palillo) on strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and

Candida albicans.

In order to carry out this project, as a first instance, the plant specimen from the city of
Puerto Maldonado, from the Department of Madre de Dios located in the Peruvian jungle,
was later collected and transferred to the laboratory of the Catholic University of Santa

Maria from Arequipa city for later use.

The curcuma longa L., rhizome that was pulverized and taken to a stove at a temperature
of 50 ° C for 72 hours for its proper drying, obtained the product, the physicochemical
analyzes were carried out, which were: humidity 88, 75%, total ash 1.35%, titratable
acidity 0.01%, total fat 0.95%, protein 14.53% and fiber 2.10%.

As a second instance extraction was carried out by the Soxhlet method, for which three
solvents were used; ethanol, n-butanol and petroleum ether, carrying out 5 extractions per
solvent and a sample weight of 10 g of Curcuma longa L. (palillo), once the extracts were
obtained, it was carried out to evaluate the percentage yield of each, giving As a result the
following; For the ethanolic extract (15.08 + 0.02) %, N-butanolic extract (2.97 + 0.05) %
and petroleum ether extract (2.07 + 0.03) %, the highest yield was chosen for subsequent
use. With the obtained extract the tests for the phytochemical identification were realized,
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the thin layer chromatography (TLC), being used curcuminoides, terpenos, tannins,
flavonoides and alkaloid.

The strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans were
obtained from different hospitals in the city of Arequipa, which will be mentioned as
follows: Hospital Edmundo Escomel EsSalud, Regional Hospital Honorio Delgado
Espinoza and Hospital Goyeneche, 3 strains of Each microorganism by hospital, obtaining
a total of 27 clinical strains that were transferred to the laboratory of microbiology H-402
of the Catholic University of Santa Maria where their correct microbiological

identification was realized.

The antimicrobial effect of Curcuma longa L. (palillo) was evaluated by the tube dilution
method, otaining as a result for the minimum inhibitory concentration (MIC), an value of
(3.83 = 0.25) mg/mL for the clinical strains of Staphylococcus aureus, (31.11 £ 3.33)
mg/mL, for the clinical strains of Escherichia coli and (27.78 + 2.64) mg/mL, for the
clinical strains of Candida albicans, for the minimal bactericidal concentration (MBC),
As a result, an value of (5.00 £ 0.00) mg/mL was obtained for the clinical strains of
Staphylococcus aureus, (41.11 + 3.33) mg/mL, for the clinical strains of Escherichia coli
and for the minimum fungicidal concentration (MFC), an value was obtained of (27.78 £

2.64) mg/mL for the clinical strains of Candida albicans.

It is concluded that the ethanolic extract of Curcuma longa L. (stick) has antimicrobial

effect against strains of Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Candida albicans.

Key words: Curcuma longa L. - physico-chemical analyze, Soxhlet, ethanolic extract,
thin layer chromatography, curcuminoids, antimicrobial effect.
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INTRODUCCION

En la actualidad la medicina ancestral es un recurso fundamental para la salud humana.
Durante mucho tiempo las plantas medicinales, fueron el principal recurso del que
disponian los médicos. Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de especies
vegetales con propiedades medicinales y se ampliara la investigacion de los productos que

de ella se extraen.

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud en creciente y de gran complejidad,
que afecta a todos los individuos y poblaciones alrededor del mundo. Este problema
también afect6 al Per( siendo unas de las causas relevantes el mal uso y abuso de los
antibidticos, ya sea en el hogar, hospitales, comunidades, con los animales, en la
agricultura que adicionan a las fuerzas del ambiente, a seleccionar y mantener cepas de
bacterias resistentes. )

La especie Curcuma longa Linn, familia de la Zingiberaceae, posee innumerables estudios
farmaco-toxicolégicos a nivel internacional, pero aun las bases de datos y sistemas
informativos estan poco documentados al respecto. Con las nuevas investigaciones que
existen sobre esta planta, se crean grandes posibilidades de obtener fitofarmacos con
accion antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena y antibacteriana, entre otras, con

menor potencial de efectos adversos. ?

Debido a la necesidad de conocer las propiedades medicinales de las plantas y existiendo
poca informacién sobre los efectos antimicrobianos que tiene la Curcuma longa L.
(palillo) sobre los microorganismos patégenos que son causantes de enfermedades
infecciosas en diferentes 6rganos y sistemas en nuestro cuerpo, se considerd importante
la realizaciéon de este estudio de investigacion para el beneficio de la poblacion y la
comunidad cientifica, para lo cual se planted el siguiente objetivo: Determinar el efecto
antimicrobiano del extracto de Curcuma longa L. (palillo) sobre cepas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Candida albicans.
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OBJETIVO GENERAL DE LA INVESTIGACION

— Determinar el efecto antimicrobiano, in vitro del extracto de Curcuma longa L.
(palillo) sobre cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida

albicans.

OBJETIVOS ESPECIFICOS DE LA INVESTIGACION

— Obtener el extracto de Curcuma Longa L. (palillo) mediante el método de
Extraccion Soxhlet con solventes de etanol, n-butanol, éter de petrdleo y

determinar el de mayor porcentaje de rendimiento.

— ldentificar que grupos de metabolitos secundarios se encuentran en el extracto de
mayor rendimiento de la Curcuma Longa L. (palillo) mediante la realizacion de la
técnica de cromatografia de capa fina (CCF).

— Establecer la concentracion inhibitoria minima (CIM), concentracion bactericida
minima (CBM) y la concentracion fungicida minima (CFM) in vitro del extracto
de Curcuma Longa L. (palillo) sobre cepas clinicas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Candida albicans de diferentes establecimientos de salud de la
ciudad de Arequipa.
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HIPOTESIS

— Dado que en la medicina tradicional existen antecedentes del uso de la Curcuma
longa L. (palillo) en enfermedades infecciosas ES PROBABLE que el extracto de
Curcuma Longa L. (palillo) presente propiedades antimicrobianas sobre las cepas

de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans in vitro.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO
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1.1. Curcuma longa L. (palillo).

Figura N° 1.1: Planta Curcuma Longa L.

Fuente: www.eol.org / www.ntbg.org.

1.1.1. CARACTERISTICAS

Es una planta herbacea de la familia de las zingiberaceae, vivaz por su rizoma, la

clircuma posee grandes hojas envainadoras con limbo eliptico y pemninerbado.

Las flores amarillas agrupadas en una espiga bracteada, posee una corola con el
pétalo posterior desarrollado, el androceo reducido a una estambre fértil y a estaminoides

que forman un labelo petaloide, un gineceo con tres carpelos.
Actualmente se cultiva en varias partes del mundo, pero principalmente en la india.
1.1.2. HABITAT

El origen de la circuma es el sudeste asiatico, mas concretamente la India y zona
meridional de Vietnam. En realidad, no se puede encontrar la circuma en estado salvaje,
aungue si haya sido naturalizada en algunas de estas regiones con clima himedo. Se trata

de una planta tropical, que crece en zonas calido-humedas con una alta pluviosidad.
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Se puede encontrar desde Polinesia y Micronesia hasta el sudeste asiatico,
desarrollandose bien en zonas de selva alta y selva baja. Necesita temperaturas de entre
20y 30 °C y una considerable pluviosidad para prosperar, sobre todo para los siete a diez
meses de cultivo. Necesita altos niveles de luz para crecer, por lo que se encuentra en
campos abiertos. Crece mejor en suelos francos, fértiles y bien drenados con pH

ligeramente &cido (5 a 6).

Sangli, una ciudad en el sur de la India, es uno de los mayores productores de esta

planta, cultivan sus rizomas por su empleo como. )

1.1.3. CLASIFICACION TAXONOMICA: ®

Reino : Plantae

Divisién : Magnoliophyta
Clase . Liliopsida
Subclase : Zingiberidae
Orden : Zingiberales
Familia : Zingiberaceae
Género : Curcuma

Especie : Curcuma longa L.
Origen - Asia tropical.

1.1.4. USOS

La curcumina puede ser usada como colorante alimenticio, siendo un colorante
atoxico autorizado (E100) termoestable, poco sensible a variaciones de pH, se utiliza tanto
el polvo de rizoma, como la oleorresina, como extractos y disoluciones de curcumina de

contenido variable, a veces adsorbidos sobre hidrocoloides. @

En farmacia, el rizoma de clircuma, puede formar parte de la composicion de
fitomedicamentos empleados tradicionalmente como colerético o colagogo, en el
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tratamiento sintomatico de trastornos digestivos funcionales de origen hepatico y para
estimular el apetito. @

1.1.5. CONSTITUYENTES ACTIVOS.

Los componentes activos de la carcuma son la curcumina (diferuloylmetano) y

varios aceites volatiles, incluyendo tumerone, atlantona y zingiberone: ©

Otros constituyentes incluyen azlcares, proteinas y resinas.

El componente activo mejor estudiado es la curcumina, que comprende 0,3-5,4 %

de crcuma cruda.

Los curcuminoides son una familia de sustancias quimiopreventivas presentes en
la crcuma y en alimentos con extracto de cdrcuma (curry), siendo la curcumina el

compuesto fendlico mas estudiado.

Estos compuestos se conocen desde hace tiempo, pero ha sido en los afios mas
recientes cuando el interés por ellas ha crecido, y lo ha hecho de forma paralela a la
preocupacion por los graves efectos secundarios provocados por los inhibidores sintéticos

de la ciclooxigenasa- 2 (COX-2) y dirigido por la industria farmacéutica. ®

La curcumina es el principal polifenol curcuminoide encontrado en la cdrcuma,
junto con otros dos compuestos de la misma naturaleza demetoxicurcumina,
bisdemetoxicurcumina forman el complejo conocido como azafran indio, también
conocida como diferuloilmetano o 1,7-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6- heptadieno-3,5-
diona, es un compuesto endlico de bajo peso molecular (369.37 g/mol) con punto de fusion
183°C, de color amarillo en medio acido (pH 2,5-7) y rojo en medio basico (pH > 7), es
soluble en solventes organicos como dimetilsulfoxido, etanol, metanol, hexano y acetona.
©.10) (Figura N° 1.2).
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Figura N° 1.2.- Estructura de los Curcuminoides
Fuente: Bengmark S. et al. 2009.

1.1.6. ACTIVIDAD BIOLOGICA.

La curcumina tiene acciones antioxidantes, antivirales y antifungicas. Los estudios

han demostrado que la curcumina no es toxica para los seres humanos. %

Ademas, la crcuma es un poderoso anti-inflamatorio, facilitando las condiciones
como la bursitis, artritis y dolor de espalda. Es probablemente debido a una combinacion
de tres propiedades diferentes. Es eficaz en la reduccion de la inflamacion post-quirdrgica,

ayuda a prevenir la aterosclerosis al reducir la formacion de agregados sanguineos. V)

En primer lugar, la cdrcuma reduce la produccion de inflamacién inducida por
histamina. En segundo lugar, aumenta y prolonga la accion de la hormona suprarrenal, el
cortisol, y, por Gltimo, la circuma mejora la circulacion, expulsando asi las toxinas de
pequefias articulaciones donde los residuos celulares y los compuestos inflamatorios son

frecuentemente atrapados. V)
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La actividad antiinflamatoria de la curcumina ha sido demostrada tanto en
inflamacion aguda como crénica, su mecanismo de accion ain no esta bien explicado, se
cree que ejerce esta actividad debido a la inhibicion del aumento de la actividad de las
enzimas lisosomales, actividad sobre la sintesis de prostaglandinas, interferencia en la
respuesta de los granulocitos a estimulos con el proceso antiinflamatorio. También tiene
una actividad estomacal, es antiulceroso y citoprotector. @

Curcumina inhibe el crecimiento de Helicobacter pylori, que causa Ulceras
gastricas y se ha relacionado con cénceres gastricos. La curcumina puede unirse con
metales pesados como cadmio y plomo, reduciendo asi la toxicidad de estos metales
pesados. Esta propiedad de la curcumina explica su accion protectora para el cerebro. La
curcumina actia como inhibidor de la ciclooxigenasa, la 5-lipoxigenasa y la glutation-S-
transferasa. Es una especia comun, conocida principalmente por su uso en platos indios
como un ingrediente comun en los curries y otras comidas étnicas. La curcuma también
se ha utilizado durante siglos en la medicina ayurvédica, que integra las propiedades
medicinales de las hierbas con los alimentos. Esta hierba extraordinaria ha encontrado su
manera en el proyector en el oeste debido a su una amplia gama de beneficios medicinales.
(11

La curcuma es un potente antioxidante, su principal componente activo, es tan
potente y antioxidante como las vitaminas C, E y Beta-Caroteno, lo que convierte a la
cdrcuma en una opcion de consumo para la prevencion del cancer, la proteccion hepatica
y el envejecimiento prematuro. Varios estudios publicados también muestran que la

ctrcuma inhibe el crecimiento de varios tipos diferentes de células cancerosas. 2

La investigacion también ha confirmado los beneficios digestivos de la cdrcuma.
Cdrcuma acttia como un colagogo, estimulando la produccion de bilis, por lo tanto, el
aumento de la capacidad de los 6rganos para digerir las grasas, mejorar la digestion y
eliminar las toxinas del higado. 2
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1.1.6.1. RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Se sabe que la curcumina, pertenece a la clase de curcuminoides. En la literatura

podemos encontrar algunos autores que asocian la actividad antiinflamatoria de la

curcumina y sus derivados a la presencia de grupos hidroxilo y fenol en la molécula,

siendo esenciales para la inhibicion de sintesis prostaglandinas y leucotrienos (3 14.15.16),

Por otra parte, algunos autores sugirieron que la accion antiinflamatoria se asocia

a la existencia del sistema B-dicarbonico, que tiene los dobles enlaces conjugados

responsables de esta actividad 7. Este sistema parece ser responsable no sélo del poder

antiinflamatorio, sino también de la actividad antiparasitaria. *® 19 La presencia de un

sistema cetonico dieno proporciona una lipofilia a los compuestos, y por lo tanto

probablemente una mejor penetracion de la piel. (Ver figura N° 1.3.)
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Figura N° 1.3: Derivados de la circuma longa L. con actividad biol4gica.

Fuente: CAC Aradtjo et al. 2001
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1.1.6.2. PROPIEDADES ANTIFUNGICAS

En la familia Zingiberaceae, el extracto de etanol de Curcuma longa L. se
encontré que poseen buena actividad antifungica contra Trichophyton longifusus. Otra
Curcuma de la familia Zingiberaceae, Curcuma zedoaria Rosc. Y Curcuma Malabarica
Vel., también presenté actividad antifingica que apoya el uso de sus tubérculos en

medicina tradicional para el tratamiento de infecciones bacterianas y fungicas. ?%2!)

1.2. DESCRIPCION DEL MICROORGANISMO EN ESTUDIO.

1.2.1. Staphylococcus aureus.

Las bacterias Gram positivas cuentan con tres capas externas: capsula, gruesa y
membrana citoplasmica, una pared celular delgada la cual consiste de varias capas de
peptidoglucano que retienen el cristal violeta utilizado en la tincién de Gram; otros
componentes de la pared incluyen redes de acido teicoico y &cido lipoteicoico. ?? (Ver
figura N° 1.4.)

Flagelo

Mambrana ceiular

‘Peotidoglicana!

<

Citoplasma

Figura N° 1.4: Pared celular bacteria Gram positiva.
Fuente: Prescott H. 1999
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Es con diferencia la especie mas patdgena, agente etiolégico de muchas
infecciones. También es conocido como estafilococo dorado por el pigmento no difusible
de color amarillo que forma. Bioquimicamente produce coagulasa y fermenta el manitol.
En su pared celular se han encontrado en torno a 30 antigenos distintos, siendo los méas
importantes el polisacarido A, formado por &cidos teicoicos y polimeros de fosfato de
ribitol, que induce a la formacion de anticuerpos. También se encuentra la proteina A, que

forma parte de la pared celular de la bacteria y actia como un potente agente antigénico.
(23)

Debido a estos componentes y otros que forman parte de la pared celular de S.
aureus presentan diferentes caracteres antigenicos, que se subdividen en tipos, hecho que

es utilizado para la tipificacion de sueros. 3

Staphylococcus aureus es un agente patogénico que es considerado como parte de
la flora normal, se encuentra en la piel del individuo sano, pero en ocasiones en que las
defensas de la piel caen puede causar enfermedades. El principal grupo de riesgo son
pacientes hospitalizados o inmunocomprometidos. Cerca de 2 mil millones de personas

han sido colonizadas mundialmente por este microorganismo. ¢4 )

Los seres humanos son un reservorio natural de S. aureus. Entre el 30 y el 50% de
los adultos sanos estan colonizados, y entre el 10 y el 20% se mantienen colonizados
persistentemente. Esta bacteria forma parte de la microbiota normal del ser humano y tiene
colonizacion selectiva de narinas (20-40%, en adultos), pliegues intertriginosos, perineo,
axilas y vagina, no obstante, las personas colonizadas tienen un riesgo mayor de sufrir

infecciones. ?® La colonizacion por S. aureus se da preferentemente en:

e Personas con diabetes tipo 1. ¢"
e Usuarios de drogas intravenosas. 8
e Pacientes con hemodialisis. @

e Pacientes quirargicos. ¢
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e Personas con SIDA. D

Se ha visto un incremento en la incidencia de infecciones nosocomiales por
Staphylococcus aureus desde 1970. Segun el reporte del Minsa 2014, es la bacteria
comunmente causante de infecciones de heridas e infecciones del tracto sanguineo. () Asi
mismo se ha notado un incremento considerable, probablemente debido a la presion
antibiotica, de cepas con resistencia a diferentes farmacos antimicrobianos. Entre ellos

estan el estafilococo resistente a meticilina y el estafilococo resistente a vancomicina. %
32)

1.2.1.1. ldentificacion.

La identificacion de S. aureus se realiza con el empleo de la tincion de Gram,
pruebas bioquimicas como: prueba de la catalasa, fermentacion de glucosa, que permite
diferenciar al género Staphylococcus del género Micrococcus, que también se considera
una catalasa positiva pero no fermenta la glucosa.

Sin duda, la prueba de la coagulasa sigue siendo la mas utilizada. Se basa en la
capacidad de S. aureus para producir la enzima extracelular que coagula el plasma. La
deteccion de la coagulasa permite diferenciar S. aureus coagulasa positivo de las demas

especies de Staphylococcus coagulasa negativos. ¢

1.2.1.2. Pruebas de identificacién.

El diagndstico de enfermedades por Staphylococcus esta sugerido por el hallazgo

de cocos Gram positivos en racimos en el material bioldgico. ¢4
A. Prueba de la coagulasa en porta objetos.

La mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus poseen una coagulasa unida o

“factor de agregacion” en la superficie de la parad celular. Este factor reacciona
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directamente con el fibrindgeno presente en el plasma y produce una répida aglutinacion
de las células bacterianas. ¥

B. Prueba de la coagulasa en tubo.

La coagulasa detectada por este método es secretada en forma extracelular y
reacciona con una sustancia presente denominada “factor de reaccion de la coagulasa”
para formar un complejo que a su vez reacciona con el fibrindgeno para formar fibrina.

34

C. Aglutinacion con latex

Para realizar estos procedimientos se utilizan particulas de latex recubiertas con
plasma. El fibrindgeno unido al latex detecta el factor de aglutinacion. Ademas, las
moléculas de inmunoglobulinas también presentes sobre las particulas de latex detectan
proteina A, que es la proteina que conforma la pared celular de Staphylococcus. ¥

D. Hemaglutinacion pasiva.

Para el procedimiento de hemoaglutinacion pasiva se utilizan glébulos rojos
de carnero sensibilizados con fibrindgeno para detectar el factor de aglutinacion en la

superficie de las células de Staphylococcus aureus. ¢4

1.2.1.3. Tratamiento

Las Penicilinas Resistentes a la Penicilinasa, son antibi6ticos semisintéticos,
obtenidos mediante la adicion de una cadena acil al anillo betalactamico, que lo protege,

impidiendo su ruptura y consiguiente inactivacion por las betalactamasas.®¥

La vancomicina es un antibiotico bactericida de espectro reducido, util para tratar

S. aureus y S. epidermidis resistentes a otros antibidticos.®*
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El primer aislamiento de Staphylococcus aureus resistente a la meticillina
(MRSA) fue descrito en Inglaterra en 1961, y se consider6 como un patégeno asociado a
los cuidados de salud. Posteriormente, en 1963, se report6 el primer brote epidémico de

MRSA nosocomial. (5 3637

1.2.1.4. Mecanismo de resistencia a los beta lactamicos

Se han descrito 3 mecanismos que explican la resistencia del S.aureus a los -
lactdmicos: Hiperproduccion de betalactamasa, Modificacion de las PBP’s y la resistencia

intrinseca a la meticilina. EI Gltimo es el que tiene mas significancia clinica. ©¢”

1.2.2. Escherichia coli

Las bacterias Gram negativas presentan capsula, pared celular delgada, membrana
externa (lipopolisacarido) y una membrana interna (citoplasmatica) asi como una capa
delgada de peptidoglucano entre ambas, en el llamado espacio periplasmico. 8 (Ver
figura N° 1.5.)

Citoplasma

Figura N° 1.5: Pared celular bacteria Gram negativa.

Fuente: Prescott, Harley. 1999
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1.2.2.1. Tipos de E. coli patdgena y sintomas en los seres humanos

Las bacterias E. coli patdgenas se dividen en seis grupos o variedades, segun los
mecanismos comunes de patogenicidad y sindromes clinicos: E. coli Shigatoxigénica
(STEC) o E. coli verotoxigénica (ECVT), E. coli enterohemorragica (ECEH), E. coli
enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroinvasiva (ECEI), E. coli enteropatogénica
(ECEP), E. coli enteroagregativa (ECEA), y E. coli de adherencia difusa (ECAD). ¢®

Las siguientes son las principales caracteristicas y diferencias entre las seis

variedades:

A.La STEC o ECVT provoca sintomas que van desde una diarrea suave hasta una
diarrea sanguinolenta grave. La STEC produce citotoxinas denominadas
verotoxinas (VT) o toxinas Shiga (Stx) (debido a su semejanza con la toxina
producida por Shigella dysenteriae). En un 10% de los casos la infeccidn puede

transformarse en una enfermedad mortal. 8

B. La ECEH es un subconjunto de la STEC que se asocia generalmente a diarrea
sanguinolenta. La ECEH y la ECEP producen cambios en la célula del epitelio
intestinal denominados lesiones adherentes y destructoras. Animales como los
bovinos, y los animales silvestres son portadores asintomaticos de la STEC y la
ECEH.®®

C. La ECET provoca normalmente diarrea acuosa en los nifios y en los viajeros a
zonas del mundo con deficientes condiciones de sanidad e higiene. La ECET se
adhiere al intestino delgado mediante antigenos del factor de colonizacién y
produce enterotoxinas semejantes a la toxina producida por el Vibrio cholerae, que
son toxinas termoestables (ST) mediadas por plasmido o bien toxinas termolabiles
(LT) mediadas por cromosomas. &

D. La ECEI penetra y se propaga entre las células intestinales, destruyéndolas y
provocando una diarrea sanguinolenta. 8
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E.La ECEP provoca una intensa diarrea acuosa y a veces sanguinolenta,
particularmente entre los nifios en los paises en desarrollo. La ECEP se adhiere al
epitelio intestinal alterando la funcion celular. La patologia se asocia con la
produccidn de lesiones adherentes y destructoras semejantes a las de la ECEH. La

ECEP se diferencia de la STEC porque no produce Stx. 8

F. La ECEA provoca diarreas acuosas y mucosas agudas, persistentes en los nifios de
corta edad. La ECEA se adhiere en la superficie celular formando una estructura
agregativa caracteristica. Una toxina termoestable enteroagregativa que puede

contribuir a los sintomas diarreicos. ¢

G. La ECAD tiene un perfil menos claro y provoca diarrea en nifios de mayor edad.

La ECAD se diferencia de la ECEA por su adherencia difusa a la superficie celular.
(38)

1.2.2.2. Patogenia

Escherichia coli puede causar infecciones intestinales y extra intestinales
generalmente graves, tales como infecciones del aparato excretor, vias urinarias, cistitis,

Uretritis, meningitis, peritonitis, mastitis, septicemia y neumonia Gram-negativa. ¢

Segun el reporte del Minsa 2014, es la bacteria cominmente causante de
infecciones del tracto urinario e infecciones del tracto sanguineo y también presenta un
alto riesgo de muerte en pacientes infectados. (' Las infecciones urinarias son mas
comunes en mujeres por la corta longitud de la uretra (25 a 50 mm), en comparacion con
los hombres (unos 15 cm). Entre los ancianos, las infecciones urinarias tienden a ser de la
misma proporcidn en ambos sexos. Debido a que la bacteria invariablemente entra al
tracto urinario por la uretra, los malos habitos sanitarios pueden predisponer a una
infeccion, sin embargo, otros factores cobran importancia, como el embarazo, hipertrofia

benigna o maligna de prostata, y en muchos casos el origen de la infeccion es desconocido.
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1.2.2.3. Tratamiento

Dentro de los porcentajes de sensibilidad de E. coli se destaca la elevada
sensibilidad a fosfomicina (99%) y a nitrofurantoina (96%). También presenta altos
porcentajes de sensibilidad a amoxicilina-acido clavulanico (93%) y cefalosporinas de
segunda y tercera generacion, cefuroxima (93%) y cefotaxima (95%) de sensibilidad,

respectivamente. La sensibilidad a cotrimoxazol también es baja (76%). “?

1.2.3. Candida albicans

Este género tiene importancia médica, en especial C. albicans. Todas las especies
de Candida forman colonias blanco cremosas, lisas, en agar maltosado o peptonado,

excepto C. krusei, que tiene aspecto de vidrio. ¢

Otra prueba rapida para C. albicans es sembrar la levadura sospechosa en
aproximadamente 1 mL de suero de caballo estéril en un matraz e incubar a 37°C durante
tres horas. Al término de este tiempo casi todas las cepas de C. albicans producen tubos

germinales, aunque no si el indculo es denso. “V)

Espacio extracelular
Manoproteirf GlucTo Quitina
- 00-00-
1057% E O %:;‘-'57' — o
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e - o ————— :-/ R
/cgnplejo de glucano :CD“

sintasa

A . FPeriplasma
O O - -Membrana plasmética
/‘ Citoplasma
Equinocandinas

Figura N° 1.6: Pared celular bacteria de Candida albicans
Fuente: Randa Hilal-Dandan, Laurence L. Brunton.
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1.2.3.1. Vias de infeccion

La mayor parte de las infecciones son de origen endogeno a partir de los
reservorios muco cutaneos o cutaneos (introducidos a partir de catéteres u otros
dispositivos de uso médico, que interrumpen la barrera cutdnea), aunque también pueden
ser exdgenas, por ejemplo en los hospitales, donde las levaduras pueden ser transmitidas
a lactantes a partir de mamaderas mal esterilizadas, 0 a pacientes trasplantados o
inmunosuprimidos a partir de materiales quirurgicos, equipos de dialisis o endoscopios
mal descontaminados o por transmision horizontal a partir de la existencia de infecciones
por levaduras en manos o ufias del personal que trabaja en unidades de cuidados intensivos

(UCI), sin la correcta proteccion. V)

1.2.3.2. Patogenia

El delicado balance o equilibrio que existe entre comensal (levaduras) y hospedero
podria romperse y dar lugar al parasitismo o desarrollo de una infeccion oportunista. El
desarrollo de la enfermedad por Candida depende de la interaccion de ciertos factores:
Factores predisponentes para la infeccion, Patogenicidad intrinseca del microorganismo y
Mecanismos de defensa del huésped. 9

A. Factores predisponentes.

Los factores desencadenantes de la enfermedad son generalmente modificaciones
en los mecanismos de defensa del huésped, los cuales, secundariamente, inducen
transformaciones en el comportamiento del hongo. Las manifestaciones clinicas y la
severidad de la infeccidn estan en relacién con la naturaleza y el grado de compromiso de

las defensas normales del huésped. ¢V
Las causas predisponentes se pueden agrupar en:“%

Locales — maceracion, contacto con agua, mala higiene.

Fisiologicas — recién nacidos, vejez (edades extremas), embarazo.
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— Endocrinas — diabetes, hipotiroidismo.
— Alteracion de la flora normal — por uso de antibi6ticos (ATB).
— Enfermedades hematologicas — linfomas, leucemias, anemia aplésica,

agranulocitosis, neutropenia, hipo y agamaglobulinemia.

B. Factores iatrogénicos.

Uso prolongado de corticoides, quimioterdpicos, inmunosupresores, agentes
citotoxicos, alimentacion parenteral, trasplantes, cirugia abdominal, utilizacién de sondas

y catéteres, radioterapia, protesis, hemodialisis, cateterismo. V)
C. Enfermedades debilitantes.

Neoplasias, infeccion por virus de inmunodeficiencia humana (VIH), inanicion,
guemaduras graves Yy extensas, drogadiccién, tuberculosis y otras enfermedades

infecciosas. 4V

Se ha investigado una posible relacion entre la candidiasis y el cancer, bien
mediante la produccién de micotoxinas 0 compuestos cancerigenos o mediante el
desarrollo de inflamacion cronica y procesos que interfieren con el ciclo vital de las

células. 4D

1.2.3.3. Criterios a seguir para el diagnostico de Candidiasis:

Candidiasis cutanea, Candidiasis vaginal, Candidiasis orofaringea, Candidiasis
esofagica, Candidiasis mucocutanea cronica: examen directo positivo (levaduras y/o
pseudomicelio) y cultivo positivo para levaduras, con una lesion y signos clinicos
compatibles. Candidemia (paciente neutropénico): hemocultivo positivo. %

Candidiasis profunda localizada o Candidiasis sistémica (paciente neutropénico):

biopsia con examen directo y/o cultivo positivo; orina por puncién supraplbica positiva.
(41)
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1.2.3.4. Tratamiento de eleccion de las principales candidiasis.

A. Orofaringea.

Nistatina en solucién con enjuagues y luego tragar cuatro veces al dia, pero menos
eficaz y mas dificil para algunos pacientes o fluconazol 200 mg el primer dia, después 100
mg al dia durante siete dias. “3

B. Cutanea.
Clotrimazol crema o nistatina o ketoconazol en las zonas afectadas.
C. Onicomicosis.

Itraconazol 200 mg oral cuatro veces al dia durante tres meses 0 200 mg oral dos

veces al dia durante una semana cada mes durante cuatro meses. %)
D. Vulvovaginitis.
Miconazol u otra crema vaginal o fluconazol 150 mg oral en dosis Gnica. *®
E. Infeccion urinaria.

Fluconazol 400 mg la primera dosis y después 200 mg al dia via oral durante 14

dias. 43
F. Candidemia

Candidiasis invasiva fluconazol 800 mg primera dosis, despues 400 mg al dia iv o
voriconazol en caso de sospecha de resistencia a fluconazol o anfotericina B 3-5 mg/kg/dia
o caspofungina 70 mg primera dosis, después 50 mg al dia iv debe mantenerse el
tratamiento durante 2 semanas después de la negativizacion de los hemocultivos.“?)
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MATERIALES Y METODOS

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

2.1. AMBITO GEOGRAFICO

La parte experimental del presente trabajo de investigacion se realizé en los
laboratorios H-102 (Laboratorio de Farmacognosia), H 204/205 (Laboratorio de Ensayo
y Control de Calidad) y H-402 (Laboratorio de Microbiologia) de la Facultad de Ciencias

Farmaceéuticas, Bioquimicas y Biotecnoldgicas de la Universidad Catolica de Santa Maria.

2.2, TIPO DE ESTUDIO

Investigacion experimental

2.3. MATERIALES

2.3.1. MATERIAL BIOLOGICO

2.3.1.1. Curcuma longa L. (palillo)

Para el desarrollo del presente trabajo de investigacion se emplearon rizomas de
Curcuma longa L. (palillo), la cual fue identificada botanicamente por el Instituto
Cientifico Michael Owen Dillon (IMOD), Arequipa.

2.3.1.2. Bacterias

Se trabajé con cepas clinicas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Candida albicans. Se adquirié 3 cepas de cada microorganismo por hospital, dando asi un
sub total de 9 cepas por hospital y un total de 27 cepas de los 3 nosocomios, los cuales

fueron:

X Hospital Edmundo Escomel EsSalud.

X Hospital Regional Honorio Delgado Espinoza.

X Hospital Goyeneche.
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2.3.2. MATERIALES DE LABORATORIO, EQUIPOS Y REACTIVOS.

2.3.2.1. MATERIALES DE VIDRIOS.

— Balones

— Frascos de color &mbar
— Cuba cromatogréfica
— Capilares

— Pipetas

— Baguetas

— Matraz Erlenmeyer

— Probetas

— Tubos de ensayo

— Bureta

— Balones Kjeldahl

— Lunas de reloj

— Laminas portaobjetos
— Laminas cubreobjetos

— Placas Petri

2.3.2.2. EQUIPOS

— Termobalanza OHAUS, Modelo: MB35 HALOGEN

— Mufla BARNSTEAD, Modelo: 48000 Furnace
— Estufa MEMMERT, Modelo: U15

— Equipo Kjeldahl SGS, Modelo: HNG

— Extractor solvente VELP SCIENTIFICA, Modelo: SER 148
— Equipo de filtracion al vacio LAB. COMPANION , Modelo: VE-11
— Estufa J.P.SELECTA

— Balanza analitica OHAUS, Modelo: Pioneer
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— Balanza analitica KERN, Modelo: ABJ-NM/ABS-N
— Caocina eléctrica GALLENNHAMP
— L&mpara de luz ultravioleta CAMAG-CAO004, Modelo: CA004
— Autoclave BUCHI, Modelo: R-114
— Refrigerador BOSCH, Modelo: KDN43
— Campana extractora SGS, Modelo: HGN

— Mecheros bunsen

— Microscopio.

2.3.2.3. REACTIVOS

— Etanol 96° (J.T.Backer; P.A.)
—  Eter de petréleo (J.T.Backer; P.A.)
— N-butanol (J.T.Backer; P.A.)
—Acido acético (J.T.Backer; P.A.)
— Acido férmico (J.T.Backer; P.A.)
— Acetato de etilo (J.T.Backer; P.A.)
— Acido sulfdrico concentrado (J.T.Backer; P.A.)
— Tolueno (J.T.Backer; P.A.)
— Cloroformo (Merck P.A)

— Metanol (Merck P.A)

— Tween 20 (Pirex)

— Vainillina (USAMIX)

— Reactivo de Cloruro Férrico (UCSM; H-102)

— Reactivo de Dragendorft Ay B. (UCSM; H-102)
— Reactivo de Lieberman Burchard (UCSM; H-102)
— Reactivo de Cloruro de Aluminio  (UCSM; H-102)
— Alcohol- Acetona. (UCSM; H-402)
— Safranina (UCSM; H-402)
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— Cristal violeta (UCSM; H-402)
— Solucion de yodo (UCSM; H-402)

2.3.2.4. MEDIOS DE CULTIVO

— Agar Mac Conkey BD (BACTO-DIFCO-BBL)
— Agar Manitol Salado BD (BACTO-DIFCO-BBL)
— Agar Sabouraud MICROGEN

— Caldo Peptonado BD (BACTO-DIFCO-BBL)
— Agar Citrato de Simmons Merck

— Agar Lisina Hierro (LIA) Merck

— Adgar Triple Azucar Hierro (TSI) Merck

— Caldo MRVP Merck

2.3.2.5. MATERIALES ANEXOS

Embudo Buchner

— Papel filtro rapido

— Algodén

— Espétula

— Papel kraft

— Mortero de porcelana

— Tripode

— Soporte universal

— Manta de asbesto

— Papel aluminio

— Guantes de latex estériles
— Azade kolle

— Gradillas para tubos de ensayo

— Pinzas
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2.4. METODOLOGIA

2.4.1. PROCESAMIENTO DE MATERIAL VEGETAL

2.4.1.1. RECOLECCION Y SELECCION.

Curcuma Longa L. (palillo) se recolect6 en el mes de setiembre del 2016 de una
Eco Huerta en la ciudad de Puerto Maldonado, Provincia Tambopata del Departamento
de Madre de Dios. (Ver figura N°2.1).

Se acondiciond la muestra vegetal envolviéndola en papel Kraft, se colocé en cajas
de cartdn para su posterior traslado a los laboratorios de farmacognosia H-102 de la

Universidad Catélica de Santa Maria.

Se procedio a seleccionar los rizomas de Curcuma longa L. (palillo)

2.4.1.2. IDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL.

La Curcuma longa L. (palillo) fue llevada al Instituto Cientifico Michael Owen

Dillon (IMOD), de Arequipa para la identificacion de la especie vegetal.

Figura N° 2.1: Curcuma Longa L. (palillo)
Fuente: Elaboracion propia
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2.4.1.3. DETERMINACION DE CARACTERISTICAS FISICAS.

Se realizd un analisis organoléptico del rizoma de Curcuma longa L. (palillo)

Para este analisis se toma en cuenta los siguientes caracteres: color, sabor, olor y aspecto.

2.4.1.4. ANALISIS FISICO-QUIMICO DE Curcuma longa L. (palillo)

A los rizomas frescos se le realizaron los siguientes analisis fisico-quimicos en el

Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de la Universidad Catolica de Santa Maria

A. Determinacion de Humedad (Método FQ-V-012)

La humedad es tomada como la pérdida de peso al secado, usando un instrumento
de humedad, el cual emplea una balanza de torsion sensible para pasar la muestra y una

lampara infrarroja para secar.*4

Se solté el sujetador del plato para muestra, revisandolo para asegurarse de que el
plato corra libremente sobre su soporte finamente punteado, y que esté limpio y seco.

Se determind 5.00 g de la muestra pesada en la misma balanza y se distribuy6
cuidadosamente y uniformemente en el platillo, con la temperatura debidamente ajustada,
se bajo la tapa de la balanza. La muestra comenzé a perder humedad y la manecilla se
movid hacia arriba, después de pasado un tiempo de 10 a 20 minutos, cuando permanecio

estable durante 2 minutos se tomo la lectura como porcentaje total de humedad.
B. Determinacién de Cenizas (Método FQ-V-024)

La materia seca, se carboniza 6 incinera y posteriormente se calcina a 500 ° C a
600 ° C para destruir la materia organica de la misma, permitiendo asi, la cuantificacion

de cenizas totales o minerales presentes. “®
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En un crisol a masa constante, se puso de 3.00 g de muestra por analizar; luego se
coloco el crisol con muestra en una parrilla y se quemo lentamente el material hasta que
ya no desprenda humaos, evitando que se proyecte fuera del crisol., luego se llevo el crisol

a una mufla y se efectud la calcinacion completa.

Se dejé enfriar en la mufla, se transferirio al desecador para su completo

enfriamiento y finalmente se determind la masa del crisol con cenizas.

C. Determinacion de Acidez titulable (Método FQ-AL/CMH-012)

Procedimiento usual para determinar la concentracion total de &cidos, este método
se basa en una titulacion con una solucion valorada de hidroxido de sodio en presencia de

fenoftaleina como indicador. “®

En el caso de algunos productos coloridos, se puede dificultar la determinacion del
punto final de la titulacion utilizando el método de rutina, por lo tanto se recomienda

seguir el método potenciométrico. “®

Se pes6 10.00 g de muestra triturada y homogenizada, se transfirié a un vaso de
precipitados de 200 mL de capacidad previamente estabilizados, se adicioné 100 mL de
agua destilada para luego agitar la suspension por 1 hora, posteriormente se filtro hasta

obtener 50 mL de alicuota.

Se tituld con NaOH 0.1 N, hasta obtener un viraje de color rosa palido permanente.
Utilizando como indicador 1 mL de fenolftaleina al 1% y se anotaron los mililitros
gastados.

D. Determinacién de proteinas (Método FQ-V-011)

Este método se basa en la descomposicion de los compuestos de nitrégeno
organico por ebullicion con &cido sulfurico. El hidrégeno y el carbén de la materia
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orgénica se oxidan para formar agua y bidxido de carbono. El acido sulfdrico se
transforma en SO2, el cual reduce el material nitrogenado a sulfato de amonio. El
amoniaco se libera después de la adicion de hidroxido de sodio y se destila recibiendose
en una disolucion al 2% de acido bodrico. Se titula el nitrégeno amoniacal con una
disolucion valorada de &cido, cuya normalidad depende de la cantidad de nitrégeno que
contenga la muestra. En este método de Kjeldahl-Gunning se usa el sulfato de cobre como
catalizador y el sulfato de sodio para aumentar la temperatura de la mezcla y acelerar la

digestion. “7)

Se determind la masa, en la balanza analitica, de aproximadamente 1.00 g de
muestra y pasarla a un balon Kjeldahl, se afiadié 2.00 g de sulfato de cobre, 10.00 g de

sulfato de sodio anhidro, 25 mL de acido sulfarico y unas perlas de vidrio.

Se prepard un blanco con 0.18 g de triptofano.

Se coloco el matraz en el digestor y se calento cuidadosamente a baja temperatura
hasta que todo el material esté carbonizado, se aument6 gradualmente la temperatura hasta
que la disolucion esté completamente clara y se dejo por 30minutos mas a esa temperatura.

Se enfrio y se afiadié de 400 a 450 mL de agua para disolver completamente la

muestra, se agrego 3 granulos de zinc y 50 mL de hidroxido de sodio 50%.

Inmediatamente se conecté el matraz a un sistema de destilacion, el cual
previamente se le ha colocado en la salida del refrigerante un matraz Erlenmeyer con 50

mL de acido borico y unas gotas del reactivo Shiro Tashiro como indicador.

Se procedio a destilar hasta que haya pasado todo el amoniaco, que unas gotas de
destilado no den alcalinidad con el papel tornasol, aproximadamente 300 mL.
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Las primeras gotas de destilado hacen virar el color del indicador de violeta a
verde. Se retird el matraz recibidor y finalmente se tituld el destilado con acido clorhidrico
0.1 N.

E. Determinacion de grasa (Método FQ-AL/CMH-009)

Este método se basa en la hidrolisis acida del complejo proteina - grasa, en donde
los acidos hidrolizados retienen la grasa extractable, posteriormente la grasa es extraida

con una mezcla de éter, el cual es evaporado y la grasa es determinada directamente. “®)

Se introdujeron los dedales dentro de los vasos previamente estabilizado, se taro y
pes6 10.00 g de muestra, luego agregamos 60 mL de éter etilico a cada vaso, para

posteriormente ser colocados en el equipo extractor con solvente.

Se esperod a que se termine todo el proceso de extraccion, luego se retiraron los
vasos con los dedales y los llevamos al desecador por 1 hora, anotamos hasta peso

constante de los vasos.
F. Determinacion de fibra (Método FQ-V-022)

Este método se basa en la digestion &cida y alcalina de la muestra obteniéndose un

residuo de fibra cruda y sales que con calcinacion posterior se determina la fibra cruda. “°

A 2.00 g de muestra se le extrajo la grasa, se transferirio a un vaso de precipitados
de 400 mL de capacidad, previamente estabilizados donde se coloc6 200 mL de acido

sulfurico al 1,25 % al cual se le llevo a ebullicién durante 30 minutos.

Se retird el vaso y se procedio a filtrar, enjuagandolo con agua destilada hirviendo
hasta que el agua de lavado tenga un pH igual al del agua destilada, se retiraron los
filtrados y se transfiri6 el residuo al vaso de precipitado con ayuda de 200 mL de NaOH

al 1.25 % lo cual se llevé a ebullicion exactamente durante 30 minutos.
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Se retird el vaso, se pes6 un papel filtro y se procedié a filtrar en Bushner,
enjuagandolo con agua destilada hirviendo hasta que el agua del lavado tenga un pH igual
al del agua destilada, se transfirio el papel filtro con el residuo a una luna de reloj y se
Ilevé a la estufa a 130° C durante 30 minutos, luego se retird la luna de reloj, se enfrié y
se determiné su masa, posteriormente se colocé el papel filtro con la muestra seca a un
crisol previamente estabilizado y pesado el cual se llevé la mufla a 600°C hasta ser

calcinado, finalmente se retird el de la mufla, se enfrio y se determiné su masa.

2.4.1.5. ESTABILIZACION Y DESECACION

Para la estabilizacién de los rizomas de Curcuma longa L. (palillo) recolectadas,
primero se procedio a lavarlas para eliminar residuos, luego se desinfecté con una solucion

de hipoclorito de sodio al 0.2%, se enjuagaron con agua destilada.

Se procedié a fraccionar en partes pequefias para lograr un mejor secado y
dispuestas en bandejas para ser sometidas a calor seco a una temperatura de 45°C por 72
horas. (Ver Figura N° 2.2)

Figura N° 2.2: Estufa con Curcuma longa L. (palillo)

Fuente: Elaboracion propia
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Una vez estabilizada los rizomas de Curcuma Longa L. (palillo), fue dispuesto
sobre papel Kraf, y se realiz el proceso de desecacion a temperatura ambiente, el cual

fue cambiado cada dos dias.

Este proceso se llevo a cabo en ambientes ventilados y protegido de la luz solar

durante una semana.

2.4.1.6. MOLIENDA'Y ALMACENAMIENTO

Los rizomas de Curcuma longa L. (palillo) desecados se sometieron a una
molienda
hasta la obtencion de un polvo fino, el cual se guardé en un frasco de vidrio ambar,

limpio, seco, rotulado y cerrado herméticamente, para su posterior uso.

2.4.2. METODO DE OBTENCION DE LOS EXTRACTOS.

La extraccion es un método de mayor importancia dentro de las operaciones
farmacéuticas, por el cual se obtienen los principios activos de la planta de una manera
mas concentrada, existen diferentes métodos para extraer los principios activos contenidos
en dicha planta, los cuales necesitan de un liquido extractivo que va a depender del

procedimiento técnico y de la naturaleza quimica del principio activo ©

Se realizé en los laboratorios de farmacognosia H-102 de la facultad de ciencias
farmacéuticas, bioquimicas y biotecnoldgicas de la Universidad Catélica de Santa Maria

mediante el método de extraccion continua Soxhlet.

2.4.2.1. EXTRACCION POR SOXHLET.

Se basa en la extraccion continua hasta agotamiento de una muestra por medio de
un solvente apropiado a ebullicion para finalmente obtenerse el extracto que contiene los
componentes solubles de la planta. 05
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Se procedi6 a pesar 10.00 g de rizoma previamente pulverizadas de Curcuma
Longa L. (palillo), se empacé en papel filtro atado con pabilo (llamado cartucho) y fue
colocado en el cuerpo extractor, paralelamente en el baldn se colocé 200 mL del solvente

indicado (Etanol, Eter de petréleo y N-butanol), procediéndose a armar el equipo Soxhlet.

Se ejecutaron varios ciclos de extraccion para cada uno de los solventes hasta

agotamiento de la droga, fueron realizadas a las siguientes temperaturas:

Extraccion con Etanol 96°: Se realiz6 por 8 horas a temperatura de 78.4°C siendo

el punto de ebullicién del solvente, ejecutdndose 15 ciclos.

Extraccion con Eter de petroleo: Se realiz6 por 5 horas a temperatura de 40°C

siendo el punto de ebullicion del solvente, ejecutandose 20 ciclos.

Extraccion con N-butanol: Se realizo por 12 horas a temperatura de 117°C siendo

el punto de ebullicion del solvente, ejecutdndose 10 ciclos. (Ver figura N° 2.3)

Dicho procedimiento se realiz6 por quintuplicado para cada solvente.
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Figura N° 2.3: Extraccion por Soxhlet

Fuente: Elaboracion propia
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2.4.2.2. DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION

El porcentaje del rendimiento de extraccion o el porcentaje de solidos solubles se
fundamenta en determinar la diferencia de peso al evaporar el solvente del extracto

obtenido. 42

Cuando se concluye la extraccion de los componentes del rizoma de Curcuma
longa L. (palillo) provenientes de la extraccion con el equipo Soxhlet las cuales fueron
arrastradas por los solventes utilizando (etanol, n-butanol y éter de petréleo), se llevaron
los extractos a los vasos de precipitados previamente estabilizados y pesados, se llevaron
a bafio maria hasta sequedad total, para finalmente ser pesados y determinar su porcentaje
de rendimiento por diferencia de pesos. El porcentaje de rendimiento se determina por la

siguiente ecuacion:

peso del extracto seco

%RE: X
peso de la muestra seca

2.4.2.3. ANALISIS ORGANOLEPTICO DE LOS EXTRACTOS DE Curcuma
longa. L (palillo)

En este apartado nos centraremos en las caracteristicas organolépticas de los
extractos de etanol, n-butanol y éter de petréleo de la Curcuma longa L. (palillo),

tomandose en cuenta los siguientes caracteres: color, olor y aspecto.

2.4.3. METODO DE SEPARACION E IDENTIFICACION DE COMPONENTES
POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

La cromatografia en capa fina o pelicula fina 0 mas cominmente llamada TLC, es
una técnica muy empleada para la separacion, identificacion y determinacion de
componentes puros de una mezcla en base a la diferencia de propiedades fisicas de
aquellos, debido a su simplicidad, bajo costo relativo, alta sensibilidad y velocidad de

separacion. &2
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La CCF funciona en el mismo principio que toda cromatografia: un compuesto
tendré afinidades diferentes para las fases mavil y estacionaria, y esto afecta la velocidad
a la que migra. El objetivo de la CCF es obtener puntos bien definidos y bien separados.
(53)

Fase estacionaria: Esta fija en una columna o en una superficie plana de vidrio.

Est& conformada por placa de silica gel 20 x 15.

Fase movil: Se desplaza sobre o a través de la fase estacionaria, acarreando una
mezcla de disolventes en la que se encuentra el analito.

Una vez obtenida el porcentaje de rendimiento de los 3 extractos se procede a
seleccionar el de mayor rendimiento, para identificar por CCF la mayoria de los

compuestos de metabolito secundarios presenten en el rizoma de naturaleza polar.

2.4.3.1. PREPARACION DE FASE MOVIL Y REVELADORES.

Con el fin de identificar a los metabolitos secundarios presentes en el extracto
etanolico de Curcuma longa L. (palillo) se realizaron las siguientes mezclas de disolventes
empleados para la construccion de la fase movil con sus correspondientes reveladores.

Son como se muestran a continuacion.

A. ldentificacion general.

Para la identificacion general se preparé una fase movil de acetato de etilo:
metanol: agua, relacion (90: 20: 10) y se uso el revelador acido sulfarico al 5 % y vainillina

al 1% en etanol.

B. lIdentificacién de curcuminoides.

Para la identificacion de curcuminoides se prepard una fase movil de cloroformo:

metanol: acido acético glacial relacion (95: 5: 1) y se observaron a luz UV 254 nm.
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C. ldentificacién de taninos

Para la identificacion de taninos se preparé una fase movil de metanol: agua,

relacién (70: 30) y se usé el revelador cloruro férrico 1% en etanol.

D. Identificacion de flavonoides

Para la identificacion de flavonoides se prepard una fase mavil de acetato de etilo:
acido acético: acido formico: agua, relacion (60: 10: 10: 20) y se uso el revelador cloruro

de aluminio al 5% en etanol.

2.4.3.2. DESARROLLO CROMATOGRAFICO

Se colocd un volumen adecuado de la fase movil en cubas cromatografias de

vidrio, se esperaron un tiempo de 15 a 20 minutos para garantizar la saturacion de medio.

Por otro lado, se procedio a realizar el sembrado en las placas de silica gel que
fueron cortadas en pequefios cromatofolios de 10 x 2 cm, con el uso de un lapiz sefialamos
la linea de sembrado para delimitar la placa posteriormente fueron puestas en contacto con
la fase movil hasta que su accenso este aproximadamente 1 cm del extremo superior de
las placas. Una vez secas se procedié a llevar las placas a luz UV vy a identificacion con

reveladores quimicos. (Ver figura N° 2.4)

Figura N° 2.4: Desarrollo Cromatografico de Curcuma longa L. (palillo)

Fuente: Elaboracion propia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

i ~=~CATOLICA
TESIS UCSM —~®  DE SANTA MARIA

2.4.4. PROCESAMIENTO DE LAS CEPAS CLINICAS EN ESTUDIO

Las cepas clinicas aisladas en estudio Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Candida albicans, en cantidad de 27 unidades fueron obtenidas de distintos nosocomios.

Para mantener estables las cepas clinicas se realiza la conservacion y replicacion

de cepas utilizando diferentes medios de cultivo:

— Agar Mac Conkey para la replicacion de Escherichia coli.
— Agar Manitol salado para Staphylococcus aureus

— Agar Sabouraud para Candida albicans.

Los cultivos y medios de replicacion deben ser considerados de acuerdo con la
naturaleza de cada muestra, de los microorganismos que se investigan y de la flora
saprofita o patdgena que se pueden encontrar. El uso de medios de cultivo adecuados debe
brindar como resultado, el rapido crecimiento de microorganismos viable que
directamente 0 mediante posteriores resiembras formaran colonias aisladas disponibles

para su estudio.

2.4.4.1. PRUEBAS DE IDENTIFICACION.

2.4.4.1.1. Staphylococcus aureus.

A. Fermentacién de manitol.

Se trata de un medio altamente selectivo debido a su alta concentracién salina.®¥

Fue elegido para la conservacion y selectividad del Staphylococcus aureus.

Se sembré en superficie un inoculo denso de la muestra por el método de estria y

se procedid a incubar durante 24 horas a 37 °C.
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Se producira la degradacién del carbohidrato manitol hasta acido, hace virar el

indicador rojo de fenol a un color amarillo lo que diferencia de otros Staphylococcus.

B. Coloracion Gram.

Es un tipo de tincion diferencial empleado en bacteriologia para la visualizacion
de bacterias, sobre todo en muestras clinicas, se utiliza tanto para poder referirse a la
morfologia celular bacteriana, como para poder realizar una primera aproximacion a la
diferenciacion bacteriana. ¢4

Se presentan en racimos irregulares sin flagelos. ¢
Se coloco una asada de bacterias sobre una lamina porta objeto limpia.

Se dejo secar a temperatura ambiente, con la finalidad de que el material no sea

arrastrado durante el proceso de tincion.

Se colocé la lamina sobre un soporte de tincion y fue cubierta con solucién de
cristal violeta por 1 minuto, luego se procedié a lavar la lamina con agua de cafio.

Se cubri6 la lamina con lugol durante un minuto y se procedio a lavar.

Se sostuvo la lamina entre el pulgar y el indice y se bafio la superficie con el

decolorante alcohol acetona hasta no arrastrar mas colorante violeta (10 segundos)

Se cubri6 la superficie de la lamina con safranina por 1 minuto y se procedio a

lavar, se seco al aire a temperatura ambiente.
Se observo al microscopio a 40X y posteriormente a 100X con aceite de inmersion.
C. Prueba de catalasa

La catalasa es una enzima que poseen la mayoria de las bacterias aerobias.

Descompone el perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno. ¢4
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Hay un desprendimiento de burbujas procedentes del oxigeno lo cual indica que
la prueba es positiva, esta diferencia a los Staphylococcus de los Streptococcus que son

catalasa negativa ¢4

Se coloco en una ld&mina portaobjeto una colonia, se agrego 2 gotas de peroxido de
hidrogeno al 3%.

D. Prueba de la coagulasa

La coagulasa es una proteina producida por varios microorganismos que permite
la conversion del fibrindgeno en fibrina. Es la principal caracteristica que diferencia al

Staphylococcus aureus las demas especies no producen esta enzima ¢4

En un tubo de ensayo estéril se coloc6 0.5 mL de plasma y con el aza de col, se
colocé una colonia de Staphylococcus aureus y se mezcl6 por rotacion suave del tubo
evitando remover o agitar el contenido, se coloco el tubo en la incubadora a 37°C por 4

horas, hasta la formacion de un coagulo visible se considera una reaccion positiva. 6

2.4.4.1.2. Escherichia coli.

A. Agar Mac Conkey

Es un medio de cultivo selectivo y diferencial para bacterias disefiado para aislar
selectivamente bacilos Gram negativos y entéricos. Fue elegido para la conservacién y

selectividad de la Escherichia coli. ©¥

Se sembro por el método de estria la muestra de Escherichia coli en placa de agar
Mac Conkey y se dejé en la estufa a 37°C por 24 horas.

Las bacterias fermentadoras de lactosas se observan de color rosado con o sin zona
de precipitado alrededor, mientras que las no fermentadoras de lactosa se observan

incoloras o transparentes. ¢4
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B. Triple azucar hierro (TSI)

Este medio se utiliza para determinar la capacidad de los bacilos Gram negativos
para fermentar lactosa, sacarosa y glucosa, asi como para determinar su capacidad de

producir H2S (4cido sulfarico) y gas.®4

El tubo contiene dos camaras de reaccion, en la parte inclinada (pico de flauta) se
fermenta la lactosa y la sacarosa y en la parte profunda se fermenta la glucosa. Se puede
fermentar los tres azucares o uno de ellos lo cual dependeréa del microorganismo que se
estudie.¥

Se sembré de Escherichia coli en agar TSI (pico — fondo) mediante el método de
siembra de picadura y estria, luego se dejo en la estufaa 37°C por 24 horas, posteriormente
se observo el color en el medio.

Si es K/K, se observa tubo color rojo, no fermenta ninguno de los azucares. ¢4

Si es A/A, se observa todo el tubo de color amarillo, fermenta la glucosa, lactosa

y sacarosa, con produccion o no de gas. %

Si es K/A, se observa el tubo en la parte inclinada color rojo y amarillo el fondo,
fermenta solo la glucosa, con produccion o no de gas, la cual se representa con (G) si es

abundante y (g) si es poca. ®¥

Si es K/A+, se observa el tubo parte inclinada rojo y amarillo el fondo, fermenta
la glucosa, con produccion de H2S la cual se representa por (+), con produccion o no de

gas, la cual se representa con (G) si es abundante y (g) si es poca. ¢4
C. Agar lisina hierro (LIA)

Es un medio para detectar enzimas que descarboxilan o desaminan la lisina en
bacilos Gram negativos. Adicionalmente detecta enzimas que producen sulfuro de
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hidrégeno y gas proveniente de la glucosa. No existen Enterobacterias que posean las dos
enzimas (descarboxilasa y desaminasa de la lisina) por lo que sélo se tiene que observar,

0 una de ambas reacciones o la ausencia de ambas. ©%

Se sembro la muestra de Escherichia coli en agar LIA (pico fondo) mediante el
método de siembra 3 veces picadura y 1 estria, luego se dejé en la estufa a 37°C por 24

horas y se observo el color en el medio.

Si es K/K, se observa tubo color violeta, descarboxilacion de la lisina con
produccion o no de gas, la cual se representa con (G) si es abundante y (g) si es poca. Se

interpreta lisina positiva. ¢

Sies R/A, se observa tubo color rojo superficie y amarillo fondo, desaminacién de
la lisina, con produccién o no de gas, la cual se representa con (G) si es abundante y ()

si es poca. Se interpreta lisina desaminasa. ¢4

Si es K/K+, se observa tubo color violeta superficie y negro fondo,
descarboxilacion de lisina, con produccion de H2S la cual se representa por (+), con

produccion o no de gas, la cual se representa con (G) si es abundante y (g) si es poca. ®¥

Si es K/A, se observa tubo color violeta en la superficie y amarillo en el fondo, el
color amarillo se debe a la fermentacion de glucosa. Puede haber o no produccion de gas.

Se interpreta lisina negativa. Quiere decir que no descarboxilo ni desamino la lisina. ®¥
D. Caldo peptonado (INDOL)

Mediante esta prueba se detecta la liberaciéon de indol en un cultivo bacteriano.
Dicha liberacion se debe a la degradacion del aminoacido triptéfano mediante el enzima

triptofanasa. ¢

Se cargo el aza de cole con la muestra de Escherichia coli y se le agrego al caldo
peptonado agitandolo y se dejé en la estufa a 37°C por 24 horas.
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Luego de la incubacion se agregd una gota del reactivo de Kovacs.

Se observara un anillo de color rojo en la superficie del caldo lo cual indica la

presencia de la enzima triptofanasa por lo tanto la prueba es considerada positiva. ¢
E. Prueba de rojo de metilo - Voges Proskawer (MR-VP)

En el medio de cultivo, la pluripeptona aporta los nutrientes necesarios para el

desarrollo bacteriano y la glucosa es el hidrato de carbono fermentable. ¢4

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, &cido 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
adicién de alfa naftol e hidroxido de potasio para evidenciar la presencia de productos

finales neutros. ¢4

Se in6culo el caldo MR-VP e incubo por 48 horas a 37°C.

Luego de finalizado el tiempo de incubacion se transfirio 1 mL de caldo para

Voges Proskawer.

En el caldo restante se revelé con rojo de metil, agregando 4 a 8 gotas del indicador
rojo de metilo.

Para el revelar Voges-Proskawer se agregd 10 gotas de alfa naftol al 5% y 1 gota
de hidroxido de potasio al 5%.

Se agito cuidadosamente para exponer el medio al oxigeno atmosférico y se dejo
reposar por 10 a 15 minuto.
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F. Prueba de agar Citrato de Simmons.

Determina la capacidad de un microorganismo de utilizar el citrato como unica
fuente de carbono. Un viraje de color verde al azul marino y crecimiento en la superficie

da una reaccion positiva, de lo contrario es negativa. 4

Se sembr¢ 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

y se observo el color del medio.

2.4.4.1.3. Candida albicans.

La identificacion para hongos como Candida albicans, se realizé mediante pruebas
microbioldgicas de identificacion especificas. ¢

A. Agar Sabouraud

Medio de cultivo recomendado para el aislamiento y desarrollo de hongos,

particularmente los asociados con infecciones cutaneas (piel, pelo, etc.).®%

Se tomd una asada de la cepa en estudio y se procedié a sembrarla en una placa
con agar Sabouraud por el método de estria, se dejo a medio ambiente por 48 horas y se

observo crecimiento del microorganismo.
B. Tincion Gram.
Técnica rapida que nos permitia la identificacion de la cepa Candida albicans. ¢4

Se colocd una azada de suero fisiologico y una colonia levaduriforme; disgregue

suavemente sobre una ldmina portaobjeto limpia.
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Se dejé secar a temperatura ambiente o pasando suavemente por la llama para
obtener la fijacion del frotis con la finalidad de que el material no sea arrastrado mediante

el proceso de tincion.

Se coloco el preparado sobre un soporte de tincion y se cubri6 la superficie con
solucidn de cristal violeta.

Luego de un de exposicion de cristal violeta, se lavo con pequefio chorro de agua
de cafio y se cubri6 el preparado con yodo de Gram durante 1 minuto.

Se lavo con pequefio chorro de agua de cafio luego se sostuvo el portaobjeto entre
el pulgar y el indice y se bafié la superficie con unas gotas del decolorante alcohol-acetona
hasta no arrastrar mas colorante violeta. Se requiere unos 10 segundos mas o menos.

Se cubrid la superficie con la safranina por 1 minuto, se lavé a chorro débil con
agua de afio, se secd al aire a temperatura ambiente y se observé al microscopio en 40 X
y 100 X.

C. Examen directo.

El examen directo de una cepa clinica correctamente tomada es el medio mas
simple y répido, la microscopia sigue siendo una de las herramientas mas antiguas y Utiles

ya que la mayoria de los hongos se pueden detectar sin tincion. ¢4

Se cogi6 una asada de la colonia mas aislada y se colocé sobre un portaobjeto, al
cual se le agrego 2 gotas de hidroxido de potasio al 10%, posteriormente se le coloco un

portaobjeto para poder observarlo al microscopio de 10X hasta 40X.

D. Prueba del tubo germinativo

La prueba del tubo germinal, conocida como prueba de filamentacién en suero,
solo Candida albicans es capaz de producir verdaderos tubos germinales. ¢4
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Se tomd un in6culo muy pequefio de una colonia aislada de levaduras y se
suspendid en 0.5 mL de suero humano normal, los tubos inoculados se incubaron a 35°C
durante 3 horas, luego de la inoculacion, se colocé 1 gota de la suspension de levaduras
en un portaobjeto limpio, se le colocd un cubreobjetos y se examina con bajo poder

luminoso, en busca de tubos germinativos.

2.4.5. DETERMINACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO
DE Curcuma longa L. (palillo).

El efecto antimicrobiano es una de las tantas armas con las que contamos en el

laboratorio para determinar si una droga tiene efecto sobre ciertos microorganismos.

Los métodos para evaluar el efecto antimicrobiano estan clasificados, en dos
grupos principales: métodos de dilucién, métodos de difusion, los cuales utilizamos en el
extracto de Curcuma longa L.(palillo) sobre cepas clinicas de Staphyloccocus aureus,
Escherichia coli y Candida albicans.

2.4.5.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA
MINIMA (CIM).

Es definida como la menor concentracion en la que un antimicrobiano inhibe el

desarrollo de los microorganismos. Se realizé por el método de dilucion en tubo. ¢

2.4.5.1.1. METODO DILUCION EN TUBO

El método de dilucion en tubo consiste en atacar al microorganismo de interés con

agentes antimicrobianos en un medio liquido (caldo de cultivo). ¢4

En cada agente patdgeno se prueba la sustancia activa a distintas concentraciones.
El rango de concentracién es probado para cada antimicrobiano que se encuentra disuelta

en los tubos de ensayo con medios de cultivo bacteriano. Posterior a la incubacién se
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determina cual es el tubo que no se aprecia turbidez por lo tanto da la concentracion
inhibitoria minima de la sustancia que se requiere, para no producir el desarrollo de
microorganismos, pero puede darse el caso que el extracto a investigar imposibilite la
correcta visualizacion del crecimiento microbiano por lo que se procede a sembrar en

placas. ¢

A. Preparacion de la solucion madre del extracto etanolico de Curcuma longa L.

(palillo).

Se prepard una solucion del extracto etandlico de Curcuma longa L. (palillo)
obtenido por el método de extraccién por Soxhlet a una concentracion de 10 mg/mL y de

100 mg/mL a estas soluciones las denominamos solucién madre. (Ver figura N° 2.5)

Se utiliz6 Tween 20 a | % para diluir completamente la solucién madre, al cual se

le realiz6 un blanco para descartar que presente efecto antimicrobiano. (Ver Anexo 4.)

Para la concentracion de 10 mg/mL, se prepard con 1.5 g de extracto seco en agua
destilada c.s.p 150 mL.

Para la concentracion de 100 mg/mL, se utilizo 1.5 g del extracto seco en agua

destilada c.s.p 15 mL.

Figura N° 2.5: Solucién Madre
Fuente: Elaboracion propia
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B. Preparacion de indculo.

Se seleccion0 4 a 5 colonias de las cepas en particular (Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Candida albicans).

Se toco la superficie de cada colonia con una aza de siembra y se transfiere a un
tubo que contenga 5 mL de caldo peptonado.

Para el caso de la preparacion del indculo se utiliz6 el mismo procedimiento para
las diferentes cepas estudiadas.

Se ajusto la turbidez del in6culo con caldo peptonado hasta que se obtuvo la

turbidez equivalente al tubo 0.5 de la escala de MacFarland la que equivale a 10 8
UFC/mL.

Luego se procedi6 a realizar una dilucion 1/100 del inoculo para obtener una
solucion 10° UFC/mL.

Para realizar este paso correctamente se debe usar luz apropiada y colocar los tubos
contra un fondo blanco con lineas negras como contraste.

Figura N° 2.32: Turbidez a la escala de Mac Farland

Fuente: Elaboracion propia.
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C. Preparacion de las diluciones

El recuento por dilucion proporciona una idea del nimero de organismos vivos
presentes en una muestra que son capaces de multiplicarse en un medio liquido
determinado. Se basaen encontrar el nimero de microorganismos por unidad de volumen,

hasta asegurar que después de la incubacion se obtenga un resultado cuantificable. ¢4

Una vez obtenido el extracto etandlico que fue elegido por su alto porcentaje de
rendimiento se empez0 a realizar las diferentes diluciones. Se trabajo con una cantidad
total de 27 microorganismos, siendo 9 cepas por cada especie: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Candida albicans, procedentes de los 3 diferentes establecimientos de

salud de la ciudad de Arequipa.

Se agregd a cada tubo los mililitros necesarios de la solucion de extracto madre de

acuerdo a la concentracion final.

Posteriormente a cada tubo se le agrego del 1000 uL de indculo, turbidez
equivalente al tubo 0.5 de la escala de MacFarland la que equivale 10 UFC/mL.

Luego se agrego la cantidad de caldo peptonado para estandarizar los volumenes,

obteniendo 2 mL para cada tubo.

Luego se procedié a incubar por 24 horas a 37°C, para exponer a los

microorganismos en estudio con el extracto.
Una vez finalizado la incubacion, se observo la turbidez, se determiné del punto
de quiebre y se anotaron los resultados segun las tablas realzadas (Ver tabla N° 2.1 y N°

2.2)

Este procedimiento se repiti6 para cada uno de los microorganismos en estudio.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

TABLA N° 2.1. Diluciones a una concentracion de 10 mg/mL de la solucion madre.

CARACTERISTICAS TUBOS

1,2 3,4 56|78 9 10
Sol 10 (mg/mL) 01/02 03,04 /05|06 0708 09| 1
Caldo (mL) 09 08|07 06 05, 04/03/02/01 0
In6culo 10° (mL) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Vol. Final (mL) 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Concentracion final
manL) 05 1 15 2 25 3 |35 4 45 5
Incubar a 37° C por 24 horas

Fuente: Elaboracion propia

TABLA N° 2.2. Diluciones a una concentracion de 100 mg/mL de la solucion madre

CARACTERISTICAS TUBOS

1 2 3 4 5 6 . 8 9 | 10
Sol 100 (mg/mL) 01, 02,03 04 05/06/07/08|09| 1
Caldo (mL) 09/08 07 06|05 04/03/02 /01 0
In6culo 10° (mL) 1 1 1 1 1 1 il 1 1 1
Vol. Final (mL) 2 2 * 2 2 2 2 2 2 2
Concentracion final | 5 | 10 | 15 | 20 25 | 30 | 35 | 40 45 | 50
(mg/mL)
Incubar a 37° C por 24 horas

Fuente: Elaboracién propia

2.4.52. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA
MINIMA (CBM) Y CONCENTRACION FUNGICIDA MINIMA (CFM).

Es la Concentracion donde la sustancia en investigacion produce la muerte del 99.9
% de las bacterias en estudio. %
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2.4.5.2.1. METODO DE DILUCION EN PLACA.

Se basa en sembrar en medio sélido los tubos inferiores a la concentracion minima

inhibitoria, lo cual determina la concentracién minima capaz de matar al microorganismo.
(54)

Se preparo los agares selectivos para cada cepa en estudio: agar manitol salado,
agar Sabouraud y agar Mac Conkey, una vez autoclavado se procedio a plaquear en placas

Petri estériles y se incubaron para verificar que el preparado esté libre de patdgenos.

Una vez que el medio adquiri6 consistencia adecuada se procedio sembrar a partir

de los tubos donde hubo punto de quiebre y no se observo turbidez.

Se dejo incubar por 24 horas a 37°C.

Se observo la inhibicion o crecimiento microbiano, luego se procedio a indicar el

punto de ruptura en las placas donde no hubo crecimiento.

2.4.6. ANALISIS ESTADISTICO

Para el ordenamiento, interpretacion y analisis estadisticos de los datos, se utilizd
el software Excel y Minitab para lo cual se utilizaron los siguientes instrumentos

estadisticos. ¢

2.4.6.1. MEDIDA DE TENDENCIA CENTRAL.

En medida de tendencia central se determin6é mediante calculos con los parametros

de promedio, moda y mediana.
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2.4.6.2. MEDIDA DE DISPERSION.

2.4.6.2.1. DESVIACION ESTANDAR. (D.S.)

Se determind la medida del grado de dispersién de los datos con respecto al valor

promedio. %

Donde:

> sum significa "suma de"

x es un valor de un conjunto de datos.

X es la media del conjunto de datos

n es el nimero de puntos de datos.

2.4.6.2.2. VARIANZA

Se determind la media de las diferencias con las medias elevadas al cuadrado. Se

calculé sacando el cuadrado de la desviacion estandar: ¢2. 5

2.4.6.3. PRUEBAS DE HIPOTESIS

2.4.6.3.1. ANOVA (analisis de varianza).

Prueba que se utiliz6 para determinar la diferencia significativa entre K nimero de
grupos para contrastar la hip6tesis nula de que las medias de distintas poblaciones

coinciden. ©®

En esta prueba de significancia se demostré estadisticamente si el efecto hallado

al aplicar los tratamientos es debido a los mismos o a otros factores fuera del tratamiento.
(56)
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FdeV SC GL |CM FC

Entre grupos

Dentro de grupos

Total

Doénde:

F de V = fuentes de variable
GL = grados de libertad

FC = prueba F

SC = suma de cuadrados

CM = cuadrados medios

P>0.05: diferencia no significativa.

P<0.05: diferencia significativa.
2.4.6.4. PRUEBA DE ESPECIFICIDAD

2.4.6.4.1. TEST DE TUKEY

Sirve para probar todas las diferencias entre medias de tratamientos de una
experiencia. Se aplicd una vez obtenido los datos del analisis de varianza (ANOVA), es
decir si en el andlisis de varianza los resultados obtenidos para los grupos sea una
diferencia significativa a los diferentes tratamientos. Se procedié a averiguar

estadisticamente cual de ellos fue mas eficiente o mas especifico. ¢°

De no hallarse significancia en la prueba de analisis de varianza (ANOVA) no sera

necesario realizar el test de Tukey.
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En el siguiente capitulo se dara a conocer los diferentes resultados obtenidos en la
investigacion con la finalidad de detallar todos los procesos que se trabajaron, donde se
Ilegd a demostrar el efecto antimicrobiano del extracto de Curcuma longa L. (palillo)

frente a cepas clinicas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans.

3.1. PROCESAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

La Curcuma longa L. (palillo) se obtuvo de una Eco Huerta de la ciudad de Puerto
Maldonado, provincia de Tambopata del departamento de Madre de Dios, una vez
trasladados a los laboratorios de la Universidad Catdlica de Santa Maria de la ciudad de

Arequipa.

3.1.1. IDENTIFICACION DE LA ESPECIE VEGETAL.

La Curcuma longa L. (palillo) fue llevada al Instituto Cientifico Michael Owen
Dillon (IMOD) de Arequipa, donde identificaron la especie vegetal como Cdrcuma longa
L. (Zingiberaceae), procedente de la ciudad de Puerto Maldonado, provincia Tambopata
y departamento de Madre de Dios, a los 12° 35,59’ LS-69° 11,34> LO y a 139 m de

elevacion. (Ver Anexo 1.).

3.1.2. CARACTERISTICAS FISICAS DE Curcuma longa L. (palillo)

La Curcuma Longa L. (palillo) es un tallo subterraneo que presenta las siguientes
caracteristicas. (ver tabla N° 3.1)
TABLA N° 3.1: Analisis organolépticos

Color Amarillo anaranjado

Sabor Picante, ligeramente amargo
Olor Aromatico sui géneris
Aspecto Cilindrico , rugoso

Fuente: Elaboracion propia
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Figura N° 3.1: Curcuma longa L. (palillo)

Fuente: Elaboracién propia

En la figura N° 3.1. Se observa una caracteristica principal del rizoma que es su
coloracion amarillo intenso, probablemente se deba a la presencia de curcumina que es

principio activo de la Curcuma longa L. (palillo)

3.1.3. ANALISIS FISICO-QUIMICO DE Curcuma longa L. (palillo)

Con los analisis fisico-quimicos realizados se obtuvo la caracterizacion de los
rizomas cultivados en el departamento de Madre de Dios (Ver Anexo 2.), encontrando
diferencias con reportes de otra region de otros Paises ¢ 58

Debido a las caracteristicas ambientales y fisioldgicas de los rizomas, se podria
pensar en el hecho, de ser cultivados en una region mas himeda con temperaturas mas
altas, estos parametros pueden alteran las composiciones quimicas tal como se pudo

observar en los rizomas de las tres regiones. (Ver tabla N° 3.2).

La composicién quimica de la planta es variable segin el cultivar, se podra
encontrar diferentes porcentajes de metabolitos secundarios. @
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TABLA N° 3. 2. Composicion fisico-quimica

Parémetras Madre de Dios Quindio Portuguesa
(Peru) (Colombia) (Venezuela)
Humedad (%) 88.75 84.73 72.63
Cenizas totales (%0) 1.35 3.90 1.40
Grasas totales (%) 0.95 0.051 7.54
Fibra (%) 2.10 11.88 8.35
Acidez titulable (%) 0.01 - -
Proteinas (%) 14.53 - -

Fuente: Elaboracién propia

3.2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE Curcuma longa L. (palillo)

Una vez obtenida la muestra de Curcuma longa L. (palillo) se procedi6 a realizar
la extraccion con solventes de diferentes polaridades los cuales fueron etanol, n-butanol y

éter de petroleo.

Estas extracciones se llevaron a cabo por el método de Soxhlet, colocando 10.00
g del rizoma de Curcuma longa L. (palillo) con 200 mL de cada uno de los solventes

mencionados extrayendo hasta agotamiento de la muestra.

Posteriormente los extractos obtenidos fueron llevados a evaporacion a bafio
maria. Luego de obtener los extractos secos se procedio a realizar los célculos para la

determinacion de sus respectivos porcentajes de rendimiento. (Ver Anexo 3.)

3.2.1. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LOS EXTRACTOS DE

Curcuma longa L. (palillo)

Los extractos de Curcuma Longa L. (palillo) presentaron las siguientes

caracteristicas. (ver tabla N° 3.3)
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TABLA N° 3.3. Caracteres organolépticos.

CARACTERISTICAS

TIPO DE EXTRACTO

ETANOLICO ETEREO N-BUTANOLICO
Color Amarillo —naranja intenso | Amarillo palido Amarillo
. Ligeramente Aromatico
Olor Fuertemente aromatico . o
aromatico Sui géneris
Aspecto Extracto seco. Extracto seco. Extracto seco.

Fuente: Elaboracién propia

i i

Etanol ~ | N-butanol

\

Eter de

petréleo

1 %

Figura N° 3.2 Extractos de Curcuma Longa L. (Palillo)

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura N° 3.2, el extracto etandlico presenta una coloracién amarillo naranja

intenso probablemente se deba a la presencia de su compuesto principal Ilamado

curcumina a diferencia del extracto de éter de petréleo que es amarillo palido y al del

extracto de N-butanol que es amarillo naranja de poca intensidad.

3.2.2. RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS DE Curcuma longa L. (palillo)

Los extractos de Curcuma longa L. (palillo) obtenido por el método de Soxhlet se

traspasé a vasos de precipitados debidamente tarados para obtener el peso real de cada

uno de los extractos y poder calcular el porcentaje de rendimiento. Los porcentajes de

rendimiento se calcularon utilizando la siguiente formula:
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Pvaso mas coprecipitado—Pvaso vacio

X100

rendimiento = -
Pvaso mas muestra—Pvaso vacio

Para certificar la obtencion de los extractos de Curcuma longa L. (palillo) en
cantidad suficiente, a los tres solventes empleados se le realizaron cinco repeticiones
mediante el equipo extractor Soxhlet obteniéndose un promedio final de los porcentajes
de rendimientos para cada uno de los extractos (etanélico, n-butandélico y éter de petroleo).
(Ver tabla N° 3.4), (Ver Anexo 3.)

TABLA N° 3.4. Porcentaje de rendimiento promedio de los extractos secos de

Curcuma longa L. (palillo)

SOLVENTE | EXTRACTOS | DROGA | EXTRACTO | RENDIMIENTO
(9) SECO (9) (%)
1" extraccion 10.00 1.5102 15.10
2% extraccion 10.00 1.5084 15.08
ETANOL 3@ extraccion 10.00 1.5054 15.05
4t extraccion 10.00 1.5062 15.06
5t extraccion 10.00 1.5104 15.10
1" extraccion 10.00 0.2998 3.00
N-BUTANOL | 292 extraccion 10.00 0.2879 2.88
3" extraccion 10.00 0.3001 3.00
42 extraccion 10.00 0.2981 2.98
5" extraccion 10.00 0.2991 2.99
1@ extraccion 10.00 0.2022 2.02
ETER DE 2% extraccion 10.00 0.2092 2.09
PETROLEO | 37 extraccion 10.00 0.2041 2.04
4ra extraccion 10.00 0.2102 2.10
5ra extraccion 10.00 0.2097 2.10

Fuente: Elaboracion propia
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3.2.3. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS PORCENTAJES DE RENDIMIENTO
DE LOS EXTRACTOS DE Curcuma longa L. (palillo).

Una vez obtenidos los resultados de los porcentajes de rendimiento, procedimos a
realizar un analisis descriptivo, en el cual presentamos los datos principales para observar

las diferencias entre los porcentajes de los tres extractos de Curcuma longa L. (palillo).

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos decir que el porcentaje de mayor
rendimiento es del extracto etandlico obteniendo un promedio de 15.08 % con una
desviacion estandar de 0.02 y un coeficiente de variacion de 0.15%, siguiéndole el extracto
de n-butanol con un rendimiento de 2.97% con una desviacion estandar de 0.05 y un
coeficiente de variacion de 1.72%, por altimo el extracto de éter de petréleo con un
rendimiento de 2.07%, una desviacion estandar de 0.03 y un coeficiente de variacion de
1.81%. (Ver tabla N° 3.5).

TABLA N° 3.5. Analisis estadistico descriptivo de los rendimientos (%) de los
extractos de Curcuma longa L. (palillo) para cada tipo de solvente.

ETANOL  N-BUTANOL | ETER DE PETROLEO
RECUENTO 5 5 5
PROMEDIO (%) 15.08 2.97 2.07
DESVIACION EST. 0.02 0.05 0.03
CV (%) 0.15 1.72 1.81

Fuente: Elaboracion propia

Para la seleccion del solvente a emplear en los métodos posteriores, se realizo el
analisis estadistico de comparacion ANOVA (Ver tabla N° 3.6). El valor F en ANOVA
fue de 155205.88 el cual es mayor a 3.89, esto nos dice que existe al menos una diferencia
entre los grupos. La probabilidad fue menor a 0.05, por lo cual se concluye los porcentajes
de rendimientos obtenidos en el tratamiento de Curcuma longa L. (palillo) con los tres

solventes no es la misma.
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TABLA N° 3.6 Andlisis de variancia de los rendimientos (%) de los extractos de

Curcuma longa L. (palillo) para cada tipo de solvente.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)
Origenes de las | Sumade | Grados de | Cuadrados F Valor | Valor critico
variaciones cuadrados | libertad medios P para F
Entre grupos 527.7 2 263.85 15520 | 1.62 3.89
5.88 | E-27
Dentro de los 0.02 12 0.0017
grupos
TOTAL 527.72 14

Fuente: Elaboracién propia

Una vez obtenido los resultados por el analisis de varianza, se procedid a realizar una

prueba confirmatoria (Tukey).

Primero se realizo de forma manual los célculos para determinar la comparacion
en parejas Tukey que nos dio a conocer si hay igualdad o no entre los grupos estudiados,
el valor en tablas el cual se hallé como resultado del total de grupo y los grados de libertad
del residuo, y nos dio un valor en tablas para Tukey de 3.77, gracias a esta valor pudimos
hallar la d.m.s. el cual fue 0.0689. (Ver tabla N° 3.7). Se usaron las siguientes

afirmaciones:

- |Xa-Xb|> d.m.s. = pa#ub
- |Xa-Xb|< d.m.s. = pa=pb

Segundo se realiz6 los célculos de las medias de los extractos en el programa
Minitab, donde se confirma la diferencia entre los porcentajes de rendimientos obtenidos

con cada solvente. (Ver tabla N° 3.8).
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TABLA N° 3.7 Comparaciones en parejas de Tukey

DE SANTA MARIA

Comparacion |Xa-Xb| |d.m.s. | Conclusion
Extracto etanolico y extracto de n-butanol | 12,11 0,0689 | pa# B
Extracto etanolico y extracto de éter de 13,01 0,0689 | pa #uc
petréleo
Extracto de n-butanol y extracto de éter de | 0,9 0,0689 | UB # Hc
petroleo
Fuente: Elaboracion propia

TABLA N° 3.8 Informacion de agrupacion Tukey
Factor N Media Agrupacion
Etandlico 5 15.0780 A
N-butanol 5 2.9700 B
Eter de petréleo 5 2.0700 C

Fuente: Minitab

Boxplot of Eter de petréleo, N-butanol, Etanol
20

15

10

Mean (%)

e O ——
— @ e

Eter de petréleo N-butanol Etandlico

Extract

Figura N° 3.3: Promedios de los rendimientos (%) de los extractos de Curcuma longa

L. (palillo) para cada tipo de solventes.
Fuente: Minitab
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En la figura N° 3.3, grafica de caja y bigotes la cual muestra los promedios para
cada tipo de solventes asi se ve para el éter de petr6leo un valor de (2.07 £ 0.03) % para
n-butanol (2.97 + 0.05) % y para el extracto con solvente etandlico (15.08 = 0.02) %, con
ello se puede concluir que el extracto etanolico presento mayor rendimiento respecto a los

otros solventes empleados.

Por tal motivo se procedio a elegir a este extracto para realizar el posterior andlisis

en cromatografia en capa fina y su evaluacion microbiologica.

El alto porcentaje de rendimiento del extracto etan6lico de Curcuma longa L.
(palillo) probablemente se deba a que contiene alta cantidad de compuestos fendlicos, la
especie vegetal puede llegar a tener un 8% de curcuminoides segun el cultivar (JEAN
BRUNETON, 2004), los curcuminoides son solubles en etanol, la diferencia

probablemente sean otros compuestos solubles en etanol. ?

3.3. SEPARACION E IDENTIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE CAPA
FINA (CCF)

Una vez obtenido los 3 extractos, se eligio el extracto etandlico debido a su elevado
porcentaje de rendimiento, probablemente debido a un alto contenido de sustancias

polares.

Posteriormente se le realizo la prueba de cromatografia de capa fina y se identificd

los principales metabolitos secundarios presentes en la Curcuma longa L. (palillo).

Armani etal. (2012). Establece que la actividad antimicrobiana de la planta se debe
a la presencia de curcuminoides, terpenos, taninos, flavonoides y alcaloides: ¢% 6061 16)
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3.3.1. IDENTIFICACION GENERAL.

Para la identificacion general se us6 una fase movil de acetato de etilo: metanol:
agua (97:20:10), en esta cromatografia se busco separar compuestos tipo monoterpenos,

diterpenos y triterpenos con grupos funcionales polares.

Figura N° 3.4: CCF general
Fuente: Elaboracién propia

En la figura N° 3.4, resultados obtenidos en la placa cromatografia, donde se
aprecia bandas que van de color violeta palido a azul violeta intenso, que demuestran la
presencia de terpenos en la Curcuma longa L. (palillo). Luego se observan las placas
cromatograficas en una ldmpara UV a una longitud de onda de 254 nm. Se siendo sus Rf
de 0.42, 0.48,0.51, 0.62,0.73y 0.81

Segin H. WAGNER, S. BLADT, 1996, Las correspondientes manchas con un Rf
de 0.51 y 0.81 nos indica que probablemente pertenecen a sesquiterpenos. ©2
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3.3.2. IDENTIFICACION DE CURCUMINOIDES.

Para la identificacion de curcuminoides se usé como fase movil cloroformo:

metanol: acido acético glacial relacion (95: 5: 1) a UV.

Figura N° 3.5: CCF de los Curcuminoides.
Fuente: Elaboracion propia

En la figura N° 3.5, placa cromatografica con bandas de colores amarillos
caracteristicos que pertenecen a la presencia de los compuestos tipos curcuminoides:
curcumina, demetoxicurcumina y bisdemetoxicurcumina. Luego se observa las placas
cromatografias en una ldmpara UV a una longitud de onda de 254 nm. Se siendo sus Rf
los siguientes: 0.33, 0.55 y 0.62.

Los resultados en la evaluacién de los pigmentos presentes en la Curcuma longa

L. (palillo) se identifica la curcumina, por la correspondencia en Rf (H. WAGNER, S.

BLADT, 1996), una mancha muy cercana y debajo corresponde a la demetoxicurcumina,
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que se define con cierta intensidad, y otra de Rf obtenida, corresponde a la

bisdemetoxicurcumina, la que resulta particularmente intensa. ¢

3.3.3. IDENTIFICACION DE TANINOS.

Para la identificacion de taninos se us6 como fase mévil metanol: agua (90:100).

Tns\\,\05

=

Figura N° 3.6: CCF de taninos.
Fuente: Elaboracion propia

En la figura N° 3.6, placa cromatografica con una banda marrén claro. Los colores
caracteristicos que pertenecen a la presencia de taninos varian de color verde a marron
(JEAN BRUNETON, 2004).

Lo que nos indica que probablemente los taninos estan presentes en la Carcuma
longa L. (palillo). Luego se observan las placas cromatografias en una lampara UV a una
longitud de onda de 254. Se siendo su Rf de: 0.42.
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3.3.4. IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES.

Para la identificacion de Flavonoides se us6 como fase movil acetato de etilo: acido

acetico: acido férmico: agua (100:11:11:24).

Figura N° 3.7: CCF de Flavonoides

Fuente: Elaboracion propia

En la figura N° 3.7, Cromatografia de capa fina del extracto etandlico de Curcuma
longa L. (Palillo) presenta manchas de color amarillo naranja, lo cual indicaria la
presencia de flavonoides. Luego se observa las placas cromatografias en una lampara UV
a una longitud de onda de 254. Se siendo su Rf de: 0.20, 0.25y 0.72.

Los flavonoides presentan coloraciones amarillo caracteristico, como también
coloraciones que varian de naranjas y rojas, dependiendo del revelador a usar (JEAN
BRUNETON, 2004).

Los resultados obtenidos de la Cromatografia de capa fina (CCF) del extracto
etanolico de Curcuma longa L. (palillo), se observan los diferentes grupos de metabolitos
secundarios con sus respectivos Rf y colores que se observaron en la placa cromatografica.
(ver tabla N° 3.9)
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TABLA N° 3.9 Resumen de los resultados de la Cromatografia de Capa Fina (CCF)
del extracto etandlico de Curcuma longa L. (palillo)

GRUPOS DE METABOLITOS SECUNDARIOS | RF COLORACION

0.42 violeta pélido
0.48 violeta pélido
_ 0.51 Azul violeta
CROMATOGRAFIA GENERAL (TERPENOS) i -
0.62 Violeta palido

0.73 Azul violeta intenso

0.81 Azul violeta intenso

0.33 Amarillo
CURCUMINOIDES 0.55 Amarillo
0.62 Amarillo
TANINOS 0.42 Marrén claro
0.20 Naranja
FLAVONOIDES 0.25 Naranja
0.72 Naranja palido

Fuente: Elaboracién propia

Segln Villacis J, 2009 el extracto etanolico es el mejor método de extraccion
porque posee una mayor capacidad de extraccion de los metabolitos responsables de la
actividad antimicrobiana, en su mayoria son compuestos con afinidad en solventes polares

como lo es el etanol. ©

Los metabolitos secundarios son responsables de diversas acciones farmacoldgicas
y una de ellas es la actividad antimicrobiana de los taninos, flavonoides y fenoles
(Valencia C. 1995), lo cual queda demostrado en investigaciones realizas por Alzamora
L.et al, 2001 y Afanca E. 2009.
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3.4. PROCESAMIENTO DE LAS CEPAS CLINICAS EN ESTUDIO.

Una vez recolectadas las 9 cepas clinicas por microrganismo de los tres
estableciemitnos de salud de la ciudad de Arequipa, los llevamos al laboratorio 402 de la

Universidad Catdlica de Santa Maria y se procedio a realizar la identificacion biquimica.

3.4.1. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE IDENTIFICACION.

En las pruebas bioguimicas se determinaron las caracteristicas metabdlicas de las
bacterias objeto de identificacion. Estas pruebas requirieron para su lectura el crecimiento

del microorganismo donde se incubaron durante 24 h.

Primero se relizo las pruebas de identificacion para las cepas clinicas de

Staphylococcus aureus y se obtuvieron los siguientes resultados:

El agar manitol salado, es un medio de cultivo selectivo para la identificacion de
Staphylococcus aureus, se observé la degradacion del manitol que es un carbohidrato,
hizo cambiar de color al indicador rojo de fenol a el color amarillo lo cual indico la

acidificacion del medio por el consumo del carbohidrato. (Ver figura N°3.8 - A)

Despues de haber identificado el microorganismo lo primero que se hace para
identificar una bacteria es saber si pertenece al grupo de las Gram positivas 0 Gram
negativas, entonces sabiendo esto se realizo el metodo de tincion Gram para identificarla,
dando como resultado que esta bacteria al tener una capa gruesa de peptido glucano se
tifid de color azul, evitando que se decolore por el alcohol acetona siendo asi una bacteria
del grupo de las Gram positivas. (Ver figura N°3.8 - B)

Para la identificacion de la bacteria Staphyloccocus aures se usé tambien la prueba
la de la catalasa, esta prueba al ser positiva nos muestra especificamente que se trata del

Staphyloccocus aureus, la enzima catalaza desdobla el peréxido de hidrogeno en agua y
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oxigeno dandonos como resultado el desprendimiento de burbujas (ver figura N°3.8 - C),
esta prueba usada en microbiologia es la mas sensilla de hacer para identificarla.

La enzima que estimula la conversion del fibrinogeno en fibrina, comprueba la
facultad de un microorganismo de coagular el plasma por accion de esta enzima, dandonos

como resultado coagulasa positiva. (Ver figura N°3.8 - D)

A. Manitol salado B. Presencia de cocos
Gram positives 40X

D. Coagulasa positiva.

C. Catalasa positiva

Figura N° 3.8: Identificacion bioguimica de Staphylococcus aureus

Fuente: Elaboracion propia.

En el caso de las cepas clinicas de Escherichia coli se obtuvieron los siguientes

resultados:

La bacteria Escherichia coli es un microorganismo Gram negativo, esta
enterobacteria crecio selectivamente en el agar macconkey, formando colonias rojas lo

que nos indico que estuvo fermentando el carbohidrato, (Ver figura N° 3.9 — A)
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Para la correcta identificacion de este microorganismo, se realizéd diferentes

pruebas bioquimicas la cual la diferencia de los otros grupos de enterobacterias.

Una de estas pruebas es la Triple azucar de hierro (TSI) la cual nos dio como
resultado el viraje de color de rojo a amarillo por la acidificacion del medio por el consumo
de los carbohidratos presentes en este, lo cual se expresa con los simbolos de A/A. si el
pico y el fondo del tubo cambiaron de color. (Ver figura N° 3.9 — B).

La prueba de agar lisina hierro (LIA) prueba especifica para bacteria que
descarboxilan la lisina, esta prueba es en tubo en disposicion pico/fondo, como la TSI, el
microorganismo en estudio dio como resultado la descarboxilacion de la lisina, esto se
interpreté como K/K por el viraje del color purpura de bromocresol del medio al color
violeta, esto solo se da en medio acido, si el microorganismo no descarboxila la lisina pero
si fermenta la glucosa el medio cambia al color amarillo y no al violeta, es por eso la
diferencia. (Ver figura N° 3.9 — C)

La prueba SIM, detectd la produccion de indol, movilidad, pero no de azufre en el
medio por parte de la bacteria, nuestra bacteria no mostro formacion de sulfuro ferroso lo
cual lo diferencia de otras bacterias, es indol positivo y presenta movilidad lo cual se ve
por la turbidez del medio, y la formacion del indol por adicién del reactivo de Kovacs

formando un complejo de color rojo. (Ver figura N° 3.9 — D)

Con la prueba de rojo de metilo — VVoges Proskauer se determino la capacidad de
la bacteria de fermentar la glucosa por diferentes vias, nuestra bacteria ferment6 la glucosa
para formar acido, por tal motivo es positivo para rojo de metilo y negativo para Voges
Proskauer porque al degradar la glucosa en &cido no forma la acetoina que daria un medio
neutro. (Ver figura N° 3.9 — E)

Para la prueba de citrato de Simmons nos dio como resultado un ensayo negativo
ya que el citrato no es la Unica fuente de energia para nuestra bacteria, lo cual se ve al no
cambiar de color el medio. (Ver figura N° 3.9 - F)
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A. Agar Mac conkey B. TSI A/A C. LIA positivo K/K -

D. Indol positivo. E. MR. Positivo- F. Citrato de
VP. Negativo Simmons negativo

Figura N° 3.9: Identificacion bioquimica de Escherichia coli.
Fuente: Elaboracion propia.

Por altimo, en la identificacion bioguimica para las cepas clinicas de Candida

albicans se obtuvieron los siguientes resultados:

Las cepas clinicas de Candida albicans fueron sembradas en el agar selectivo
Sabouraud, en este estudio macroscopico se pudo observar colonias blanquecinas,

cremosas, lisas y rugosas. (Ver figura N° 3.10 — A)

A estas cepas se le realizaron la prueba de tincion Gram, al tefiirse de color azul se
observaron al microscopio presencia de levadura y seudohifas Gram positivas (Ver figura
N° 3.10 - B)

Para su correcta identificacion se tuvo que hacer el examen directo en el
microscopio observando asi levaduras ovaladas de 3-5 micrémetros de diametro y la

presencia de blastoconidias y pseudohifas. (Ver figura N° 3.10 — C)
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Finalmente, la prueba de tubo germinativo se realiz6 en una siembra de suero
humano, dandonos un resultado répido, confirmandos que estas cepas clinicas son
Candida albicans. (Ver figura N° 3.10 — D)

A- Agar Sabouraud | B. Tincion Gram 40X |

D. Prueba del tubo
germinativo 40X

Figura N° 3.10: Identificacion bioquimica de Candida albicans.

Fuente: Elaboracién propia

3.4.2. DETERMINACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO
DE Curcuma longa L. (palillo).

Una vez obtenidos los resultados del analisis descriptivo del porcentaje de
rendimiento de los 3 extractos se confirmo que el porcentaje de mayor rendimiento es del
extracto etanolico con 15.08 % probablemente a que la Curcuma longa L. (palillo) tenga
mayor cantidad de compuestos polares, a los cuales se identificaron por cromatografia de
capa fina (CCF) obteniendo como resultado la presencia de curcuminoides, terpenos,
taninos y flavonoides, que probablemente sean responsables del efecto antimicrobiano del

rizoma de Curcuma longa L. (palillo) sobre la cepas clinicas en estudio.
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Con los microorganismos debidamente identificados bioquimicamente, se
procedio a determinar el efecto antimicrobiano del extracto de Curcuma longa L. (palillo)

sobre cepas clinicas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans.

3.4.2.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA
(CIM) DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Curcuma longa L. (palillo).

La concentracion inhibitoria minima (CIM) se realizo6 mediante el método de
dilucion en tubos. Este método se aplicd para hallar la menor concentracion en la que una
droga inhibe el crecimiento microbiano. El efecto de la Curcuma longa L. (palillo), se

evalu6 observando la presencia 0 ausencia de turbidez.

A continuacion, en la tabla N° 3.10, se puede observar los resultados
correspondientes de la concentracidn inhibitoria minima (CIM) que dié como resultado al
exponer a las cepas clinicas de Staphylococcus aureus, con el extracto etandlico de
Curcuma longa L. (palillo) a distintas concentraciones por el método de dilucion en tubo.

Se observa que para todas las cepas S. aureus del hospital Edmundo Escomel
EsSalud, el punto de corte del tubo con crecimiento y el de no crecimiento microbiano
esta entre el tubo numero 7 y 8, correspondientes a la concentracion de 3.5 y 4 mg/mL.
Siendo para ellos la concentracién inhibitoria minima (CIM) de 4 mg/mL.

En las cepas clinicas adquiridas en el hospital Honorio Delgado Espinoza se
observa que para de S. aureus 1, el punto de corte del tubo con crecimiento y el de no
crecimiento microbiano esta entre el tubo namero 6 y 7, correspondientes a la
concentracion de 3y 3.5 mg/mL, siendo la concentracion inhibitoria minima (CIM) de 3.5
mg/mL, para las cepas de S. aureus 2 y 3 el punto de corte se encuentra entre los tubos 7
y 8 siendo la concentracién inhibitoria minima (CIM) de 4 mg/mL.

Y en el caso de las cepas clinicas adquiridas en el hospital Goyeneche, se puede

observar que para las cepas de S. aureus 1, el punto de corte del tubo con crecimiento y el
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de no crecimiento microbiano esta entre el tubo nimero 7 y 8, correspondientes a la
concentracion de 3.5 y 4 mg/mL, siendo la concentracion inhibitoria minima (CIM) de 4
mg/mL, para la cepa de S. aureus 2 y 3 el punto de corte se encuentra entre los tubos 6 y

7 dando como concentracion inhibitoria minima (CIM) 3.5 mg/mL.

TABLA N° 3.10. Concentracién inhibitoria minima (CIM) del extracto etandlico de

Curcuma Longa L. (palillo) sobre cepas clinicas de Staphylococcus aureus.

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10
Concentracion
mg/mL) 1 1 |15 2 |25 3 |35 4 |45 5

Cepas clinicas

S. aureus 1 (EsSalud) 9L+ L F [ BNt | + BB - -
S. aureus 2 (EsSalud) + [+ |+ |+ + 4+ + BB - -
S. aureus 3 (EsSalud) + 9ttt |+ | 4+ B - -
S. aureus 1 (H. Honorio) + | g 4 | SRR Y 8 - -
S. aureus 2 (H. Honorio) = T =Ny ety + . - -
S. aureus 3 (H. Honorio) T SR A + - -

S.aureus 1 (H. Goyeneche) | + | + | + | + | + | + | + - - -

S.aureus 2 (H. Goyeneche) | + | + | + | + | + | + | - - - -

S.aureus 3 (H. Goyeneche) | + | + | + | + | + | + | - - - -

Fuente: Elaboracion propia.

- : Sin crecimiento bacteriano +: Con crecimiento
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Por otro lado, en la figura N° 3.11 presentamos el grafico donde se compara la
concentracion inhibitoria minima (CIM) del extracto de Curcuma longa L. (palillo) sobre
las cepas clinicas de Staphylococcus aureus relacionando el establecimiento de salud
donde fueron adquiridas.

Existe diferencia de la concentracion inhibitoria minima (CIM), siendo menor
sobre las cepas de S. aureus 1 del hospital Honorio Delgado Espinoza y las cepas de S.
aureus 2 y 3 del Hospital Goyeneche, probablemente se deba a la poca resistencia que
presentaron las cepas frente a la concentracion inhibitoria minima (CIM) del extracto en
estudio. Esto debido al genotipo y fenotipo de dichas cepas clinica. 64 & 69

Figura N° 3.11. Concentracion inhibitoria minima (CIM) del extracto etandlico de

Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas de Staphylococcus aureus.

3.9
3.8
3.7
3.6
3.5
3.4
3.3
3.2
3.1

Concentracién (mg/mL)

Hospital Edmundo Hospital regional Hospital
Escomel EsSalud Honorio Delgado Goyeneche.
Espinoza.

ES. aureus1 ®mSaureus?2 =S, aureus3

Fuente: Elaboracion propia
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En la tabla N° 3.11, observamos los resultados correspondientes de la
concentracion inhibitoria minima (CIM) que dié como resultado al exponer a las cepas
clinicas de Escherichia coli con el extracto etandlico de Curcuma longa L. (palillo) a

distintas concentraciones por el método de dilucion en tubo.

Se observa que para las cepas clinicas adquiridas del hospital Edmundo Escomel
EsSalud, las E. coli 1y 3, el punto de corte del tubo con crecimiento y el de no crecimiento
microbiano esta entre el tubo nimero 5 y 6, correspondientes a la concentracién de 25 y
30 mg/mL, siendo la concentracion inhibitoria minima (CIM) de 30 mg/mL, para la E.
coli 2 el punto de corte se encuentra entre los tubos 6 y 7, dando como concentracion
inhibitoria minima (CIM) 30 mg/mL.

En las cepas clinicas adquiridas en el hospital Honorio Delgado Espinoza, se puede
observar que para las E. coli 1, el punto de corte del tubo con crecimiento y el de no
crecimiento microbiano esta entre el tubo numero 4 y 5, correspondientes a la
concentracion de 20 y 25 mg/mL, siendo la concentracion inhibitoria minima (CIM) de
25 mg/mL, para la E. coli 2 y 3 el punto de corte se encuentra entre los tubos 5 y 6, dando
como concentracién inhibitoria minima (CIM) 30 mg/mL.

Y en el caso de las cepas clinicas adquiridas en el hospital Goyeneche, observamos
que para las E. coli 1y 2, el punto de corte del tubo con crecimiento y el de no crecimiento
microbiano esta entre el tubo nimero 6 y 7, correspondientes a la concentracion de 30 y
35 mg/mL, siendo la concentracion inhibitoria minima (CIM) de 35 mg/mL, para la E.
coli 3 el punto de corte se encuentra entre los tubos 5 y 6, dando como concentracion
inhibitoria minima (CIM) 30 mg/mL.

Dada la variacion de los resultados se puede ver que las concentraciones minimas

inhibitorias (CIM) no caen en una misma concentracion lo cual indica diferentes

respuestas de las cepas de Escherichia coli frente al extracto.
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TABLA N° 3.11. Concentracién inhibitoria minima (CIM) del extracto etandlico de

Curcuma Longa L. (palillo) sobre cepas de Escherichia coli.

Tubos 1123 /4|56 7|89 10
Concentracion
mg/mL) 5 10 | 15 20 | 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50

Cepas clinicas
E. coli 1 (EsSalud) + |+ |+ | + |+
E. coli 2 (EsSalud) +WEF el e S+
E. coli 3 (EsSalud) SR, T
E. coli 1 (H. Honorio) + + + +
E. coli 2 (H. Honorio) + vt |+ +
E. coli 3 (H. Honorio) = + + + +
E. coli 1 (H. Goyeneche) =1 =
E. coli 2 (H. Goyeneche) e~ N Y
E. coli 3 (H. Goyeneche) + | | LS

Fuente: Elaboracion propia

- :Sin crecimiento bacteriano +: Con crecimiento
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En la figura N° 3.12 presentamos el grafico de comparacion de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) del extracto de Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas
clinicas de Escherichia coli relacionando el establecimiento de salud donde fueron
adquiridas.

Debido al genotipo y fenotipo que presenta cada bacteria ¢, se observo la
diferencia de la concentracién inhibitoria minima (CIM), siendo mucho menor sobre la
cepa de E. coli 1 del hospital Honorio Delgado Espinoza, pero mayor en la cepa de E. coli
2 del EsSalud y en las cepas E. coli 1, 2 del Hospital Goyeneche, probablemente se deba
a la resistencia que tuvo cada cepa frente a la concentracion inhibitoria minima (CIM) del
extracto en estudio 4. (Ver Anexo 4.)

Figura N° 3.12. Concentracion inhibitoria minima (CIM) del extracto etandlico de

Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas de Escherichia coli.

35
-
c 33
>
E 3
c
O
'g 29
2
o 27
e 25
(@}
O 25
23 |
21
Hospital Edmundo Hospital regional Hospital Goyeneche.
Escomel EsSalud Honorio Delgado
Espinoza.
E.colil mE.coli2 “E.coli3

Fuente: Elaboracion propia.
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En la tabla N° 3.12, se describira los resultados correspondientes a la
concentracion inhibitoria minima (CIM) que dio como resultado al exponer a las cepas de

Candida albicans al extracto etanolico de Curcuma longa L. (palillo).

En el caso de las cepas clinicas adquiridas en hospital Edmundo Escomel EsSalud,
se observa que para las cepas de C. albicans 1 y 3, el punto de corte del tubo con
crecimiento y el de no crecimiento esta entre el tubo nimero 5y 6, siendo la concentracién
inhibitoria minima (CIM) de 30 mg/mL, para la C. albicans 2, el punto de corte se
encuentra entre los tubos 4 y 5, dando como concentracion inhibitoria minima (CIM) 25
mg/mL.

Describiendo a las cepas clinicas adquiridas del hospital Honorio Delgado
Espinoza, se observa que para las cepas de C. albicans 1y 2, el punto de corte del tubo
con crecimiento y el de no crecimiento microbiano estd entre el tubo nimero 5 y 6,
correspondientes a la concentracion de 25 y 30 mg/mL, siendo la concentracion inhibitoria
minima (CIM) de 30 mg/mL, para la C. albicans 3, el punto de corte se encuentra entre

los tubos 4 y 5, dando como concentracion inhibitoria minima (CIM) 25 mg/mL.

Por Gltimo, en las cepas clinicas obtenidas del hospital Goyeneche, se observa que
para las cepas de C. albicans 1, el punto de corte del tubo con crecimiento y el de no
crecimiento microbiano esta entre el tubo nimero 5 y 6, correspondientes a la
concentracion de 25 y 30 mg/mL, siendo la concentracion inhibitoria minima (CIM) de
30 mg/mL, para la C. albicans 2 y 3, el punto de corte se encuentra entre los tubos 4 y 5,

dando como concentracion inhibitoria minima (CIM) 25 mg/mL.
Dada la variacion de los resultados se puede ver que las concentraciones minimas

inhibitorias (CIM) no caen en una misma concentracion lo cual indica diferentes

respuestas de las cepas de Candida albicans frente al extracto.
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TABLA N° 3.12. Concentracién inhibitoria minima (CIM) del extracto etandlico de

Curcuma Longa L. (palillo) sobre cepas de Candida albicans

Tubos 1 /23,4 5 6 7|8 910
Concentracién
mg/mL) 5 10| 15| 20 | 25 | 30 | 35 40 | 45 | 50
Cepas clinicas

C. albicans 1 (EsSalud) + |+ |+ |+

C. albicans 2(EsSalud) + |+ |+ +

C. albicans 3(EsSalud) . o —— ¥ 2

C. albicans 1 (H. Honorio) ' | A8

C. albicans 2 (H. Honorio) + | &  + [ +

C. albicans 3 (H. Honorio) + - Nt

C.albicans 1 (H. Goyeneche) & + | + | + | +

C. albicans 2 (H. Goyeneche) + |+ | + | +

C. albicans 3 (H. Goyeneche) + |+ |

Fuente: Elaboracién propia.

- :Sin crecimiento bacteriano +: Con crecimiento bacteriano
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En la figura N° 3.13 presentamos el grafico de comparacion de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) del extracto de Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas
clinicas de Candida albicans relacionando el establecimiento de salud donde fueron
adquiridas.

En este caso también se observo la diferencia de la concentracion inhibitoria
minima (CIM) sobre estas cepas clinicas, siendo menor sobre la cepa de C. albicans 2 del
EsSalud, la cepa de C. albicans 3 del hospital Honorio Delgado Espinoza y en las cepas
C. albicans 2, 3 del Hospital Goyeneche.

Figura N° 3.13. Concentracion inhibitoria minima (CIM) del extracto etanolico de
Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas de Candida albicans de los tres distintos

establecimientos de salud de la ciudad de Arequipa.
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Hospital Edmundo  Hospital regional Hospital

Escomel EsSalud Honorio Delgado Goyeneche.

Espinoza.
C. albicans 1 m C. albicans 2 C. albicans 3

Fuente: Elaboracion propia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

3.4.2.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA
MINIMA (CIM) DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Curcuma longa L.
(palillo) SOBRE LAS CEPAS DE Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Candida albicans.

Una vez obtenidos los resultados de la concentracion inhibitoria minima (CIM) del
extracto de Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas clinicas en estudio, procedimos a
realizar un analisis descriptivo, en el cual presentamos los datos principales para observar
las diferencias de dichas concentraciones. Podemos decir que la concentracion inhibitoria
minima (CIM) fue mayor sobre las cepas clinicas de Escherichia coli con un promedio de
(31.11 + 3.33) mg/mL, luego sobre las cepas clinicas de Candida albicans con un
promedio de (27.78 * 2.64) mg/mL y por Ultimo sobre las cepas clinicas de
Staphylococcus aureus con un promedio de (3.83 £ 0.25) mg/mL. (Ver tabla N° 3.13).

TABLA N° 3.13. Concentracién inhibitoria minima (CIM) del extracto etandlico de

Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas clinicas en estudio.

Concentracion inhibitoria minima (CIM)
Nosocomios
Staphylococcus aureus | Escherichia coli | Candida albicans

Hospital Edmundo 4 30 30
Escomel EsSalud 4 35 25
4 30 30
Hospital Regional Honorio 3.5 25 30
Delgado Espinoza. 4 30 30
4 30 25
Hospital Goyeneche. 4 35 30
35 35 25
35 30 25

Fuente: Elaboracion propia
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Se realizd el andlisis estadistico de comparacion ANOVA (Ver tabla N° 3.14). El
valor F en ANOVA fue de 329.97 el cual es mayor a 3.40, esto nos dice que existe al
menos una diferencia entre los grupos. La probabilidad fue menor a 0.05, por lo cual se
concluye que la concentracion inhibitoria minima (CIM) del extracto de Curcuma longa
L. (palillo) sobre cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans
no es la misma.

TABLA N° 3.14 Analisis de Variancia de la concentracion inhibitoria minima (CIM)

del extracto etandlico de Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas clinicas en

estudio.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)
Origenes de las | Sumade | Gradosde | Cuadrados | F Valor P | Valor critico
variaciones cuadrados | libertad medios para F
Entre grupos 3985.57 2 1992.79 329. | 3.4863 3.40

97 E-18

Dentro de los| 144.94 24 6.0394
grupos
TOTAL 4130.52 26

Fuente: Elaboracion propia

Una vez obtenido los resultados por el analisis de varianza, se procedio a realizar

una prueba confirmatoria (Tukey).

Primero se realiz6 de forma manual los calculos para determinar la comparacién
en parejas Tukey que nos dio a conocer si hay igualdad o no entre los grupos estudiados,
el valor en tablas el cual se hall6 como resultado del total de grupo y los grados de libertad
del residuo, y nos dio un valor en tablas para Tukey de 3.77, gracias a esta valor pudimos
hallar la d.m.s. el cual fue 2.89 (Ver tabla N° 3.15).
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Se usaron las siguientes afirmaciones:

- |Xa-Xb|> d.m.s. = pazub
- |Xa-Xb|< d.m.s. = pa=pb

Segundo se realizo los calculos de las medias de la concentracion inhibitoria
minima (CIM) del extracto etandlico de Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans en el programa Minitab,

donde se confirma la diferencia entre dichas concentraciones. (Ver tabla N° 3.16).

TABLA N° 3.15 Comparaciones en parejas de Tukey

COMPARACION [Xa-Xb| d.m.s. CONCLUSION
CIM S. aureus y CIM E. coli 27.28 2.89 HMAFUB
CIM S. aureus y CIM C. albicans. 23.95 2.89 MAFUC
CIM E. coli y CIM C. albicans. 3.33 2.89 UBZ£lC
Fuente: Elaboracion propia

TABLA N° 3.16 Informacion de agrupacion Tukey
Factor N Media Agrupacion
Escherichia coli 9 31.11 A
Candida albicans 9 27.778 B
Staphylococcus aureus 9 3.8333 C

Fuente: Minitab

En la figura N° 3.14, se puede observar la grafica de caja y bigotes la cual muestra
los promedios de las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) del extracto etandlico
de Curcuma longa L. (palillo) sobre los microorganismos en estudio de los diferentes
establecimientos de salud de la ciudad de Arequipa. Siendo para las cepas de
Staphyloccocus aureus un promedio de (3.83 = 0.25) mg/mL, para las cepas de Candida
albicans un promedio de (27.78 + 2.64) mg/mL y para las cepas de Escherichia coli un
promedio de (31.11 + 3.33) mg/mL. En base a estos resultados podemos decir que el
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extracto etanolico de Curcuma longa L. (palillo) presenta algun efecto inhibitorio, pero a
distintas concentraciones para cada especie de microorganismo, siendo mayor en E. coli
y C. albicans, segun Gul et al. (2004) Probablemente se deba a la membrana externa de
cada cepa, que fue capaz de restringir la penetracion de la sustancia a menor
concentracion, por lo tanto, el efecto varia segun morfologia y estructura del
microorganismo- 38 41, 61)

Boxplot of Staphylococcus aureus, Candida albicans, Escherichia coli
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Figura N° 3.14: Promedios de las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) del

extracto etanolico de Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas clinicas en estudio.

Fuente: Minitab

3.4.2.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA
MINIMA (CBM) Y CONCENTRACION FUNGICIDA MINIMA (CFM)
DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Curcuma longa L. (palillo).

A continuacion, presentamos las tablas con los resultados obtenidos, los cuales
mediante la concentracion bactericida minima (CBM) se determind si el efecto
antimicrobiano del extracto etandlico de Curcuma longa L. (palillo) tuvo actividad
bactericida o bacteriostatica sobre cepas clinicas de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli y Candida albicans .Y esto se evidencia si coinciden la concentracién inhibitoria
minima (CIM) con la concentracion bactericida y fungicida (CBM Y CFM).
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En tabla N° 3.17, N°, observamos los resultados referidos a la concentracion
bactericida minima (CBM) que resultd de ser expuestos a distintas concentraciones del
extracto etandlico de Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas clinicas de

Staphylococcus aureus por el método de dilucion en agar.

Para todas las cepas clinicas adquiridas de los tres nosocomios, se observa que la
placa 3 y 4 correspondiente a una concentracion de 5 mg/mL no hubo desarrollo
bacteriano por la ausencia de colonias en el agar, por lo tanto, la concentracion bactericida
minima (CBM) es de 5 mg/mL.

TABLA N° 3.17. Concentracion bactericida minima (CBM) del extracto etandlico de

Curcuma Longa L. (palillo) sobre cepas de Staphylococcus aureus.

Tubos 112|345 6|7 8 9 10
Concentracion
g/mL) 05| 1 |15 2 [25| 3 |35| 4 |45 | 5
Cepas clinicas
S. aureus 1 (EsSalud) + + -
S. aureus 2 (EsSalud) + + -
S. aureus 3 (EsSalud) + + -
S. aureus 1 (H. Honorio) + | + + -
S. aureus 2 (H. Honorio) + + -
S. aureus 3 (H. Honorio) + + -
S.aureus 1 (H. Goyeneche) + + -
S. aureus 2 (H. Goyeneche) + |+ + -
S. aureus 3 (H. Goyeneche) + |+ + -
SEMBRADO Plzlica Plzzica Plz;\ca Plzca

CBM para Staphylococcus aureus: 10 mg/mL

Fuente: Elaboracion propia

\: Tubo descartado - : Sin crecimiento bacteriano +: Con crecimiento bacteriano
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En la figura N° 3.15, se puede observar las concentraciones minimas bactericida
(CBM) del extracto de Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas de Staphylococcus

aureus de diferentes establecimientos de salud de la ciudad de Arequipa.

Se observa que no hay diferencia de la concentracion bactericida minima (CBM)
sobre las cepas clinicas de los tres nosocomios, todas fueron susceptible a una mayor
concentracion del extracto etanolico de Curcuma longa L. (palillo) siendo este de 5
mg/mL, logrando penetrar la pared celular y eliminando a las cepas a un 99.9%. 79 (Ver
Anexo 4.)

Figura N° 3.15. Concentracion bactericida minima (CBM) del extracto etandlico de

Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas de Staphylococcus aureus.
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ES. aureus 1 m S.aureus 2 = S. aureus 3

Fuente: Elaboracion propia.
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A continuacion, en la tabla N° 3.18, se puede observar los resultados
correspondientes a la concentracion bactericida minima (CBM) que dio como resultado al
exponer a las cepas de Escherichia coli al extracto etanolico de Curcuma longa L. (palillo)

a distintas concentraciones por el método de dilucion en tubo.

Paras las cepas clinicas adquiridas en el hospital Edmundo Escomel EsSalud, las
E. coli 1y 3 a partir de la placa 4 no hubo desarrollo bacteriano, siendo la concentracion
bactericida minima (CBM) de 40 mg/mL, pero en el caso de la cepa de E. coli 2 a partir
de la placa 5 no hubo desarrollo bacteriano, siendo la concentracion bactericida minima
(CBM) de 45 mg/mL.

En el caso de las cepas clinicas adquiridas en el hospital Honorio Delgado
Espinoza, se observa que la cepa de E. coli 1 a partir de la placa 3 no tuvo crecimiento
bacteriano, siendo la concentracion bactericida minima (CBM) de 35 mg/mL, pero en el
caso de las cepas de E. coli 2 y 3 a partir de la placa 4 no tuvo crecimiento bacteriano, por

lo tanto, la concentracion bactericida minima (CBM) es de 40 mg/mL.

Por altimo, con las cepas clinicas adquiridas en el hospital Goyeneche, podemos
observar, que para las cepas de E. coli 1 y 2 a partir de la placa 5 no tuvo crecimiento
bacteriano, siendo la concentracion bactericida minima (CBM) de 45 mg/mL, pero en el
caso de la cepa de E. coli 3 a partir de la placa 4 no tuvo crecimiento bacteriano, por lo

tanto, la concentracion bactericida minima (CBM) es de 40 mg/mL.
Dada la variacion de los resultados se puede ver que las concentraciones

bactericidas minimas (CBM) no caen en una misma concentracion lo cual indica

diferentes respuestas de las cepas de Escherichia coli frente al extracto.
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TABLA N° 3.18. Concentracion bactericida minima (CBM) del extracto etandlico de

Curcuma Longa L. (palillo) sobre cepas de Escherichia coli.

Tubos 1 2 314 5 6 7 8 9 10
Concentracion
(mg/mL) 5 10|15 |20 25 30| 3|40 45 | 50
Cepas clinicas
E. coli 1 (EsSalud) + |+ - - -
E. coli 2 (EsSalud) + | + - -
E. coli 3 (EsSalud) + |+ - - -
E. coli 1 (H. Honorio) + |+ - - - -
E. coli 2 (H. Honorio) + |+ - - -
E. coli 3 (H. Honorio) + |+ - - -
E. coli 1 (H. Goyeneche) + |+ - -
E. coli 2 (H. Goyeneche) + |+ - -
E. coli 3 (H. Goyeneche) + |+ | - - -
SEMBRADO placa| placa| Placa| Placa | Placa Placa
1 2 8 4 5] 6
CBM para Escherichia coli : 100 mg/mL

Fuente: Elaboracién propia

\: Tubo descartado - : Sin crecimiento bacteriano +: Con crecimiento bacteriano
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En la figura N° 3.16, observamos la concentracion bactericida minima (CBM) del
extracto de Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas de Escherichia coli de diferentes
establecimientos de salud de la ciudad de Arequipa.

Se distingue las cepas clinicas las cuales fueron susceptibles a diferentes
concentraciones del extracto etanolico de Curcuma longa L. (palillo) los cuales fueron de
45 mg/mL, seguidas por la concentracion de 40mg/mL y por Gltimo a una concentracion
de 35 mg/mL, a estas concentraciones las cepas de Escherichia coli de los tres nosocomios
fueron eliminadas a un 99.9%. ¢V (Ver Anexo 4.)

Figura N° 3.16. Concentracion bactericida minima (CBM) del extracto etandlico de

Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas de Escherichia coli.

46
44
42
40
38
36
34
32
30

Concentracion (mg/mL)

a a al
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Fuente: Elaboracion propia
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En la tabla N° 3.19, se describira los resultados correspondientes a la
concentracion fungicida minima (CFM) que dio como resultado al exponer a las cepas de

Candida albicans al extracto etanolico de Curcuma longa L. (palillo).

Con las cepas clinicas obtenidas del hospital Edmundo Escomel EsSalud,
observamos, que para las cepas de C. albicans 1 y 3 desde la placa 2 no hubo desarrollo
microbiano por la ausencia de colonias en el agar, por lo tanto, la concentracion fungicida
minima (CFM) del extracto etanolico de Curcuma longa L. (palillo) es de 30 mg/mL, para
la cepa de C. albicans 2 a partir de la placa 1 no tuvo crecimiento microbiano, por lo tanto,
la concentracion fungicida minima (CFM) es de 25 mg/mL.

Para las cepas clinicas adquiridas en el hospital Honorio Delgado Espinoza, se
observa, que para las cepas de C. albicans 1 y 2 desde la placa 2 no hubo desarrollo
microbiano por la ausencia de colonias en el agar, por lo tanto, la concentracién fungicida
minima (CFM) del extracto etanolico de Curcuma longa L. (palillo) es de 30 mg/mL, para
la cepa de C. albicans 3 a partir de la placa 1 no tuvo crecimiento microbiano, por lo tanto,

la concentracion fungicida minima (CFM) es de 25 mg/mL.

Por ultimo, para las cepas clinicas adquiridas del hospital Goyeneche, se observa
que para las cepas de C. albicans 2 y 3 desde la placa 1 no hubo desarrollo microbiano
por la ausencia de colonias en el agar, por lo tanto, la concentracion fungicida minima
(CFM) del extracto etanolico de Curcuma longa L. (palillo) es de 25 mg/mL, para la cepa
de C. albicans 1 a partir de la placa 2 no tuvo crecimiento microbiano, por lo tanto, la

concentracion fungicida minima (CFM) es de 30 mg/mL.

Dada la variacion de los resultados se puede ver que las concentraciones fungicidas
minimas (CFM) no caen en una misma concentracién lo cual indica diferentes respuestas
de las cepas de Candida albicans frente al extracto.
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TABLA N° 3.19. Concentracién fungicida minima (CFM) del extracto etanolico de
Curcuma Longa L. (palillo) frente a Candida albicans.

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentracion
mg/mL) 5 110 |15 | 20 | 25 | 30 | 35 | 40 @45 50

Cepas clinicas

C. albicans 1 (EsSalud) - = - - -

C. albicans 2 (EsSalud) - - - - - -

C. albicans 3 (EsSalud) - - £ - -

C. albicans 1(H. Honorio) - - - - -

C. albicans 2 (H. Honorio) - - - - -

C. albicans 3 (H. Honorio) - - = - - -

C. albicans 1 (H. Goyeneche) - - - - -

C. albicans 2 (H. Goyeneche) - - - £ - -

C. albicans 3 (H. Goyeneche) - - - £ - -

Placa| Placa| Placa| Placa | Placa Placa
1 2 3 4 5 6

SEMBRADO

CBM para Candida albicans: 100 mg/mL

Fuente: Elaboracion propia

\: Tubo descartado - : Sin crecimiento bacteriano +: Con crecimiento bacteriano
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En la figura N° 3.17, observamos la concentracién fungicida minimas (CFM) del
extracto de Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas de Candida albicans de diferentes
establecimientos de salud de la ciudad de Arequipa.

Se distingue las cepas clinicas susceptibles a diferentes concentraciones del
extracto etandlico de Curcuma longa L. (palillo), siendo de 25 mg/mL y 30 mg/mL
respectivamente, a estas concentraciones las cepas de Candida albicans de los tres

nosocomios fueron eliminadas a un 99.9%. (Ver Anexo 4.)

Por lo tanto, el extracto etandlico de Curcuma longa L. (palillo) cumple su funcion
potente fungicida. © % (Ver Anexo 4).

Figura N° 3.17. Concentracion fungicida minima (CFM) del extracto etandlico de

Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas de Candida albicans.
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Fuente: Elaboracion propia
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3.4.2.4. ANALISIS ESTADISTICO DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA
MINIMA (CBM) Y DE LA CONCENTRACION FUNGICIDA MINIMA
(CFM) DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Curcuma longa L. (palillo)
SOBRE LAS CEPAS DE Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida

albicans

Una vez obtenidos los resultados de la concentracion bactericida y fungicida
minima (CBM y CFM) del extracto etanolico de Curcuma longa L. (palillo) sobre las
cepas clinicas en estudio, procedimos a realizar un analisis descriptivo, en el cual
presentamos los datos principales para observar las diferencias de dichas concentraciones.
Teniendo como promedio de (5.00 £ 0.00) mg/mL sobre las cepas de Staphylococcus
aureus, (27.78 + 2.64) sobre las cepas de Candida albicans y (41.11 £ 3.33) mg/mL sobre
las cepas de Escherichia coli. (Ver tabla N° 3.20)

TABLA N° 3.20. Concentracién bactericida minima (CBM) y la concentracion
fungicida Minima (CFM) del extracto etanolico de Curcuma longa L. (palillo) sobre

las cepas clinicas en estudio.

Concentracion bactericida y fungicida minima (CBM CFM)
Nosocomios
Staphylococcus aureus | Escherichia coli | Candida albicans
) 5 40 30
Hospital Edmundo
5 45 25
Escomel EsSalud
5 40 30
Hospital Regional 5 35 30
Honorio Delgado 5 40 30
Espinoza. 5 40 25
5 45 30
Hospital Goyeneche. 5 45 25
5 40 25

Fuente: Elaboracion propia
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Se realizd el andlisis estadistico de comparacion ANOVA (Ver tabla N° 3.21). El
valor F en ANOVA fue de 498.6154 el cual es mayor a 3.40, esto nos dice que existe al

menos una diferencia entre los grupos.

La probabilidad fue menor a 0.05, por lo cual se concluye que la concentracion
bactericida minima (CIM) y la concentracién fungicida minima (CFM) del extracto de
Curcuma longa L. (palillo) sobre cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Candida albicans no es la misma.

TABLA N° 3.21. Analisis de Variancia de la concentracion bactericida minima
(CBM) y concentracion fungicida minima (CFM) del extracto etandlico de Curcuma

longa L. (palillo) sobre las cepas clinicas en estudio.

ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)
Origenes de las | Sumade | Grados de | Cuadrados F Valor | Valor critico
variaciones cuadrados | libertad medios P para F
Entre grupos 6001.85 2 3000.926 | 498.6 | 2.833 3.40
154 E-20
Dentro de los | 144.44 24 6.01851
grupos
TOTAL 6146.30 26

Fuente: Elaboracion propia

Una vez obtenido los resultados por el andlisis de varianza, se procedio a realizar

una prueba confirmatoria (Tukey).

Primero se realiz6 de forma manual los célculos para determinar la comparacién
en parejas Tukey que nos dio a conocer si hay igualdad o no entre los grupos estudiados,
el valor en tablas el cual se hall6 como resultado del total de grupo y los grados de libertad
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del residuo, y nos di6 un valor en tablas para Tukey de 3.77, gracias a esta valor pudimos
hallar la d.m.s. el cual fue 2.89 (Ver tabla N° 3.22).

Se usaron las siguientes afirmaciones:

- |Xa-Xb|> d.m.s. = pa#ub
- |Xa-Xb|< d.m.s. = pa=pb

Segundo se realizd los célculos en el programa Minitab de las medias de la
concentracion bactericida minima (CBM) y la concentracion fungicida minima (CFM) del
extracto etanolico de Curcuma longa L. (palillo) sobre las cepas de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Candida albicans, donde se confirma la diferencia entre dichas

concentraciones. (Ver tabla N° 3.23).

TABLA N° 3.22. Informacion de agrupacion Tukey

COMPARACION |Xa-Xb| d.ms. | CONCLUSION
CBM S. aureus y CBM E. coli 36.11 2.89 HAFUB
CBM S. aureus y CFM C. albicans. 22.78 2.89 HAFUC
CBM E. coli y CFM C. albicans. 13.33 2.89 HBZC

Fuente: Elaboracion propia

TABLA N° 3.23 Informacion de agrupacion Tukey

Factor N Mean Grouping
Escherichia coli 9 41.11 A

Candida albicans 9 27.78 B
Staphylococcus aureus 9 5 C

Fuente: Minitab
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En la figura N° 3.18, se puede observar la gréafica de caja y bigotes la cual muestra
los promedios de las concentraciones bactericidas minimas (CBM) y las concentraciones
fungicidas minimas (CFM) del extracto etandlico de Curcuma longa L. (palillo) sobre los
microorganismos en estudio de los diferentes establecimientos de salud de la ciudad de
Arequipa. Siendo para las cepas de Staphyloccocus aureus un promedio de (5.00 + 0.00)
mg/mL, para las cepas de Candida albicans un promedio de (27.78 + 2.64) mg/mL y para
las cepas de Escherichia coli un promedio de (41.11 + 3.33) mg/mL. En base a estos
resultados podemaos decir que el extracto etandlico de Curcuma longa L. (palillo) presenta
algun efecto bactericida y fungicida, pero a distintas concentraciones para cada especie de
microorganismo, siendo mayor en E. coli y C. albicans. Por lo tanto, segun la
concentracion inhibitoria minima (CIM), la concentracién bactericida minima (CBM) y
la concentracion fungicida minima (CFM), muestra una mejor actividad antimicrobiana
sobre las cepas de Staphylococcus aureus y con menor actividad sobre as cepas de
Candida albicans y Escherichia coli.

Boxplot of Staphylococcus aureus, Candida albicans and Escherichia coli
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Figura N° 3.18: Concentraciones bactericidas minimas (CBM) y la
concentracion fungicida minima (CFM) del extracto etan6lico de Curcuma longa L.
(palillo) sobre las cepas clinicas en estudio.

Fuente: Minitab
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En la tabla N° 3.24 y en la figura N° 3.19, se muestra la comparacion general de
la concentracion inhibitoria minima (CIM), la concentracion bactericida minima (CBM)
y la concentracion fungicidas minima (CFM) del extracto de Curcuma longa L. (palillo)
sobre las cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans de los

diferentes establecimientos de salud de la ciudad de Arequipa.

Se deduce que para las 9 cepas de Staphylococcus aureus, la concentracion
inhibitoria minima (CIM) promedio fue de (3.83 + 0.25) mg/mL lo cual que difiere con la
concentracion bactericida minima (CBM) promedio que fue de (5.00 + 0.00) mg/mL, lo
que significa que a 3.83 mg/mL las cepas de S. aureus se encontraban inhibidas y
necesitaban una concentracion mas alta para inhibir su desarrollo al 99.9 %, dada la CIM
es menor que la CBM, significa que el extracto etandlico de Curcuma longa L. (palillo)
pudo inhibir el desarrollo de colonias de las cepas clinicas de Staphylococcus aureus sin
producir muestre celular y que esta se produjo a una mayor concentracion.

En el caso de las cepas de Escherichia coli el promedio de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) fue de (31.11 £ 3.33) mg/mL lo cual que difiere con la
concentracion bactericida minima (CBM) que fue de (41.11 + 3.33) mg/mL, por lo tanto,
significa que a 31.11 mg/mL las cepas de E. coli se encontraban inhibidas y necesitaban
una concentracion mas alta para inhibir su desarrollo al 99.9 % ,en este caso también dada
la CIM es menor que la CBM, significa que el extracto etandlico de Curcuma longa L.
(palillo) pudo inhibir el desarrollo de colonias de las cepas clinicas de Escherichia coli sin

producir muestre celular y que esta se produjo a una mayor concentracion.

Por ultimo, en el caso de las cepas de Candida albicans, la concentracion
inhibitoria minima (CIM) fue de (27.78 + 2.64) mg/mL la cual coincide con la
concentracion fungicida minima (CFM) que fue de (27.78 + 2.64) mg/mL, lo que significa
gue a esta concentracién las cepas de C. albicans son inhibidas al 99.9 %, dada que la
CIM y la CFM son iguales, ello significa que las concentraciones del extracto etanolico
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de Curcuma longa L. (palillo) necesarias para inhibir el desarrollo de colonias de las cepas

clinicas de Candida albicans y producir la muerte celular son idénticas.

TABLA N° 3.24. Concentracion inhibitoria minima (CIM), concentracion

bactericida minima (CBM) y la concentracion fungicida minima (CFM).

CEPAS CLINICAS CIM (mg/mL) CBM Y CFM (mg/mL)
Staphylococcus aureus (3.83 £ 0.25) (5.00 £ 0.00)
Escherichia coli (31.11 £ 3.33) (41.11 + 3.33)
Candida albicans. (27.78 £ 2.64) (27.78 £ 2.64)

Fuente: Elaboracion propia
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Figura N° 3.19: Promedio general de la concentracién inhibitoria minima (CIM),
concentracion bactericida minima (CBM) y la concentracion fungicida minima (CFM).

Fuente: Elaboracion propia.
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Se puede observar que el Staphylococcus aureus fue la cepa méas sensible al
extracto, esto tal vez se deba a la composicidn de su pared celular la cual tiene una capa
gruesa de péptido glucano y proteinas lo cual facilita el ingreso de componentes polares

lo cual causaria la muerte microbiana (Cowan M. et al.1999).

En el caso de Escherichia coli, fue una mayor concentracion inhibitoria minima
(CIM) y una concentracién bactericida minima (CBM) de (31.11 £ 3.33) mg/mL y de
(41.11 £ 3.33) mg/mL lo cual se pueda deber a su membrana celular la cual actia como

una barrera para diferentes tipos de sustancia, incluyendo los antibidticos. 8

Para Candida albicans la concentracion del extracto nos dio (27.78 + 2.64) mg/mL
en concentracién inhibitoria minima (CIM) y concentracion fungicida minima (CFM) lo
cual resulta interesante porque segin PFALLER EN EL 2007 este tipo de hongo se
presenta como constituyente normal de la microflora humana y se considera como un
patdgeno oportunista, cuando se rompe el equilibro de control para este hongo puede

causar enfermedades como la candidiasis y la candidemia. /%

Gul et al. (2004), demostré que el extracto alcohélico del rizoma de la circuma,
inhibe el crecimiento in vitro de algunas bacterias tales como Staphylococcus aureus, sin
embargo, no inhibi¢ el crecimiento de cepas de Escherichia coli, a diferencia de nuestro

extracto que si las inhibid a una concentracion de (31.11 + 3.33) mg/mL.

Eugenio Torres R, et al (2014) reporta que el aceite escencial de Curcuma longa
L. (palillo) tiene una actividad antibacteria frente a cepas de Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, siendo efectiva
frente a estas 2 ultimas cepas, con un CBM de 32 mg/mL para S.aureus y 8 mg/mL para
B. subtilis, en comparacién con nuestra investigacion para Staphyloccocus aureus estos
resultados son muy altos, siendo el nuestro de (5.00 £ 0.00) mg/mL, cabe resaltar que
Eugenio Torres R, et al (2014) utiliza el aceite escencial de la planta y nosotros el extracto
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etandlico, esto probablemente haga la diferencia, dado que el etanol extrae la mayoria de
compuestos con actividad antimicrobina esto lo confirma Villacis J, 20009.

Otra investigacion realizada por Jonas Velasco y Pedro Navarro en el 2013 con la misma
planta pero de un extracto hidroalcoholico demuestra una CMI de 8 mg/mL frente a
Staphyloccocus aureus, en nuestro caso obtuvimos una CMI de (3.83 + 0.25) mg/mL para

la misma bacteria. Y

Otro trabajo de investigacion presentado por Luisa H. en el 2016 utiliza el extracto
etandlico de Lepidium chichicara (jhanukara) donde trabaja con las cepas de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli donde obtiene una CMB de 12.5y 31.25 mg/mL
respectivamente, la cual comparamos que nuestro extracto etanolico de Curcuma longa
L. (palillo) es mas efectivo contra cepas de Staphylococcus aureus y menos efectiva contra
Escherichia coli.

Entonces queda comprobado el efecto antimicrobiano del extracto de Curcuma longa
L. (palillo) sobre las cepas clinicas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida
albicans, los resultados fueron comparados con diferentes trabajos de investigacion
demostrando gque nuestro extracto etanolico muestra una buena actividad antimicrobiano
buena contra Staphylococcus aureus y mediana actividad contra Escherichia coli y

Candida albicans.

Avellaneda et al. en el 2005 sefiala que una cepa antibacteriana es muy sensible
cuando presenta una CMI menor a 12.4 mg/mL, una mediana sensibilidad si esta entre

12.5 y 50 mg/mL y baja sensibilidad cuando la CMI estra entre 50 y 100 mg/mL.

Dado esta afirmacion podemos decir que nuestro extracto presenta un buen y mediano
efecto antimicrobiano sobre las cepas clinicas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli
y Candida albicans, esto talvez debido a la presencia de los diferentes grupos de

metabolitos secundarios presentes en el rizoma, método de extraccion y solvente utilizado.
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CONCLUSIONES

PRIMERA

Se determind el efecto antimicrobiano, in vitro del extracto de Curcuma longa

L. (palillo) sobre cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans.
SEGUNDA

Se obtuvo el extracto de Curcuma longa L. (palillo) mediante el método de
extraccion Soxhlet y como resultado se determind el siguiente rendimiento para los
diferentes solventes: etanol: (15.08 + 0.02) %, n-butanol: (2.97 + 0.05) % y éter de
petréleo: (2.07 + 0.03) %. Escogiéndose el de mayor rendimiento.

TERCERA

Se identificd los grupos de metabolitos secundarios por cromatografia de capa
fina del extracto de Curcuma longa L. (palillo) para establecer su composicion quimicay

se identifico: curcuminoides, terpenos, taninos y flavonoides.
CUARTA

Se logrd establecer la concentracion inhibitoria minima (CIM), la concentracion
bactericida minima (CBM) y la concentracion fungicida minima (CFM) in vitro del

extracto de Curcuma longa L. dando los siguientes resultados:

= Staphylococcus aureus: (3.83 + 0.25) mg/mL
CIM = Escherichia coli: (31.11 + 3.33) mg/mL
» Candida albicans: (27.78 + 2.64) mg/mL

ceMm " Staphylococcus aureus:(5.00 + 0.00) mg/mL
= Escherichia coli: (41.11 + 3.33) mg/mL
CFM = Candida albicans: (27.78 £ 2.64) mg/mL
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RECOMENDACIONES

— Evaluar el desarrollo de una forma farmacéutica topica de Curcuma longa L.

(palillo).

— Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto de Curcuma longa L. (palillo) sobre

otras cepas bacterianas.

— Evaluar el efecto antimicrobiano de la Curcuma longa L. (palillo) en cepas

bacterianas multidrogo resistentes.

— Evaluar el efecto antimicrobiano exclusivamente de los curcuminoides.

— Para la conservacion del extracto de Curcuma longa L. se debe de guardar el
producto en un frasco ambar con tapa hermética.

— No usar el solvente n-butanol, para el método de extraccion en Soxhlet.
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ANEXOS
Anexo 1.
CERTIFICADO DE RECONOCIMIENTO DE LA ESPECIE BOTANICA

INSTITUTO CIENTIFICO MICHAEL OWEN DILLON (IMOD}
Investigacién, Conservacion, Edueacion y Transformacion, de Reeursos

CONSTANCIA

EL DIRECTOR DEL INSTITUTO CIENTIFICO MICHAEL OWEN DILLON
IMOD, DE AREQUIPA

HACE CONSTAR:

Que, la muestra de planta presentada por: ANGELITA VIVIANA ESPINOZA GOMEZ
y KEVIN KARL LA FUENTE RIOS, para realizar su tesiss "EFECTO
ANTIMICROBIANO IN VITRO DE LA CURCUMA LONGA L. (PALILLO) SOBRE
CEPAS DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS, ESCHERICHIA COLI Y CANDIDA
ALBICANS", fue recolectada en la ciudad de Puerto Maldonado, Provincia Tambopata y
Departamento de Madre de Dios, a los 12° 35,59' L5-69° 11,34' LO y a 139 m de elevaci6n,
corresponde a la especie Curcuma longa L. (Zingiberaceae) y tiene la siguiente ubicacién
taxonémica:
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Soperordem: Lilianae
Orden: Zingiberales
Familia: Zingiberaceae

Género: Curcuma
Especie: Curcuma longa L.

Se le expide la presente, a solicitud de la interesada para los fines que estime conveniente.

Arequipa, 01 de octubre del 2016

C.B. P. 2484
Director del Instituto Cientifico Michael Owen Dillon {(IMOD)
vquipuscoas@hotmail.com

Direccion: Av. Jorge Chivez No. 610 Cercado, Avequipe - Pera

wwwjmud,urg.pe - eoTreo: lmnd.pzr@gmuil.unm
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Anexo 2.
INFORME DE ENSAYO DEL ANALISIS FISICOQUIMICO DE LA
MUESTRA VEGETAL.

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urh. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIG H-204/205 B + 51 54 382038 ANEXO 1168
du.pe dupe af Aptdo. 1350

AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA23A17.002557

- Nombre del Cliente : ESPINOZA GOMEZ ANGELITA VIVIANA/LA FUENTE RIOS
KEVIN KARL
Direccién del Cliente 1 RESIDENCIAL HUARANGUILLO BARRA - 7 DPTO 108 /
CALLE ESPANA 102 — A SATELITE GRANDE JLBYR
RUC I
Condicion del Muestreado ¢ POREL CLIENTE
Descripcion ¢ RIZOMA DE CURCUMA LONGA L. DE HUERTA DE LA CIUDAD
DE PUERTO MALDONADO — MADRE DE DIOS
Tamariio de muestra 1 400g
Fecha de Recepcion : 23/01/2017
Fecha de Inicio del Ensayo + 23/01/2017
Fecha de Emisi6én de Informe  : 26/01/2017
Pagina : 1de1
I ANALISIS FISICO - QUIMICO:
ANALISIS RESULTADO
DETERMINACION DE HUMEDAD (%) Método Répido de la Termobalanza 88 75
NMX-F-428 1982 !
DETERMINACION DE CENIZA (%) Metodo gravimetrico adaptado de NTP 135
209.265.2001 H
DETERMINACION DE ACIDEZ TITULABLE EN ALIMENTOS (%) I1SO . 0.01
750:1998 Fruit and vegetable products - Determination of titratable acidity !
ALIMENTOS. DETERMINACION DE PROTEINAS (%) FOODS 1453
.DETERMINATION OF PROTEINS NMX-F-068-S-1980. i
DETERMINACION DE GRASA (%) Adaptado del Metodo gravimetrico NTP 0.95
209.263.2001 '
DETERMINACION DE FIBRA CRUDA (%) Adaptado de NTP 205.003.1980 2,10

OBSERVACIONES:

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco de la
acreditacion otorgada por INACAL-DA

Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan unicamente a las muestras ensayadas y
no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como
certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser
repraducido, sin autorizacion escrita del laboratorio de ensayo y control de calidad.
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S Director Técnico
e dictio de Ensayay Contiol de Calidad
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Anexo 3.
CALCULO DE RENDIMIENTO PARA LOS DIFERENTES EXTRACTOS.

EXTRACCION CON ETANOL.

e Primera extraccion.
Peso del baldn vacio: 126,7680
Peso de la muestra: 10,0010
Peso del balon + extracto seco: 128,2782

o 128,2782 — 126,7680
% de rendimiento = 10,0010 X100

% de rendimiento = 15.10

e Segunda extraccion

Peso del balén vacio: 105,5520
Peso de la muestra: 10,008

Peso del balon + extracto seco: 107, 0604

- 107,0604 — 105,5520
% de rendimiento = 10 0008 X100

% de rendimiento = 15.08

e Tercera extraccion.

Peso del balon vacio: 103,7788
Peso de la muestra: 10,0005

Peso del balon + extracto seco: 105,2842

oA 105,2842 — 103,7788
% de rendimiento = 10 0005 X100

% de rendimiento = 15.05

e Cuarta extraccion.

Peso del balon vacio: 103,7802
Peso de la muestra: 10,0007
Peso del balon + extracto seco: 105,2864
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o 105,2864 — 103,7802
% de rendimiento = 10.0007 X100

% de rendimiento = 15.06

e Quinta extraccion.

Peso del balén vacio: 105,5534
Peso de la muestra: 10,0008

Peso del balon + extracto seco: 107,0638

o 107,0638 — 105,5534
% de rendimiento = 10 0008 X100

% de rendimiento = 15.10

EXTRACCION CON N-BUTANOL.

e Primera extraccion.

Peso del balon vacio: 103,7612
Peso de la muestra: 10,0009

Peso del balon + extracto seco: 104,061

104,061 — 103,7612
10,0009

% de rendimiento = 2,99

% de rendimiento =

e Segunda extraccion.

Peso del balon vacio: 126,7589
Peso de la muestra: 10,0003
Peso del baldon + extracto seco: 127,0468

. 127,0468 — 126,7589
% de rendimiento = 10 0003 X100

% de rendimiento = 2,88

e Tercera extraccion.

Peso del balén vacio: 105,5610
Peso de la muestra: 10,0005
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Peso del balén + extracto seco: 105,8611
% de rendimiento 105,8611 — 105'5610X100
o de rendimiento = 10,0005

% de rendimiento = 3,00

e Cuarta extraccion.

Peso del balon vacio: 103,7692
Peso de la muestra: 10,0006

Peso del balon + extracto seco: 104,0673

L. 104,0673 — 103,7692
% de rendimiento = 100006 X100

% de rendimiento = 2,98

¢ Quinta extraccion.

Peso del balon vacio: 126,7705
Peso de la muestra: 10,0002

Peso del balon + extracto seco: 127,0696

1Y 126,7705 — 127,0696
% de rendimiento = 10 0002 X100

% de rendimiento = 2,99

EXTRACCION CON ETER DE PETROLEO.

e Primera extraccion.

Peso del balon vacio: 105,5602
Peso de la muestra: 10,0003

Peso del baldon + extracto seco: 105,7624

e 105,7624 — 105,5602
% de rendimiento = 10 0003 X100

% de rendimiento = 2,02

e Segunda extraccion.

Peso del balon vacio: 126,7685
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Peso de la muestra: 10,0004
Peso del balon + extracto seco: 126,9777

o 126,9777 — 126,7685
% de rendimiento = 10,0004 X100

% de rendimiento = 2,09

e Tercera extraccion.

Peso del balon vacio: 103,7802
Peso de la muestra: 10,0008

Peso del balon + extracto seco: 103,9843

it 103,9843 — 103,7802
% de rendimiento = 10 0008 X100

% de rendimiento = 2,04

e Cuarta extraccion.

Peso del balon vacio: 103,7756
Peso de la muestra: 10,0011

Peso del balon + extracto seco: 103,9856

-\ 103,9856 — 103,7756
% de rendimiento = 10 0011 X100

% de rendimiento = 2,10

e Quinta extraccion.

Peso del balon vacio: 105,5597
Peso de la muestra: 10,0003
Peso del balon + extracto seco: 105,7694

e 105,7694 — 105,5597
% de rendimiento = 10 0003 X100

% de rendimiento = 2,10
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IMAGENES DE LOS RESULTADOS
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Figura N° 4.2: Extractos de Curcuma longa L. (palillo)
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Figura N° 4.5: Prueba blanco con Tween 20 con indculo de las

cepas clinicas, sin efecto antimicrobiano

Figura N° 4.6: Obtencidon del extracto seco y la solucion Madre en

concentraciones de 10 mg/mL y 100 mg/mL
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Figura N° 4.7: Zona estéril para la preparacion de los materiales biologicos.

Figura N° 4.8: Dilucién en tubo de la concentraciéon Madre
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Figura N° 4.9: Concentracion inhibitoria minima (CIM).

Figura N° 4.10: Concentracién inhibitoria minima (CIM) de las cepas clinicas de

Staphylococcus aureus.
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Figura N° 4.11: Concentracidon inhibitoria minima (CIM) de las cepas clinicas de
Escherichia coli.

Figura N° 4.12: Concentracion inhibitoria minima (CIM) de las cepas clinicas de
Candida albicans.
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Figura N° 4.13: Concentracién bactericida minima (CBM) y concentracion

fungicida minima (CFM)

Figura N° 4.14: Concentracion bactericida minima (CBM) en cepas clinicas de

Staphylococcus aureus.
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Figura N° 4.15: Concentracion bactericida minima (CBM) en cepas clinicas de
Escherichia coli.

Figura N° 4.15: Concentracion fungicida minima (CFM) en cepas clinicas de
Candida albicans.
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Anexo 5.

FICHAS DE INFORMACION
ALCOHOL ETILICO
Sinénimos: Etanol. INCI: Alcohol.
Formula Molecular: C2H60
Peso Molecular: 46,07
Descripcion: Hay 3 clases de alcohol etilico:

— Alcohol desnaturalizado: tiene un 96% de riqueza, y lleva un indicador o marcador
que le confiere mal sabor y olor para evitar la fabricacion de bebidas.

— Alcohol rectificado u oficinal: tiene un 96% de riqueza y no lleva indicador.

— Alcohol absoluto: tiene >99,5% de riqueza y no lleva indicador. En Acofarma, el
alcohol destinado a la fabricacion de férmulas magistrales de uso topico u oral es
el que cumple la farmacopea europea (lleva la indicacion "CODEX" o "PhEur" en
su etiquetado).

En concreto tenemos 2 calidades de alcohol etilico:

— Alcohol etilico 96% v/v PhEur: para uso farmacéutico.

— Alcohol etilico absoluto v/v PhEur: para uso farmacéutico.

Datos  Fisico-Quimicos: Liquido incoloro, limpido, volatil, inflamable,
higroscopico. Miscible con agua y con cloruro de metileno. Arde con llama azul, sin
producir humo.

— Densidad: 0,812 - 0,816 g/ml.

— Punto de ebullicion: aprox. 78 °C.

Propiedades y usos: Se trata de un antiseptico con accion bactericida y
desinfectante contra las formas vegetativas de los microorganismos cuando esta al 60 —
96 %, pero su actividad frente a esporas es muy pequefia. Generalmente para este fin se
usa al 70 %, que es cuando presenta su maxima accion. Se usa para desinfectar la piel ante
heridas y llagas, antes de una inyeccion, antes de una intervencion quirdrgica, o
simplemente para desinfectar manos y superficies. Es compatible con los demas
conservantes e incluso les potencia su accion. Es un excelente disolvente, el mas usado
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para la preparacion de soluciones en formulacion magistral en forma de solucion
hidroalcohdlica. La proporcion de agua y de alcohol dependeréan de la solubilidad de las
materias primas a vehiculizar. Asi, para sustancias ionicas suele usarse un 30 — 60 % de
alcohol, y para las no-iénicas un 60 — 96 %, siendo lo més habitual un 70 %.

FICHAS DE INFORMACION TECNICA También presenta propiedades
antihidroticas, rubefacientes, astringentes, antiinflamatorias, y hemostéticas, utilizdndose
por via topica para estos fines.

Efectos secundarios: La aplicacion frecuente de alcohol sobre la piel origina
irritacion y sequedad cutdneas. Por via oral y administrada en exceso puede causar
depresién medular y cortical sobre el sistema nervioso.

Interacciones: EIl alcohol incrementa los efectos de los principios activos que
deprimen el SNC, como hipnoticos, antihistaminicos, analgésicos opiaceos,
antiepilépticos, antidepresivos, neurolépticos, y sedantes. Puede producir reaccion
antabus con disulfiram, clorpropamida, metronidazol, y algunas cefalosporinas. Puede
ocasionar hipoglucemia en pacientes tratados con insulina o sulfonilureas. Puede causar
hipotensidn ortostatica en pacientes que tomen farmacos vasodilatadores. Puede aumentar
el riesgo de sangrado digestivo en pacientes que tomes AINES y mostrar efectos variables
con los anticoagulantes.

Incompatibilidades: Sustancias oxidantes, enzimas, disoluciones gomosas y
albuminosas, y numerosas sales. Observaciones: NO apto uso alimentario. Es inflamable.
Es un excipiente de declaracion obligatoria. En preparaciones orales indicar el contenido
de alcohol etilico. Ademas, dar siempre indicaciones precisas de los posibles peligros para
el paciente.

Conservacion: En envases bien cerrados. PROTEGER DE LA LUZ.
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Anexo 6.

BUTANOL

1. Identificacién del Producto

Sinénimos: 1-Butanol, Alcohol butilico; n-Butanol
Peso Molecular: 74.12
Férmula Quimica: CH3 (CH2)2CH20H

Propiedades fisicas y quimicas.

Estado fisico: liquido
Olor: caracteristico
Color: claro Valor pH: 7 (70 g/l, 20 °C)
Punto de solidificacion: -89 °C (1 ATM)
Temperatura de ebullicion: 116 - 118 °C (1,013 mbar) (DIN 53171)
Presion de vapor: 7 mmHg (20 °C)
Densidad relativa: 0.811 (20 °C)
Coeficiente de dispersion n-octanol/agua (log Pow): aprox. 0.8
Viscosidad, dindmica: 2.9 mPa.s (20 °C)
Solubilidad en agua: 77 g/l (20 °C)
Solubilidad (cualitativo): soluble disolvente(s): disolventes organicos.
Identificacion de los peligros
Indicaciones - Urgencia
PELIGRO: LIQUIDO INFLAMABLE. PUEDE CAUSAR IRRITACION

OCULAR, EN LA PIEL Y EN EL TRACTO RESPIRATORIO Utilizacion con

ventilacion de salida local. Lleve gafas para productos quimicos certificadas por el NIOSH

(Instituto Nacional de Salud y Seguridad Ocupacional). Usar indumentaria de proteccion.

Los lavaojos y regaderas de seguridad deben ser faciles de accesar Si existe peligro de

salpicadura, utilice proteccion que cubra toda la cara. Lleve respirador de vapor certificado

por el NIOSH (Instituto Nacional de Salud y Seguridad Ocupacional).
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Anexo 7.
ETER DE PETROLEO

Composicion/Informacion de los componentes

Mezcla de hidrocarburos compuesta principalmente por: 3-metilpentano. N-hexano.
Denominacion: Eter de Petroleo 60-80°C
Identificacién de los riesgos

Extremadamente inflamable. Irrita la piel. Nocivo: riesgo de efectos graves para la
salud en caso de exposicion prolongada por inhalacién. Téxico para los organismos
acuaticos, puede provocar a largo plazo efectos negativos en el medio ambiente acuatico.
Posible riesgo de perjudicar la fertilidad.
Nocivo: si se ingiere puede causar dafio pulmonar. La inhalacién de vapores puede
provocar somnolencia y veértigo.

Propiedades fisicas y quimicas.

— Aspecto: Liquido transparente e incoloro.

— Olor: Caracteristico.

— Punto de ebullicion: 30-65°C

— Punto de inflamacion: -40°C

— Temperatura de auto ignicién: 250°C

— Limites de explosion (inferior/superior): 0,6-8 Vol. %
— Presion de vapor: (20°C) 350 hPa

— Densidad (20/4): 0,64

— Solubilidad: Insoluble en agua

Informacion toxicolégica.

Toxicidad aguda:

- Efectos peligrosos para la salud:

Por inhalacion de vapores: Irritaciones en vias respiratorias.
Por ingestion: nauseas.

Riesgo de aspiracion al vomitar. Neumonia.
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acofarma distribuckn, 5.4

Descripcion:

Datos Fisico-Quimicos:

Propiedades y usos:

Dosificacion:

Efectos secundarios:

Incompatibilidades:

Observaciones:

Conservacion:
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Anexo 8.

FICHAS DE INFORMACION TECNICA

TWEEN

Los Tween® o polisorbatos son ésteres del polioxietilen sorbitano
(sorbitol y sus anhidridos copolimerizados con 4, 5, o0 20 moles de
oxido de etileno) parcialmente esterificados con &cidos grasos
superiores.

Tween-20:

Sinénimos: Polisorbato 20. Polioxietilien 20 sorbitan monolaurato.
Sorbimacrogol laurato 300. E-432.

INCI: Polysorbate - 20.

Descripcion: Liquido oleoso, amarillo o amarillo pardusco, limpido o
ligeramente opalescente. Soluble en agua etanol anhidro, acetato de
efilo y metanol. Practicamente insoluble en aceites grasos y en
parafina liquida. Densidad: aprox. 1,10 g/ml. HLB: 16,7.

Férmula Molecular:
Peso Molecular:

CSBHI‘MOZS
1227,5

Los polisorbatos con 20 unidades de oxido de etileno son
surfactantes no-idnicos hidrofilicos. Son agentes emulgentes no
ionicos, con amplio e intenso poder emulgente y suspensor, que
originan emulsiones de fase externa acuosa (O/W), estables y de
textura fina, poco afectables por altas concentraciones de electrolitos
o por cambios de pH ligeros, observandose en la practica que se
obtienen mejores resultados con la asociacion de dos o mas
emulgentes que con el empleo de sdélo uno.

Se utilizan en farmacia para la preparacion de cremas, pomadas
lavables, y bases de supositorios, asi como para emulsificar aceites,
esencias, y vitaminas liposolubles, y como humectantes en
suspensioens orales o parenterales.

También se utilizan para incrementar la absorcion de la dieta grasa
en casos de esteatorrea, debida a transtornos celiacos y esprue.

Se usan como surfactantes en sprays insecticidas y pesticidas, asi
como emulgentes en cremas cosmeticas e industria alimentaria.

Se pueden adicionar a vaselina filante y pomadas para aumentar su
capacidad de retencion de agua y facilitar su lavado.

Como emulsificantes y solubilizantes: 1 — 15 %.
Como humectantes: 0,1 — 3 %.

Los polisorbatos pueden incrementar la absorcion de parafina liquida
y otras sustancias liposolubles.

Ocasionalmente se han observado reacciones de hipersensibilidad
tras la aplicacion topica de preparaciones que contenian
polisorbatos.

Los polisorbatos se han asociado con graves efectos adversos,
incluyendo la muerte, en neonatos de bajo peso a los que se
administré preparados parenterales con polisorbatos.

Acidos y bases fuertes, sales de metales pesados, taninos, fenoles,
alquitranes, y breas.

La actividad antimicrobiana de los parabenos se reduce en
presencia de polisorbatos.

Todos los polisorbatos son fotosensibles e higroscopicos.

En envases bien cerrados. PROTEGER DE LA LUZ.
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Anexo 9.
Mac Conkey Agar.
Este medio se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos de féacil
desarrollo, aerobios y anaerobios facultativos. Permite diferenciar bacterias que utilizan o

no, lactosa en muestras clinicas, de agua y alimentos.

TABLA N° 9.1. Preparacion de agar Mac Conkey

Férmula (en gramos por litro) Instrucciones
Peptona 17.0 Suspender 50 g del polvo por litro de
Pluripeptona 3.0 agua destilada. Reposar 5 minutos y
Lactosa 10.0 mezclar hasta uniformar. Calentar
Mezcla de sales biliares | 1.5 suavemente y hervir 1 a 2 minutos
Cloruro de sodio 50 hasta disolver.  Esterilizar en
Agar 135 autoclave a 121°C durante 15
Rojo neutro 0.03 MiQRtos.
Cristal violeta 0.001

pH final: 7.1 £ 0.2

Fuente: Stanier, R.Y., Ingraham, J.L., Wheelis, M.L. y Painter, P.R. (1996).
Microbiologia. 4% ed. Reverté. Espafia.

Siembra

- Sembrar en superficie.

- Utilizando la técnica de Pour Plate: sembrar 1 ml de muestra y agregar
aproximadamente 15 ml de medio de cultivo fundido y enfriado a 45-50 °C.

Incubacion

Durante 18-48 horas, a 35-37 °C, en atmdsfera aerdbica
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TABLA N° 9.2. Resultados

Microorganismos

Colonias

Escherichia coli ATCC 25922

Rojas con halo turbio

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

Rosadas mucosas

Salmonella typhimurium ATCC 14028

Incoloras, transparentes

Shigella flexneri ATCC 12022

Incoloras, transparentes

Proteus mirabilis ATCC 43071

Incoloras, transparentes

Enterococcus faecalis ATCC 29212

Diminutas, incoloras, opacas

Fuente: Stanier, R.Y., Ingraham, J.L., Wheelis, M.L. y Painter, P.R. (1996).

Microbiologia. 42 ed. Reverté. Espafia.

Caracteristicas del medio
Medio preparado: rojo parpura
Almacenamiento:

Medio deshidratado: a 10-35 °C.
Medio preparado: a 2-8 °C.
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Anexo 10.

Manitol Salado Agar.

Medio de cultivo selectivo y diferencial, utilizado para el aislamiento y
diferenciacion de estafilococos.

Es recomendado para el aislamiento de estafilococos patogénicos a partir de
muestras clinicas, alimentos, productos cosmeticos y otros materiales de importancia
sanitaria.

También, este medio puede utilizarse para el cultivo de especies halofilas de
Vibrio, si no se dispone de medios apropiados (TCBS Medio, Medio Marino, etc.), aunque

algunas especies pueden no desarrollar.

TABLA N° 10.1. Preparacion del Agar Manitol Salado

Férmula (en gramos por litro) Instrucciones

Extracto de carne 1.0 Suspender 111 g de polvo por litro de
Pluripeptona 10.0 | agua destilada. Reposar 5 minutos y
d-Manitol 10.0 | mezclar calentando a ebullicion
Cloruro de sodio 750 |durante 1 o 2 minutos. Distribuir y
Agar 15.0 | esterilizar en autoclave a 118-121°C
Rojo de fenol 0.025 | durante 15 minutos.

pH final: 7.4 £ 0.2

Fuente: Stanier, R.Y., Ingraham, J.L., Wheelis, M.L. y Painter, P.R. (1996).
Microbiologia. 42 ed. Reverté. Espafia.
Siembra
Sembrar en superficie un in6culo denso de la muestra.
Incubacion
De rutina: durante 18-24 horas a 35-37 °C, en aerobiosis.
La American Public Health Association (A.P.H.A) recomienda la incubacién

durante 3 dias a 32 °C, en aerobiosis.
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TABLA N° 10.2. Resultados

Microorganismos Crecimiento | Caracteristicas de las colonias
Staphylococcus aureus ATCC | Excelente Amarilla
25923
Staphylococcus epidermidis | Bueno Roja
ATCC 14990
Escherichia coli ATCC 25922 Inhibido Inhibido
Klebsiella pneumoniae ATCC | Inhibido Inhibido
700603

Fuente: Stanier, R.Y., Ingraham, J.L., Wheelis, M.L. y Painter, P.R. (1996).
Microbiologia. 4% ed. Reverté. Espafia.

Caracteristicas del medio

Medio preparado: rojo
Almacenamiento:

Medio deshidratado: a 10-35 °C.

Medio preparado: a 2-8 °C.

5-El ennegrecimiento del medio indica que el microorganismo produce acido
sulfhidrico.
Caracteristicas del medio.

Medio preparado: rojo
Almacenamiento.

Medio deshidratado: a 10-35 °C.
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Anexo 11.
Sabouraud Glucosado Agar

Formula (en gramos por litro)
a. Instrucciones

Pluripeptona 10.0 | Suspender 65 g del polvo por litro de agua

Glucosa 40.0 | destilada. Reposar 5 minutos y mezclar hasta

Cloranfenicol 0.05 uniformar. Calentar agitando frecuentemente

Agar 15.0 |y hervir 1 minuto hasta disolver. Distribuir y

esterilizar 15 minutos a 118-121°C. Mantener
en lugar fresco, pues la exposicion al calor
hidroliza los componentes. Distribuir en

placas o en tubos con cierre hermético

pH final: 5.6 £ 0.2

Siembra
Depende del uso, puede ser tanto en tubo como en placa. Consultar referencias de

métodos recomendados.

Resultados
Microorganismos Crecimiento
Saccharomyces cerevisiae Bueno
Aspergillus niger Bueno
Candida albicans ATCC 10231 Bueno

Caracteristicas del medio
Medio preparado: ambar claro, ligeramente opalescente sin ningun precipitado.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




