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INTRODUCCION

Existen algunos metabolitos secundarios procedentes de plantas que vienen siendo
aprovechados por la medicina y la industria farmacéutica por sus diversos beneficios en
la salud humana (1), debido a que, las plantas poseen metabolitos secundarios como
flavonoides, taninos, terpenos, entre otros que se relacionan directamente con la
actividad terapéutica (2,3,4,5), asi mismo, uno de los beneficios mas conocidos es la

capacidad de inhibir el crecimiento microbiano (6,7).

Encontrar nuevos beneficios terapéuticos de las especies vegetales hacen factible
continuar con mas estudios, ya que en el medio existen algunos microorganismos que
son considerados patégenos como es el caso de Céandida albicans que produce
infecciones cutaneas, en las mucosas, infecciones subcutaneas y micosis sistémicas. Asi
mismo, otro microorganismo es el Staphylococcus aureus que hasta la fecha sigue
siendo un patodgeno versatil y peligroso en los seres humanos, ya que es responsable de
infecciones nosocomiales, las cuales han aumentado constantemente (8), asi pues el
tratamiento de estas infecciones se ha vuelto mas dificiles, debido a la aparicidn de cepas
resistentes como el Staphylococcus aureus meticilino resistente (SAMR).

Otro microorganismo conocido por su patogenicidad es la Escherichia coli que
pertenece a la flora normal no patégena predominante del intestino humano. Sin
embargo, algunas cepas de E. coli han desarrollado la capacidad de causar enfermedades
del sistema gastrointestinal, urinario o nervioso central. Asi mismo varios sindromes
clinicos acompafian a la infeccién en 4 categorias de (E. coli productora de enterotoxina
citotonicas), que incluyen la diarrea del viajero, (E. coli enterohemorragica) que incluye
el sindrome hemolitico - urémico, (E. coli enteroinvasora) produce una enfermedad

parecida a la shiguelosis y (E. coli enteropatgena) diarrea acuosa en lactantes (9).

En la presente investigacion se busco determinar el efecto antimicrobiano del extracto
etandlico de Lessonia nigrescens frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Candida albicans ya que no hay muchas investigaciones sobre la actividad terapéutica
de esta especie y evaluar sus propiedades antimicrobianas de mas especies vegetales
podria dar resultados Utiles.
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RESUMEN

Actualmente, las terapias antimicrobianas son cada vez mas escasas debido a que algunos
microorganismos desarrollan resistencia por diversos mecanismos, es por ello que se busca
investigar el desarrollo de nuevas especies vegetales con la finalidad de hallar metabolitos

que conlleven al desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas de vital importancia.

El objetivo de la presente investigacion fue la evaluacion de la actividad antimicrobiana del
extracto etandlico de Lessonia nigrescens (Aracanto) frente a Escherichia coli,

Staphylococcus aureus y Candida albicans.

Se recolectd muestras de algas marinas de Aracanto, en la localidad de Matarani, ubicado en
la provincia de Islay, luego se procedié a seleccionar las ldminas que se encontraban en buen
estado; posteriormente fueron lavadas, secadas y pulverizadas para su posterior extraccion.
Se obtuvieron extractos etanolicos por el método de Percolacion con un rendimiento
promedio de 11.62 £ 0.10 %; dichos extractos fueron analizados por Cromatografia en Capa

Fina (CCF) encontrando la presencia de terpenos, taninos y flavonoides.

Posteriormente, se evalud la actividad antimicrobiana encontrando que la Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) y la Concentracion Bactericida Minima (CBM) del extracto de L.
nigrescens frente E. coli son 50 mg/mL y 100 mg/mL respectivamente. Por otro lado, la CIM
y CBM del extracto de L. nigrescens (Aracanto) frente a S. aureus es 25 mg/mL. Asi mismo,
la CIM del extracto de L. nigrescens frente a C. albicans es de 100 mg/mL y no presenta

Concentracion Fungicida Minima (CFM).
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Finalmente, se procedio con el estudio de sensibilidad por el método de Kirby Bauer usando
discos impregnados con diferentes concentraciones del extracto, dando como resultado que,
E. coli presenta sensibilidad al extracto etandlico de L. nigrescens con halos de inhibicion
de 6, 7.4, 11.2 y 12.8 mm a concentraciones de 25, 50, 75 y 100 mg/mL, por otro lado, S.
aureus presenta sensibilidad al extracto etanolico de L. nigrescens con halos de inhibicién
de 7.8, 11.0, 13.6 y 15.4 mm a concentraciones de 25, 50, 75y 100 mg/mL.

En conclusion, se encontr6 que el extracto de Lessonia nigrescens tiene actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli, a diferencia de Candida

albicans que no presento actividad antifingica.

Palabras claves:

Aracanto, algas marinas, actividad antimicrobiana.
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ABSTRACT

Currently, antimicrobial therapies are increasingly scarce because some
microorganisms develop resistance through various mechanisms, which is why we seek
to develop research in new plant species in order to find unknown metabolites that lead

to the development of new therapeutic alternatives for vital importance.

The objective of the present investigation was the evaluation of the antimicrobial
activity of the ethanolic extract of Lessonia nigrescens (Aracanto) on Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, Candida albicans

Samples of seaweed from Aracanto, from the Matarani district, located in the province
of Islay, were collected, then the sheets that were in good condition were selected;
subsequently they were washed, dried and pulverized for later extraction. Ethanolic
extracts were obtained by the Percolation method with an average yield of 11.62 +
0.10%; These extracts were analyzed by Thin Layer Chromatography (CCF) finding the

presence of terpenes, tannins and flavonoids.

Subsequently, the antimicrobial activity was evaluated finding that the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal Concentration (MBC)
of the extract of L. nigrescens on E. coli are 50 mg/mL and 100 mg/mL respectively.
On the other hand, the CIM and CBM of the extract of L. nigrescens (Aracanto) against
S. aureus is 25 mg/mL. Likewise, the MIC of the extract of L. nigrescens against C.

albicans is 100 mg/mL and does not present Minimum Fungicidal Concentration (CFM)

Finally, we proceeded with the sensitivity study using the Kirby Baer method using
disks impregnated with different concentrations of the extract, resulting in E. coli being
sensitive to the ethanolic extract of L. nigrescens with inhibition halos of 7.4, 11.2 and
12.8 mm at concentrations of 50, 75 and 100 mg/mL, on the other hand, S. aureus
presents sensitivity to the ethanolic extract of L. nigrescens with inhibition halos of 7.8,
11.0, 13.6 and 15.4 mm at concentrations of 25, 50, 75 and 100 mg/mL.

In conclusion, it was found that the extract of Lessonia nigrescens has antibacterial
activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli, unlike Candida albicans
that did not present antifungal activity
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1. Lessonia nigrescens (ARACANTO)

1.1. GENERALIDADES

La familia Lessonia son algas pardas que corresponden al orden de laminariales que
geogréficamente estan ubicadas en las costas del Océano Pacifico de Sudamérica (10),
las cuales son utilizadas en la mayoria como materia prima con el fin de extraer los
alginatos, que son polisacaridos naturales presentes en las especies Lessonia nigrescens

y Lessonia trabeculata (11).

Figura 1. Lessonia nigrescens

Fuente. Spanish.alibaba (12)

En un contexto general, estas algas se caracterizan por poseer una gran cantidad de
proteinas, mucilagos, oligoelementos y vitaminas; justificando su empleo en la
alimentacion humana, asi mismo estas algas no poseen raiz, hojas, ni tallo, sin embargo,

poseen una estructura general Ilamada “talo”. Las algas marinas que principalmente se
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extraen y comercializan en el sur del Per( pertenecen a los géneros Lessonia y
Macrocystis, ambas representantes del grupo de algas pardas, y productoras de

ficocoloides conocidos como alginatos (10).
1.2. CLASIFICACION TAXONOMICA

Segun el IMARPE (2015) la clasificacion taxondmica del Aracanto (13) es la

siguiente:

Tabla 1. Clasificacion taxondmica

Division Phaeophyta

Clase Phaeophyceae
Orden Laminariales
Familia Lessoniaceae
Género Lessonioa

Especie Lessonia nigrescens

Fuente. Arenas (2016) (13).

1.3. NOMBRES COMUNES

En el Per0 se le conoce popularmente como Aracanto negro, negra, cabeza y en otros

paises como Chile se le llama Chascén y Huiro negro (11)

1.4. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

1.4.1. DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Son algas pardas grandes que pueden alcanzar una longitud de hasta 4 metros y se
caracterizan por ser de color verde olivaceo, parduzcas o casi negro, frondosa,
formada por un disco rizoidal grande y conoideo del cual nacen estipites gruesos,
rigidos, cilindricos y flexibles. El estipite principal puede medir de 1.5 hasta 3 cm de
diametro, dividiéndose dicromaticamente. Cuando son jovenes presentan solo una

lamina por eje. Las ldminas tienden a ser lisas, onduladas o con dientes romos.

Disco de fijacién macizo de superficie lisa, en forma de “chupon”, formado por

hapterios entrelazados y fusionados (10,11,14).
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1.4.2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Lessonia nigrescens esta ubicada en Sudamérica en la costa del Océano Pacifico Este
del hemisferio sur, esta distribuida desde la provincia de Callao (Peru), hasta el cabo

de Hornos (Chile). Son dominantes en aguas frias en ambos hemisferios. Asi también

podemos mencionar que estan ubicadas en las Islas Malvinas, Islas Heard y
Kerguelen (11,15).

= Laminariales

A Alaria spp.

As Ascophyllum nodosum
E Ecklonia spp.

La Laminaria spp.

Le Lessonia spp.

M Macrocystis spp.

N Nereocystis luetkeana

Figura 2. Distribucién geografica del género Lessonia
Fuente. Clare (1993) (16)

1.4.3. HABITAT Y ASPECTOS ECOLOGICOS

Se encuentra en zonas intermareales y submareales de playas rocosas, formando
cinturones, preferentemente en zonas expuestas y semi expuestos a las olas. Las
praderas formadas por esta especie modifican su estructura y funcionamiento de la
biodiversidad en sistemas costeras donde se desarrolla. Siendo considerados
“ingenieros ecosistémicos” estructuradores de habitat para un nimero de especies de
peces y macro invertebrados (11).
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Figura 3. Presencia de Lessonia en Sudamérica caracteristico de relieves rocosos.
Fuente. Peteiro (2017) (17)

1.4.4. USOS

Lessonia nigrescens como recurso bioldgico es de gran importancia ya que es
utilizada para la extraccion de alginatos, como también en la industria alimentaria,
cosmeética, textil y farmacéutica. Por otro lado, también cumple un rol ecoldgico ya
que cumple una importante funcion al ser como una proteccién brindando un lugar
de establecimiento de invertebrados marinos y peces siendo utilizados como

alimento por invertebrados (15).
1.4.5. ESTUDIOS TERAPEUTICOS

Un estudio demostré la actividad antidiabética del extracto etandlico de Lessonia
nigrescens en ratones diabéticos tipo 2 inducidos por estreptozotocina (SZT)
alimentados con una dieta alta en sacarosa y grasas. Los niveles de glucosa en sangre
en ayunas en ratones diabéticos tipo 2 disminuyeron significativamente después de

la administracion del extracto (18).
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1.4.6. COMPOSICION QUIMICA

Lessonia contiene una amplia gama de compuestos bioactivos, como los fucanos y
los florotaninos (Figura 4) (18); otro estudio revel6 que los estipites, haptera y
frondas presentan fucanos. Cada uno de los “fucanos” contenia proporciones
variables de fucosa (mayor), galactosa, manosa, Xilosa, &cido glucurénico y
pequerias proporciones de proteina; ademas de acido glucurénico y acido alginico o
alginatos (Figura 5) (19).

OH

HO O OH

OH

Figura 4. Estructura quimica del florotanino
Fuente. Elaboracion propia

2. EXTRACTOS VEGETALES

Los extractos son obtenidos a partir de la droga que puede ser de consistencia sélida,
semisolida o liquido. Estos principios activos de dicha planta a extraer, se encuentran
disueltos en el citoplasma de la célula vegetal siendo aqui el proceso extractivo cuando
el disolvente va a ingresar a la célula, con el propoésito de facilitar la extraccion de sus

metabolitos secundarios (principios activos) (20).

2.1. METODOS EXTRACTIVOS

Existen varios métodos para obtener los principios activos de la droga de dicha
planta. En la actualidad el aislamiento de estos principios activos por lo general esta

vinculado a ensayos farmacoldgicos, permitiendo la seleccion de extractos y

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

aislamiento de sus principios activos no solo por su uso terapéutico sino también para

analizar y estudiar las nuevas sustancias activas de cualquier especie vegetal (21).

2.1.1. EXTRACCION DISCONTINUA

A. MACERACION

Es utilizada para la extraccion de los principios activos termolabiles, por lo que se
trabaja a temperatura ambiente, también es Gtil cuando los principios activos de la
droga son muy solubles y la estructura de la droga es permeable al disolvente; asi
mismo, también una desventaja es que la extraccion de los principios activos de la

droga es incompleta (20).
B. DIGESTION

La digestion es un proceso muy parecido a la maceracion, la diferencia es que trabaja

a temperaturas mas elevadas (20).
C. INFUSION

Es el proceso donde se trabaja macerando la droga con un disolvente (agua) a
temperatura proxima a la de ebullicion por un tiempo corto. Finalmente este proceso

se deja enfriar hasta temperatura ambiente (20).
2.1.2. EXTRACCION CONTINUA

El método de extraccidén continua consiste en poner en contacto la droga con el
disolvente manteniendo en todo momento el desequilibrio para asi poder evitar que
se detenga la extraccion para lo cual permite que se produzca la difusion celular

pasiva (20).
A. PERCOLACION

Es el método oficial de extraccion, descrito en la farmacopea americana. Es un
método que consiste en que el menstruo (generalmente alcohdlico o mezcla
hidroalcoholica) atraviesa la masa de la droga pulverizada siempre en un solo
sentido, alcanzando concentraciones crecientes, por lo que la droga toma contacto
siempre por nuevas proporciones de menstruo, asi acaba por ceder todos sus

componentes solubles de manera progresiva (22).
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Este tipo de extraccion se realiza en recipientes (percoladores) cilindricos o conicos
que poseen dispositivos de carga y descarga, lograndose una extraccion total de los
principios activos (practicamente se obtiene hasta el 95 % de sustancia extraibles);
se debe tomar en cuenta que el tiempo en el que la droga permanece en contacto con
el menstruo y la relacién existente entre la droga y el liquido extractivo (cantidad de
disolvente), son dos factores decisivos dentro de la percolacion. “La percolacion es
el método extractivo menos adecuado en el caso de gran gelificacion o si las drogas
son muy voluminosas”. Cabe recalcar que previo a la extraccion es necesario
humectar la droga con el disolvente, permitiendo su esponjamiento con el fin de
facilitar la entrada del menstruo en las membranas celulares durante la percolacion
(22).

B. SOXHLET

Es un proceso de extraccion sélido-liquido. La temperatura en el método de Soxhlet
puede ser un principal inconveniente ya que es usado a temperaturas altas, pero
también facilita la solubilizacién de las sustancias, principalmente utilizan
disolventes de punto de ebullicién bajo, ya sea como el diclorometano, metanol o
hexano (21).

La extraccion se realiza en un aparato de consta de tres partes, un matraz de fondo
plano, un cuerpo extractor y un refrigerante. En el cuerpo extractor se coloca el
disolvente orgénico y la droga, generalmente envuelta en un material poroso que
permita el contacto con el disolvente. En el matraz de fondo plano se coloca el
disolvente organico que se lleva a ebullicién y los vapores del disolvente ascienden
por el tubo lateral y llegan al refrigerante donde condesan y caen sobre la droga
situada en el cuerpo extractor. Cuando el cuerpo extractor se llena de liquido
extractivo, éste se vacia por el sifon lateral interno y desemboca en el matraz inferior.
El disolvente organico se va reciclando durante el proceso mientras que los principios

activos se van concentrando en el matraz inferior (21).

3. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Consiste en la separacion de los componentes de una mezcla a través de la migracion

diferencial sobre una capa fina adsorbente, retenida sobre una superficie plana (23), que
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constituye una herramienta fundamental en quimica organica para analizar pequefias

cantidades de muestras en forma rapida. Es una técnica unicamente cualitativa (24).

Figura 5. Separacion de componentes de una muestra por Cromatografia en Capa Fina
Fuente. Overview of TLC (25)

3.1. APLICACION DE LA MUESTRA Y DESARROLLO DE LA PLACA

En esta técnica, la muestra a analizar es aplicado por medio de un tubo capilar sobre la
superficie de un adsorbente inerte (silica, alimina, etc.), en forma de una pequefia
mancha circular posteriormente se deja secar. Luego se sumerge la placa en el disolvente
o fase mavil. El disolvente asciende la placa por capilaridad, arrastrando el sustrato.
Antes de alcanzar el extremo superior de la placa se debe retirar dicha placa de la cdmara
cromatografia, marcando con un lpiz la posicion alcanzada por el frente del disolvente.
Por lo general la muestra no se desplaza a la misma velocidad que el disolvente. También
se marca la posicion de la mancha de la muestra (23,26).

Luego se calcula el Rf de cada uno de los componentes.(13)

Distancia recorrida por la muestra 100

 Distancia recorrida por el eluyente

3.2. LAFASE ESTACIONARIA (ADSORBENTE)

Es un so6lido que forma la parte fija del sistema, debe ser inerte, poroso e insoluble para
los solventes utilizados como fase mavil. Los materiales mas comunes son la silica gel,

alimina o celulosa. (27).
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3.3. FASE MOVIL

Esta formado por el eluyente que se desplaza a traves de la fase estacionaria (silica gel),

arrastrando todos los componentes de la muestra (28).

La eleccidn del disolvente mas adecuado a utilizar es dificil, debido al gran nimero de
disolventes en la actualidad. La caracteristica mas relevante es su polaridad
seguidamente su caracter acido o basico. Generalmente se usan mezclas de disolventes,

pero algunas veces puede ser mejor con un solo disolvente puro (26).

3.4. VENTAJAS

La CCF esta reconocido como técnica analitica de gran importancia para las modernas

farmacopeas. Las principales ventajas son:

— Versatilidad, se debe al empleo de un gran nimero de adsorbentes como por ejemplo
la celulosa, 6xido de aluminio, hidroxido calcico, poliamida; aunque es la silica gel
el que se emplea con mayor frecuencia (21).

— Velocidad, se debe a la naturaleza compacta del soporte cuando se embebe (21).

— Sensibilidad (21).

— Se requiere de un equipo simple y de bajo costo (23).

— De facil compresion y ejecucion (23).

— Se utiliza una pequefia cantidad de solvente, ademas de la muestra a analizar (23).

— Es posible analizar varias muestras en una sola placa cromatogréafica (23).

— Es posible revelar las placas con reactivos cromogénicos, facilitando la deteccion de

sustancias que no absorben en la regién UV/visible (23).
4. MICROORGANISMOS PATOGENOS
4.1. Staphylococcus aureus
A. GENERALIDADES

En la actualidad se han descrito 42 especies diferentes de Staphylococcus, algunas
de ellas constituyen la flora microbiana normal de piel y mucosas en seres humanos
y otras se encuentran so6lo en la flora de animales mamiferos y aves (29).
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Son cocos Gram positivos que se encuentran aislados en parejas, tétradas, cadenas
cortas o0 agrupadas en forma de racimos de uvas, la mayoria presenta un didmetro
de entre 0.5y 1.5 um (29,30)

4

Figura 6. Staphylococcus aureus

Fuente. gettyimages (31)

Son bacterias inmaviles, no formadores de esporas, por lo general no poseen capsula
y son capaces de crecer en condiciones aerdbicas y anaerobicamente en presencia
de una elevada salinidad, ademas de ser resistentes a temperaturas de 18-40°C
(29,30).

Las colonias de Staphylococcus aureus pueden presentar un color amarillo o dorado
por los pigmentos carotenoides que se van formando durante su crecimiento. Es la
especie mas comun e importante presente en el ser humano. La mayor parte de las
especies producen catalasa, el género Staphylococcus presenta “catalasa positiva”.

La principal caracteristica que diferencia a S. aureus de otras especies de
estafilococos es la produccion de la enzima coagulasa, permitiendo a la bacteria

coagular el plasma, “coagulasa positiva” (29,30).
B. PATOGENIA

Staphylococcus aureus es el patdgeno humano mas importante entre los
estafilococos, se encuentra en el medio ambiente y coloniza las narinas en un 20 a

40% de los adultos, también en los pliegues cutaneos intertriginosos, el perineo, las
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axilas y vagina. Aunque forma parte de la microflora normal del ser humano, es

capaz de causar infecciones importantes en condiciones apropiadas (32).

Los Staphylococcus aureus es causante de diferentes procesos infecciosos que van
desde infecciones cutaneas relativamente benignas hasta enfermedades sistémicas

las cuales pueden ser mortales sino se trata en forma adecuada (32).

Existen muchos factores que pueden causar infecciones graves por S. aureus:

Enfermedades producidas por toxinas (sindrome estafilococico de piel escaldada,

intoxicacién alimentaria, Shock toxico) (30,32).

— Infecciones cutaneas que pueden afectar los foliculos pilosos y producir
foliculitis simple, forinculos e impétigo. Este Ultimo se caracteriza por la
produccidn de vesiculas que se rompen y forman costras (32).

— Infecciones de heridas postquirdrgicas, las cuales pueden conllevar a infecciones
sistémicas (32).

— Lesiones cutaneas (quemaduras, eccema) (32).

— Laneumonia estafilocécica, suele presentarse con mayor frecuencia en ancianos
y la neumonia hospitalaria se presenta en pacientes con enfermedad obstructiva
cronica e individuos sometidos a intubacidn y aspiracion de secreciones (32).

— Presencia de cuerpos extrafios (suturas, vias intravenosas, dispositivos de
proétesis) (32).

— Enfermedades malignas subyacentes como el cancer (32).

— Meningitis, se produce en pacientes con afecciones del sistema nervioso central
(32).

— Osteomielitis (32).

— Endocarditis (32).

C. TRATAMIENTO Y RESISTENCIA

En un principio, la penicilina fue el farmaco de eleccion para el tratamiento de las
infecciones graves por Staphylococcus aureus. La resistencia a la penicilina se debi6
a la adquisicion de elementos genéticos llevados por plasmidos que codifican la
produccion de p-lactamasa.
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Las cepas de S. aureus son capaces de producir hasta cuatro enzimas p-lactamasa
diferentes. Actualmente, mas del 80% de las cepas de S. aureus son resistentes a la
penicilina por la accion de estas enzimas B-lactamasa hidroliticas o penicilinasas.
Las penicilinas resistentes a la penicilinasa, semisintéticas (oxacilina y meticilina)
son los farmacos de eleccion para el tratamiento de las infecciones causadas por S.

aureus resistente a la penicilina (32).

Debido a esta resistencia de las penicilinas a la penicilinasa, la vancomicina se
volvié el tratamiento de eleccidn para infecciones debidas al SARM. Pero en el afio
de 1996 se dio a conocer la primera infeccion causada por una cepa de S. aureus

con resistencia intermedia a la vancomicina (32).
4.2. Escherichia coli
A. GENERALIDADES

Son bacilos gramnegativos, su tamafio oscila de 0.3 a 3 pum. Son aerobias y
anaerobias facultativos, microorganismos capaces de fermentar la glucosa, son

oxidasa negativa. Son maviles por la presencia de flagelos (33).

Sus componentes estructurales son el citoplasma, membrana celular, genoma,
ribosomas, pared con su membrana externa, flagelos y pili. La membrana interna o
citoplasma esta constituida por una bicapa fosfolipidica. La pared esta formada por
una capa delgada de peptidoglicano y una membrana externa que contiene proteinas
purinas (33).

Figura 7. Escherichia coli
Fuente. slideshare.net (34)
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B. PATOLOGIA

Forma parte de la flora normal, pero puede ser causante de enfermedad. Habita

naturalmente en el intestino del hombre y animales (35).

a) Infecciones del Aparato Urinario: E. coli es la causa principal de infecciones
en el tracto urinario debido a que es la mas abundante en el tubo digestivo y el
periné, desde donde logran invadir el tracto urinario por via ascendente; ademas

es el responsable de casi 90% de infecciones urinarias en mujeres.

Presentan un tiempo de generacion muy corto, por ello se multiplican con mayor
rapidez (35).

Algunos signos y sintomas que se manifiestan en el tracto urinario bajo (cistitis)
son la poliuria disuria, piuria y fiebre. Cuando la infeccion asciende
(pielonefritis) se presenta un dolor lumbar, fiebre elevada y mal estado general
(36).

b) Enteritis por E. coli: Algunas cepas de E. coli producen enteritis por su
capacidad enteropatogena. Se clasifican por su mecanismo de patogenicidad en

cuatro grupos:

— E. coli enteroinvasora (ECEI): Produce una enfermedad parecida a la
shigelosis, las cepas de ECEI presentan la capacidad de invadir y
multiplicarse en las células epiteliales de la mucosa intestinal, produciendo
lesiones ulceradas. Se manifiesta con diarrea febril aunque en situaciones de

gravedad se puede manifestar con sangre y moco en las heces (36).

— E. coli productora de enterotoxinas citotonicas (ECET): Es la causa
principal de la diarrea del viajero, asi como causante de enteritis en paises
subdesarrollados. Existen 2 tipos de toxinas secretoras, una termolabil y otra

termoestable que pueden o no ser producidas a la vez por una misma cepa

La toxina termolabil presenta una estructura y antigenos similares a la toxina
del Vibrio cholerae, las ECET se adhieren a las paredes del intestino delgado

mediante factores de colonizacion, su codificacion es plasmidica. Se

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

manifiesta con diarrea acuosa, dolor abdominal y fiebre, no hay presencia

de moco y sangre (36).

— E. coli productora en enterotoxinas citotoxicas (E. coli
enterohemorragica: ECEH): Son capaces de producir verotoxina, llamada
asi por su efecto citotoxico sobre la linea Vero. Causan una lesion a la
mucosa intestinal provocando un sangrado. El serotipo O157:H7 es el
principal agente patdgeno causante de enteritis hemorragica. Se manifiesta
con un intenso dolor abdominal y diarrea acuosa sanguinolenta. Puede

mostrar una complicacion con el sindrome hemolitico-urémico (36).

— E. coli enteropatdgena clasica (ECEPc):
Es la causante de diarrea en lactantes en paises subdesarrollados. Las
bacterias de ECEPc se adhieren intimamente al epitelio intestinal
afectando y destruyendo las microvellosidades celulares. Se manifiesta

con vomitos y diarrea con moco, con ausencia de sangre (36).
C. TRATAMIENTO

Las bacterias de E. coli tienen la capacidad de adquirir genes de resistencia, por
lo que es indispensable las pruebas de la sensibilidad a los antibiéticos mediante
un antibiograma (36). La amoxicilina, el clotrimoxazol (sulfametoxazol +
trimetoprima), las quinolonas y los aminoglucosidos, son considerados muy

eficaces (36).
4.3. Candida albicans
A. GENERALIDADES

Durante los ltimos afios se ha incrementado las infecciones micoticas causadas por
levaduras y hongos levaduriformes. Estas infecciones por lo general se deben a
especies de Candida, se observan sobre todo en pacientes inmunodeprimidos,
pacientes posquirdrgicos, pacientes traumatizados y en pacientes con catéteres

venosos permanentes durante periodos prolongados (37).
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Son hongos levaduriformes, grampositivas con un metabolismo aerobio, se
observan como células redondas ovaladas de 3 a 5 um, se desarrollan en agar
glucosado Sabouraud formando colonias lisas y cremosas de aspecto y olor peculiar
(levadura de pan), se incuban de 24 a 48 horas con una temperatura optima de
crecimiento de 25 a 37°C (38).

Fermentan la glucosa, la maltosa y la sacarosa con produccion de &cido y gas. En
la sacarosa no producen gas (40).

Figura 8. Candida albicans
Fuente. candidalbicans.blogspot (39)

B. PATOLOGIA

Céandida albicans forma parte de la flora normal de la cavidad bucal, tracto
gastrointestinal y tracto genital femenino, también habitan en la piel; en
determinadas circunstancias pueden afectar y lesionar cualquier tejido produciendo

una candidiasis (40).

La formacion de tubos germinativos permite que C. albicans presenten la facilidad
de adherirse a las células epiteliales de la boca y de la vagina, células endoteliales,
fibronectina, coagulos sanguineos y a otras estructuras organicas. Es asi, que se
conocen algunas infecciosas como la Candidiasis cutdneomucosas, la candidiasis
oral o muget es la infeccion mas comun de las mucosas producida por Candida
albicans se manifiesta con manchas blanquecinas en la mucosa bucal, lingual y
gingival. La vulvovaginitis se caracteriza por irritacion, prurito y secrecion vaginal;

las infecciones intertriginosas afecta los pliegues genitales, axilar, submamario,
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interglGteo y espacios interdigitales; la onicomicosis es una inflamacién dolorosa y

eritematosa, afecta las ufias (36).
C. TRATAMIENTO
a) Candidiasis cutdneo mucosas

— Nistatina: Es un fungicida que actta por contacto directo prolongado. Se
puede administrar en suspension, comprimidos ginecoldgicos, pomadas o

grageas masticables. El tratamiento se debe administrar de 7 a 10 dias
— Anfotericina B: Se administra via intravenoso

— Azoles: Se administra en casos donde los tratamientos anteriores no hayan

mostrado resultados satisfactorios (41).
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1. LUGAR DE INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion se realizo en la provincia de Arequipa, la muestra algal
fue recolectada en la localidad de Matarani ubicada en la provincia de Islay, en el mes de
diciembre del afio 2018 y los ensayos se ejecutaron en los laboratorios de farmacognosia
(H-103), Farmacotecnia (H-203) y microbiologia (H-403) de la Universidad Catolica de

Santa Maria Arequipa.
2. MATERIALES
2.1. MATERIAL BIOLOGICO

En cuanto al material biologico se usaron algas de Lessonia nigrescens (Aracanto)
obtenidas de la localidad de Matarani, ubicado en la provincia de Islay, departamento de

Arequipa.

Figura 9. Muestra algas de Lessonia nigrescens (aracanto)

Por otro lado, se estudiaron con microorganismos obtenidos del Departamento de Patologia
Clinica del Hospital Regional Honorio Delgado de la ciudad de Arequipa, dichos
microorganismos fueron identificados como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Candida albicans.
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2.2. MATERIAL REACTIVOS Y EQUIPOS
A. MATERIALES

— Algodén

— Asade kolle

— Baguetas

— Balon

— Barbijo

— Capilares

— Cubas cromatogréaficas
— Cubre objetos

— Espétula

— Fiolas

— Gradilla para tubos de ensayo
— Laminas portaobjetos
— Léapiz marcador

— Lunade reloj

— Matraz Erlenmeyer

— Papel aluminio

— Papel filtro

— Papel kraft

— Pinzas

— Pipetas

— Placas de silica gel

— Placas Petri

— Probetas

— Regla

— Tubos de ensayo

— Vasos de precipitado
— Discos de sensinilidad
— Papel Whatman N°4

— Guantes quirurgicos
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B. REACTIVOS

— Acetato de Etilo

— Acido acético

—  Acido sulfdrico concentrado

— Anhidrido acético

— Agua destilada

— Alcohol etilico 96°

— Cloroformo

— Metanol

— N-butanol

— Tolueno

— Twen 80

— Vainillina

— Reactivo de Cloruro de Aluminio
— Reactivo de Cloruro Férrico

— Reactivo de Dragendorft Ay B
— Reactivo de Liebermann Burchard
— Reactivo de Kovacs

— Peroxido de hidrogeno

— Alfa naftol

— Rojo de metilo

— Hidréxido de potasio

— Suero fisiologico

— Cristal violeta

— Lugol

— Acetona

— Safranina

C. MEDIOS DE CULTIVO

— Agar Mac Conkey
— Agar Manitol Salado
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— Agar Mueller Hilton

— Agar Sabouraud

— Agar triple azucar hierro (TSI)
— Agar lisina hierro (LIA)

— Agar citrato de Simmons

— Caldo Peptona

— Caldo MRVP

D. EQUIPOS

— Autoclave

— Balanza analitica

— Equipo de Percolacion.

— Estufa de incubacion.

— Horno de esterilizacion.

— Lampara de luz ultravioleta
— Mechero Bunsen.

— Microscopio.

— Refrigerador

— Rotavapor.
2.3. METODOLOGIA
2.3.1. RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DEL MATERIAL ALGAL
A. RECOLECCION

Las algas de Lessonia nigrescens (aracanto), fueron recolectadas de las zonas
rocosas del mar de la localidad de Matarani, ubicado en la provincia de Islay.
El material bioldgico recién extraido fue almacenado en bolsas Ziploc y
transportadas en hielo hasta la ciudad de Arequipa. Un espécimen completo
fue enviado al Laboratorio de Biologia de la Universidad Nacional de San
Agustin para su identificacion taxonémica. El resto de la muestra algal fresca

fue destinado al ambito de ejecucion del presente estudio.
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B. SELECCION

Luego de recolectar la muestra algal se procedio a seleccionar las laminas que
se encontraban en buen estado, retirando las laminas en mal estado, o
cualquier material ajeno a nuestro objeto de estudio. Posteriormente fueron
lavadas con agua potable y enjuagadas con agua destilada para la remocion

de sales, arena y epifitos.
2.3.2. DESECACION

Las muestras seleccionadas fueron desecadas en una estufa a 40 ° C durante 72 horas,

una vez secas, se almacenaron en papel Kraft en ausencia de luz.
2.3.3. PROCESAMIENTO DE MUESTRA
A. Molienda

Se realizé la trituracion del material algal en un mortero de porcelana,
posteriormente se utilizé un molino extractor de cuchillas y por medio de

moliendas repetidas se obtuvo una pulverizacion moderada y homogénea.

Figura 10. Molienda de laminas de Lessonia nigrescens (Aracanto) en un

molino de cuchillas marca Oster
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Finalmente, para optimizar la pulverizacion se tamizé a través un tamiz N°
20. Este material se conservo en papel Kraft debidamente rotuladas para su

posterior uso.

Figura 11. Pulverizacion de laminas de Lessonia nigrescens (Aracanto)
2.3.4. EXTRACCION POR EL METODO DE PERCOLACION

El principio de este procedimiento indica que se tiene que dar una maceracion en la
primera etapa, afadiendo de manera continua el disolvente para mantener la
gradiente de concentracion lo més alto posible. El disolvente corre de arriba hacia
abajo a través de la droga, desplazando las sustancias extraidas sin que sea necesario

aplicar presion (42).

Para cada extraccion se pesaron 30 g de la muestra de Lessonia nigrescens,
previamente pulverizada, luego se llevo a una botella &mbar, donde se coloc6 una
torunda de algodén en la punta cubriéndose la parte superior con papel filtro para

impedir que se revuelva el polvo de la droga, sujetadas con unas perlas de vidrio.

Luego se agrego el etanol al sistema de percolacion hasta que todo el material vegetal
se encuentre humectado, con un exceso de 2 cm. Después de 24 horas, se procedio a
recolectar el extracto a goteo lento, haciendo uso de un equipo de venoclisis.
Finalmente se recibid el extracto hasta llegar a un volumen de 150 mL por cada
extraccion (43). (Ver anexo 2)
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Figura 12. Sistema de Percolacion usando solvente etanélico

2.3.5. DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION

El porcentaje de rendimiento de extraccion (% RE) o el porcentaje de solidos
solubles, se fundamenta en calcular la diferencia de peso al evaporar el solvente del
extracto obtenido (44).

Con la finalidad de eliminar el disolvente, el extracto fue llevado a un equipo de
rotavapor, y asi obtener un extracto seco. Una vez obtenido el extracto por el método
de percolacion fue transferido a un balén de fondo redondo previamente pesado,
posteriormente se transfirio el extracto a un vaso de precipitado también pesado, para

continuar con el secado se llevd a bafio maria para su evaporacion completa.

Finalmente se procedié a calcular el rendimiento mediante la siguiente férmula:

o Peso (g) del extracto seco
Rendimiento (%) = x 100
Peso (g) del muestra seca
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2.4. METODO DE SEPARACION E IDENTIFICACION POR
CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Se utilizaron placas de silicagel como fase estacionaria, las cuales fueron divididas
en 20 plaquitas de 3 x 10 cm y en cada una de ellas se trazé una linea horizontal a 1
cm de distancia del inicio en la placa cromatografica. Luego se procedié a sembrar
el extracto en cada placa de silicagel (fase estacionaria) con ayuda de un tubo capilar,
se esperd unos minutos dejandolas secar.

Posteriormente se sumergié la placa en el disolvente o fase movil hasta que ascienda
a 1 cm de distancia del borde superior de las placas. Una vez secas se observé a la

luz UV y para una mejor identificacion se utilizaron reveladores. (Ver anexo 3)

2.4.1. Corrida General

Para la corrida general se usé como fase mdvil una mezcla de acetato de etilo:
metanol: agua en proporcion de 6: 1.25: 0.25 y como revelador: acido sulfirico al 5%

y vainillina al 1% en etanol.
2.4.2. ldentificacion de Terpenos:

La identificacion fue desarrollada usando como fase movil tolueno: acetato de etilo
(5:5) y como revelador: Reactivo de Liebermann-Burchard. Posteriormente se

observé a luz UV a 254 nm.
2.4.3. ldentificacion de Taninos

Para identificacion de Taninos se us6 como fase mévil: metanol: agua (9:1) y como
Revelador: cloruro férrico al 5% en etanol. Posteriormente se dejo secar a estufa a
100°C durante 10 minutos.

2.4.4. ldentificacién de Flavonoides

Para la identificacion de flavonoides se usé como fase mévil al n-butanol: acido
acético: agua (7.5:2:0.5) y como revelador: cloruro de aluminio al 1 % en etanol.
Posteriormente se observé a luz UV a 254 nm.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




M3 UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CRR  CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

2.45. ldentificacion de Alcaloides

Finalmente, para la identificacion de alcaloides se usé como fase mavil cloroformo:
metanol (9.5: 0.5) y como revelador: Reactivo de Dragendorff, posteriormente se

observé a luz UV a 254 nm.
2.5. DETERMINACION DEL FACTOR DE REFERENCIA

El Factor de Referencia es la relacion que existe entre las distancias recorridas por la
muestra y por el eluyente desde el centro de la mancha, ademas que cada compuesto
presenta un valor constante en condiciones cromatograficas especificas (adsorbente,

disolvente, tamafio de la cubeta, temperatura, etc.) (45,46).

Para calcular el Rf se aplico la siguiente ecuacion:

Distancia recorrida por la muestra

 Distancia recorrida por el eluyente

2.6. IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS EN ESTUDIO
2.6.1. Staphylococcus aureus

La identificacion de S. aureus se realizdO mediante la tincion Gram y pruebas
bioquimicas como la prueba de la catalasa, coagulasa, fermentacion de manitol; que

permite diferenciar al género Staphylococcus del género Micrococcus (47).

A. Tincién Gram

Es lamaés utilizada en los laboratorios de bacteriologia, de acuerdo a la estructura
y grosor de su pared bacteriana permite diferenciar a las bacterias Gram positivas
de las bacterias Gram negativas. Las Gram positivas poseen una capa gruesa de
peptidoglicano y carecen de membrana externa, mientras que las Gram negativas
tienen una capa mas delgada de peptidoglicano y poseen una membrana externa
(48).

— Secolocé 1 6 2 gotas de agua destilada en una lamina de portaobjetos limpia.
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— Con el asa de siembra previamente flameada se tomé una pequefia cantidad de
cultivo bacteriano y se extendio6 sobre la lamina portaobjetos.

— Se dejé secar a temperatura ambiente.

— Se realizé la fijacion de las bacterias por calentamiento de la muestra con la
finalidad de inactivarlas y adherirlas al vidrio para que no se pierdan durante el
proceso de tincion.

— Se colocd la ldmina portaobjetos sobre un soporte de tincién, luego se cubrid
con abundante colorante de cristal violeta durante 1 minuto. Se lavé con agua el
exceso de colorante.

— Se cubri6 la ldmina portaobjetos con lugol durante 1 minuto, luego se lavo con
agua el exceso de lugol.

— Se sostuvo la lamina portaobjetos entre el pulgar y el indice y se decolor6 con
alcohol acetona hasta que la preparacion deje de perder cristal violeta durante
30 segundos, se lavo con agua para eliminar el resto de disolvente.

— Se cubri6 la 1dmina portaobjetos con safranina durante 1 minuto, luego se lavd
con agua para eliminar el colorante de contraste.

— Se dej6 secar a temperatura ambiente.

— Se observé al microscopio con el objetivo de 40X, posteriormente a 100X con

aceite de inmersion.

B. Pruebas de Catalasa

Los estafilococos producen una enzima llamada catalasa, capaz de desdoblar el
peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno gaseoso, dando la formacion de
burbujas de oxigeno. Esta prueba diferencia los estafilococos que son positivos

de los estreptococcus y enterococcus gque son catalasa negativos (49).
Procedimiento

En una ld&mina portaobjetos se colocd una colonia de microrganismos, luego se

agreg6 1 gota de peroxido de hidrégeno al 3 %. Se observo la reaccion.
Interpretacion

La formacion de burbujas se considera como prueba positiva.
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C. Prueba de la coagulasa

La coagulasa es una enzima producida por algunos microrganismos capaz de
coagular el plasma (49), esta enzima actda sobre la protrombina formando un
complejo, el cual reacciona con el fibrindgeno para formar fibrina (50). Permite
diferenciar Staphylococcus aureus, coagulasa positiva del resto de especies de

Staphylococcus, que son coagulasa negativa.
Procedimiento

En un tubo de ensayo estéril, se colocd 0.5 mL de plasma, con el aza de col de
afiadié de 2 a 3 colonias del microorganismo. Se mezcl6 por rotacién suave. Se
incubé a 37°C observando el tubo cada 30 minutos en posicién inclinada, sin

agitarlo durante 4 horas.
Interpretacion

La formacién de un codgulo que no puede ser resuspendido por agitacion se

considera una reaccion positiva.
D. Fermentacién de manitol

Para dicha prueba se usa al agar manitol salado que es un medio selectivo y
diferencial para aislar e identificar S. aureus. Contiene 1% de manitol y 7.5% de
NaCl, rojo de fenol y peptonas. La alta concentracion salina inhibe el desarrollo
de otros microorganismos a excepcion de los enterococos, permitiendo el

crecimiento selectivo de los estafilococos (32).
Procedimiento

Se prepar6 el agar manitol salado. Se sembr6 en la superficie del agar un inoculo
por el método de estria. Finalmente se dejo incubar en estufa durante 24 horas a
37°C. (Ver Anexo 4.1)

Interpretacion

Las colonias de S. aureus se caracterizan por la presencia de una zona amarilla

alrededor de las colonias, indicando la produccion de &cido a partir del manitol.
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2.6.2. Escherichia coli
A. Agar MacConkey

Es un medio selectivo, diferencial y utilizado con mayor frecuencia. Contiene
cristal violeta para inhibir el crecimiento de bacterias grampositivas y hongos,
permitiendo solo el desarrollo de bacterias gramnegativas. Presenta una

propiedad diferencial porque contiene un indicador de pH, rojo neutro (37).
Procedimiento

Se prepar6 el agar MacConkey, se sembré en la superficie del agar un inéculo
por el método de estria. Finalmente se dejé incubar en estufa durante 24 horas a
37°C. (Ver Anexo 4.2)

Interpretacion

Las bacterias capaces de fermentar la lactosa disminuyen el pH del medio por la
formacion de acidos. Como resultado las bacterias fermentadoras de lactosa se
observan de color rosa a rojo. Las bacterias no fermentadoras de lactosa

permanecen incoloras y translicidas.
B. Agar Triple azucar hierro (TSI)

Es un medio de cultivo utilizado para determinar si los bacilos gramnegativos
fermentan glucosa, lactosa o sacarosa y forman sulfuro de hidrogeno. El rojo
fenol y el sulfato ferroso son indicadores de acidificacion y formacion de H»S
(37).

Procedimiento

Se sembré 2 a 3 colonias de Escherichia coli en agar TSI por puncion hasta el
fondo del tubo, estriando la superficie del pico de flauta. Posteriormente se dejo
incubar a 37°C durante 18 a 24 horas.
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Interpretacion

— KJ/K: Se observa un tubo de color rojo y no fermenta ninguno de los azucares

(glucosa, lactosa y sacarosa).

— KIJ/A: Se observa el pico de flauta de color rojo y el fondo del tubo de color

amarillo, solo hay fermentacion de glucosa.

— AJ/A: Todo el medio se acidifica, se observd el tubo de color amarillo,

fermenta glucosa, sacarosa o lactosa con la produccion de gas.
C. Adgar lisina hierro (LIA)

Se utiliza para determinar si un bacilo gramnegativo tiene la capacidad de

descarboxilar o desaminar la lisina; ademas formar acido sulfhidrico (H.S).
Fundamento

En el agar LIA la peptona y el extracto de levadura son los responsables de
aportar los nutrientes para el desarrollo bacteriano. La glucosa es el hidrato de
carbono fermentable, la lisina el sustrato que detecta la presencia de las enzimas
carboxilasa y desaminasa. El citrato amonico férrico y tiosulfato de sodio son los
indicadores para la produccién de acido sulfhidrico. El purpura de bromocresol,
es el indicador de pH (50).

Procedimiento

Se sembro 2 a 3 colonias de Escherichia coli en agar LIA por puncion dos veces
hasta el fondo del tubo y luego estriando la superficie del pico de flauta.
Posteriormente se dejé incubar a 37°C durante 18 a 24 horas.

Interpretacion:

— KI/K: Se observé un tubo de color violeta, hay descarboxilacion de la lisina
sin fermentacion de la glucosa, con produccion o no de H2S. Se interpreta

como lisina positiva.
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— KI/A: Se observa el pico de flauta de color violeta y el fondo del tubo de color
amarillo, hay fermentacion de glucosa, con produccion o no de H2S. Se
interpreta como lisina negativa, es decir no descarboxila, ni desamina la

lisina.

— RI/A: Se observa el pico de flauta de color rojo y el fondo del tubo de color

amarillo, hay desaminacion de lisina y fermentacion de glucosa (50).
D. Prueba de rojo de metilo — Voges Proskauer (MR-VP)

Procedimiento

Se sembrd el microorganismo de Escherichia coli en el caldo MRVP, luego
se dejo incubar a 37°C durante 48 horas. Finalizado el tiempo de incubacién

se separo el caldo para la prueba Rojo Metilo y la prueba VVogues Proskauer.

A la prueba RM (rojo metilo) se le agreg6 5 a 6 gotas de reactivo rojo de

metilo, en 5 ml de caldo. Luego se realizo la lectura de inmediato.

A la prueba VP (voges-proskauer) se le agrego 6 gotas de solucién alfa naftol
al 5% y 2 gotas de hidroxido de potasio al 5%, en un mililitro de caldo. Se
agito bien el tubo después de agregar los reactivos, finalmente se dejo reposar

durante 5 minutos.

La prueba de rojo metilo es positiva ya que se observo un color rojo brillante
en la superficie del medio, indicador de fermentacién acida mixta.

La pruebe de Voges Proskauer en negativa ya que se observa un color

amarillo en la superficie del medio.
E. Prueba de agar Citrato de Simmons

Esta prueba determina si las bacterias son capaces de metabolizar el citrato
como unica fuente de carbono, también contiene fosfato de amonio como
Unica fuente de fosfato y como indicador de pH azul de bromotimol. Cuando
el microrganismo utiliza el citrato se libera iones de amonio que viran el

medio de verde a azul (51).
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Procedimiento

Se sembro 2 a 3 colonias de Escherichia coli en agar Citrato de Simmons por
puncion hasta el fondo del tubo y luego estriando la superficie del pico de
flauta. Posteriormente se dejé incubar a 37°C durante 48 a 72 horas dejando

los tubos destapados para que se desprenda el anhidrido carbonico.

Se observa una coloracion verde, no hubo cambio de color ni crecimiento, lo
cual indica que no hay utilizacion de citrato como fuente de carbono por lo
tanto la prueba es negativa.

F. Caldo peptonado (INDOL)
Se emplea para captar la presencia de la enzima triptofanasa en las bacterias,
mediante la degradacion del aminodcido triptofano a indol (51).

Procedimiento

Se sembré una muestra de microrganismo en caldo peptonado, se agité y dejo
incubar a 37°C durante 24 horas. Luego de la incubacion se afiadié 5 gotas
del reactivo Kovacs. Se agit6 suavemente. Finalmente se dejé unos minutos

€n reposo.

Se observo un anillo de color rojo en la superficie del caldo, indicando la
presencia de la enzima triptofanasa, dando como resultado una prueba

positiva (51).

2.6.3. Candida albicans
A. Tincion Gram
El procedimiento fue el mismo que el empleado en el S. aureus.
B. Agar glucosado de Sabouraud

Este agar fue utilizado para favorecer el crecimiento de Candida albicans.
(Ver Anexo 4.3)
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C. Prueba del tubo germinal

Es una prueba sencilla, rapida, economica y de mayor aceptacion, utilizada
en un 90 a 95% para la identificacion de Candida albicans. Conocida también

como prueba de filamentacion en suero o filamentacion precoz.
Procedimiento

Se tomé una colonia aislada y se suspendié en un tubo que contenia 0.5 mL.
de suero humano. Luego se incubd a 35°C durante 2 horas. Después de la
incubacidn, se colocd una gota de la suspension sobre un portaobjetos limpio,

se colocd un cubreobjetos. Finalmente se observo a 40X.
La prueba es positiva si se llega a observar tubos germinales.

2.7. DETERMINACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO
DE Lessonia nigrescens (ARACANTO)

2.7.1. Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

Es la menor concentracion del antibiético que inhibe el crecimiento del
microrganismo. Se determind por el método de dilucion (52), se basa en emplear
diferentes concentraciones de antibiético en un medio liquido (caldo liquido) y la
comprobacidn del crecimiento bacteriano a las diferentes concentraciones (53).

Despues de la incubacion se podra observar que el tubo con la menor concentracion
de antimicrobiano que ha inhibido la bacteria y que no presenta turbidez determina
la concentracion minima inhibitoria (CIM).

A. Preparacion de la Solucion madre del extracto etandlico de Lessonia

nigrescens (Aracanto)

Se preparé una solucion del extracto etandlico de Lessonia nigrescens (Aracanto)
obtenido por el método de extraccion por percolacion a una concentracién de 200
mg/mL.

En una probeta se agreg6 3.4 g de extracto seco, al cual se le agregd tween 80 al

1% para diluir completamente la solucion madre. Finalmente se enrazd con agua
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desionizada hasta llegar a un volumen de 17 mL, obteniendo una concentracion
de 200 mg/mL.

B. Preparacion del Inoculo

Se tom6 3 a 4 colonias de los microorganismos a evaluar (Staphylococcus
aureus, Echerichia coli, Candida albicans), para seguidamente ser diluidas en 5
mL de caldo peptonado hasta alcanzar la turbidez equivalente al estandar 0.5 de

la Escala de Mac Farland, la cual equivale a una concentracion de 108 UFC/mL.

Luego se realiz6 una dilucion 1/100 del indculo para obtener una concentracion
de 10% UFC/mL. De esta solucion se tomé 100 uL y se inoculé en cada uno de

los tubos.

Fue necesario usar luz apropiada y colocar los tubos contra un fondo blanco con

lineas negras como contraste para una mejor visualizacion.
C. Preparacion de las Diluciones

Se prepard las diluciones para los 3 microorganismos de cada especie, cada

bateria consta de 8 tubos, donde a cada tubo se agregd 1 mL. de caldo peptonado,

Tubo 1: Se afiadio 1000 pL de caldo peptonado con 1000 pL de solucién madre
(Extracto de 200 mg/mL), retirando 1000 uL de esta solucién al tubo 2, se
adicionaron 100 pL de in6culo bacteriano de 10° UFC /mL lograndose una

concentracion final de 100 mg/mL de extracto.

Tubo 2: Se afiadié 1000 uL de caldo peptonado con los 1000 uL retirados del
tubo 1 antes de adicionar el indculo. Retirando 1000 L de esta solucion al tubo
3, luego se adicionaron 100 pL de in6culo bacteriano de 108 UFC /mL lograndose
una concentracion final de 50 mg/mL del extracto.

Tubo 3: Se afiadié 1000 uL de caldo peptonado con los 1000 pL retirados del
tubo 2 antes de adicionar el indculo. Retirando 1000 uL de esta solucion al tubo
4, se adicionaron 100 pL de inoculo bacteriano de 10® UFC /mL lograndose una
concentracion final de 25 mg/mL del extracto.
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Tubo 4: Se afiadié 1000 uL de caldo peptonado con los 1000 pL retirados del
tubo 3 antes de adicionar el indculo. Retirando 1000 uL de esta solucion al tubo
5, se adicionaron 100 pL de inoculo bacteriano de 10° UFC /mL lograndose una
concentracion final de 12.5 mg/mL del extracto.

Tubo 5: Se afiadié 1000 uL de caldo peptonado con los 1000 L retirados del
tubo 4 antes de adicionar el indculo. Retirando 1000 uL de esta solucion al tubo
6, se adicionaron 100 pL de inoculo bacteriano de 10® UFC /mL lograndose una

concentracion final 6.25 mg/mL de extracto.

Tubo 6: Se afiadié 1000 uL de caldo peptonado con los 1000 pL retirados del
tubo 5 antes de adicionar el indculo. Retirando 1000 pL de esta solucion al tubo
7, se adicionaron 100 pL de inoculo bacteriano de 10® UFC /mL lograndose una

concentracion final 3.125mg/mL de extracto.

Tubo 7: Se afiadié 1000 uL de caldo peptonado con los 1000 L retirados del
tubo 6 antes de adicionar el in6culo. Retirando 1000 pL de esta solucion al tubo
8, se adicionaron 100 pL de inoculo bacteriano de 10° UFC /mL lograndose una
concentracion final 1.562 mg/mL de extracto.

Tubo 8: Fue el control positivo al cual se le agregé 1000 L de caldo peptonado
con 100 pL de inéculo bacteriano de 10° UFC /mL.
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Tabla 2. Diluciones para hallar la Concentracion Inhibitoria Minima de Staphylococcus aureus y Escherichia coli

[ v
Tubos T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 C(+)
Concentracion (mg/mL) 100.00 50.00 25.00 12.50 6.25 3.13 1.56 -
Dilucion 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
Extracto Solucion madre (uL) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
[Solo al primer tubo]
Caldo peptonado (uL) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
In6culo (UL) 100 100 100 100 100 100 100 100
— Solucion madre (200 mg/ml)
— Incubar a 37°C durante 24 horas.
Fuente. Elaboracion propia
Tabla 3. Diluciones para hallar la Concentracion Inhibitoria Minima de Candida albicans
Tubos T1 / v T2 T3 T4 T5 T6 T7 C(+)
Concentracion mg/mL. 100.00 50.00 25.00 12.50 6.25 3.13 1.56 -
Dilucion 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128
Extracto Solucion madre (L) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
[Solo al primer tubo]
Caldo Sabouraud (uL) 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
In6culo (uL) 100 1000 1000 1000 1000 1000 1000 100

— Solucion madre (200 mg/ml)
— Incubar a 37°C durante 24 horas.

Fuente. Elaboracion propia
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2.7.2. Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CMB) y
Concentracion Fungicida Minima (CMF)

Se definen como la menor concentracion del antimicrobiano capaz de eliminar a

mas del 99.9 % de los microorganismos (54).
Método de Dilucién en placa

Para determinar la CBM y CFM se realiz6 la siembra por agotamiento a partir de
los tubos que se emplearon en la CMI donde no se observé crecimiento bacteriano,
previamente se prepar6 los agares para los microrganismos en estudio. Agar
Mueller Hinton para Staphylococcus aureus y Echerichi coli y agar Sabouraud
para Candida albicans.

Las placas se dejaron incubar durante 24 horas a 37°C. Finalmente se observo el

crecimiento bacteriano.
2.7.3. Determinacion de la Sensibilidad antimicrobiana y antifiingica

Para la determinacion de la sensibilidad antimicrobiana se utilizé el método Kirby

Bauer.
Meétodo Disco

Se basa en impregnar diversas concentraciones de los extractos en discos para
luego ponerla en contacto con la superficie del agar. La actividad de la sustancia

se evaltia midiendo el halo de inhibicion.
Sembrado

Se sumergié un hisopo estéril en la suspension del inéculo, luego se retird
presionando sobre las paredes del tubo, con la finalidad de eliminar el exceso de

indculo.

Se sembrd de manera homogénea de derecha a izquierda cubriendo toda la
superficie de la placa. Se dejo secar de 3 a 5 minutos antes de depositar los discos
con extractos.
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Adicién de los extractos

Se realizd diluciones sucesivas de los extractos etanolicos de Lessonia nigrescens
(aracanto), conforme a un cuadro de diluciones. Luego los discos de papel filtro
esterilizados fueron sumergidos en tubos de diferentes concentraciones de 100, 75, 50 y
25 mg/mL.

Posteriormente, los discos fueron extraidos y colocados en los medios previamente
sembrados con los microorganismos en estudio. Se dejaron los discos por 1 minuto antes

de invertir las placas y ser llevadas a incubacion durante 24 horas a 37°C.

Finalmente se midi6 los diametros de los halos de inhibicion formados alrededor de cada

disco, utilizando un vernier y se expresaron los resultados en milimetros.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto antimicrobiano de
Lessonia nigrescens (Aracanto) frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Candida albicans que fueron obtenidas de Departamento de Patologia Clinica del
Hospital Regional Honorio Delgado de la ciudad de Arequipa y los resultados se

presentan en detalle en el presente capitulo.
1. IDENTIFICACION TAXONOMICA

Lessonia nigrescens (Aracanto) procedente de la localidad de Matarani, ubicado en la
provincia de Islay, fueron trasladadas al Area de Biologia de la Universidad Nacional
de San Agustin de la ciudad de Arequipa, donde fue debidamente identificado en el
“Herbario Arequipensis”, certificando que dicha especie pertenece a Lessonia

nigrescens (Ver Anexo 1).
2. OBTENCION DEL EXTRACTO DE Lessonia nigrescens (ARACANTO)

Posterior a su identificacion como Lessonia nigrescens (Aracanto) se procedid con la
obtencidn del extracto etanélico por el método de percolacion usando la muestra algal.

Una vez obtenido el extracto, fue llevado a un equipo de rotavapor (Figura 14) para
recuperar el solvente y concentrar la muestra, posteriormente usando Bafio Maria se
completd la evaporacion del solvente hasta sequedad y asi calcular su rendimiento.

Para evaluar el rendimiento se realizé tres repeticiones para la extraccion.

Tabla 4. Rendimiento del extracto seco de Lessonia nigrescens (Aracanto) obtenido por

percolacién
Extracciones Muestra (g) Extracto seco (g) Rendimiento (%)
1 30 3.4727 11.58
2 30 3.4645 11.55
3 30 3.5210 11.74
Promedio () 11.62
Desviacion estandar 0.102
Coeficiente de variacion (%o) 0.88

Fuente. Elaboracion propia
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En la Tabla 4 se observan los resultados obtenidos de los rendimientos porcentuales
luego de las tres extracciones, dando como resultado un rendimiento promedio de
11.62 + 0.10 %.

Figura 13. Concentracion del extracto para determinar el rendimiento del
extracto seco de Lessonia nigrescens por percolacion

Wong et al. (2018) indica que en su investigacion no encontro diferencia significativa
en cuanto a la Concentracion Bactericida Minima en los extractos obtenidos por
maceracion, percolacion y Soxhlet (55), en la presente investigacion se optd por
trabajar con el método de percolacion del material algal correspondiente a Lessonia

nigrescens.

2.1. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Lessonia nigrescens (Aracanto)

El extracto etandlico de Lessonia nigrescens (Aracanto) presenta un color verde

oscuro, aspecto viscoso, olor caracteristico y sabor amargo.
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3. IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN EL
EXTRACTO ETANOLICO DE Lessonia nigrescens (ARACANTO) POR
CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (CCF)

Obtenido el extracto etandlico se realiz6 un analisis por CCF, con la finalidad de
identificar las principales familias de metabolitos secundarios obteniendo los

siguientes resultados:
3.1. IDENTIFICACION GENERAL

Para la identificacion general se sembrd el extracto en las placas de Silica gel
usando como fase movil acetato de etilo: metanol: agua en proporcion de 6: 1.25:
0.25 y como reveladores Acido sulfdrico al 5% y vainillina al 1% en etanol.

IDENTIFICACION GENERAL

R = 0.89

Re=0.72
Ry = 0.66

R; = 0.47
Ri=040| @ ——3
Ri=032| @
:
:
_—>

R=011| @ 4

L ST

Fase movil
Acetato de etilo: metanol: agua
6:1.25:0.25

Figura 14. Identificacion general de metabolitos secundarios por Cromatografia

en Capa Fina

En la placa cromatogréafica de la Figura 14 se observan manchas rosadas, ccafés,
verdes claras y oscuras. Los factores de referencia obtenidos son 0.11, 0.32, 0.40,
0.47,0.66, 0.72 y 0.89.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




M3 UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE Chtal caToLICA

TESIS UCSM «@  DE SANTA MARIA

3.2. IDENTIFICACION DE TERPENOS

Para la identificacion de terpenos se utiliz6 una fase movil de tolueno: acetato de

etilo (5:5) y como revelador se utilizo el reactivo de Liebermann-Burchard.

En la placa cromatogréafica de la Figura 15 se observan los factores de referencia
con manchas rosadas caracteristicas. Los Rf identificados fueron 0.19, 0.34 y 0.58,

se presume la presencia de monoterpenos y diterpenos.

IDENTIFICACION DE TERPENOS

R = 0.58

R;=0.34

Rf=0.19

Fase movil
Tolueno: acetato de etilo
i o)

Figura 15. Identificacion de terpenos por Cromatografia en Capa Fina presentes

en el extracto de Lessonia nigrescens

3.2.1. IDENTIFICACION DE TANINOS

Para la identificacion de taninos se utilizé una fase mévil metanol: agua (9:1) y

como revelador cloruro férrico al 5% en etanol y dio como resultados manchas
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verdes y marrones claras. Los taninos presentan colores caracteristicos que varian
de color verde a marrén (JEAN BRUNETON, 2004)

En la placa cromatogréafica de la Figura 16 se observan los factores de referencia

de 0.65 y 0.68, se presume la presencia de taninos.

IDENTIFICACION DE TANINOS

Rf=0.68

Rf=0.65

Fase movil
Metanol: agua
91

Figura 16. Identificacion de taninos por Cromatografia en Capa Fina presentes

en el extracto de Lessonia nigrescens

3.2.2. IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES

Para la identificacion de flavonoides se utiliz6 una fase movil n-butanol: acido
acetico: agua (7.5:2:0.5) y como revelador cloruro de aluminio al 1 % en etanol,
seguidamente se sometid la placa a radiacion UV de 366 nm, dando como
resultado la visibilidad de una mancha de color celeste fluorescente con un factor
de referencia de 0.62 como se muestra en la Figura 17.
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Rf =0.62

Fase movil
n-butanol: dcido acético: agua
(7.5:2:0.5)

Figura 17. Identificacion de flavonoides por Cromatografia en Capa Fina

presentes en el extracto de Lessonia nigrescens

Los flavonoides se estan convirtiendo en el tema de la investigacion médica. Se
ha informado que poseen muchas propiedades Utiles, que incluyen actividad
antiinflamatoria, actividad estrogénica, inhibicion enzimatica, actividad
antimicrobiana (56,57), actividad antialérgica, actividad antioxidante (58),

actividad vascular y actividad antitumoral citotdxica (59).
3.2.3. ldentificacion de Alcaloides

Para la identificacion de alcaloides se utilizé6 una fase mdvil de cloroformo:

metanol (9.5: 0.5) y como revelador al Reactivo de Dragendorft.

En la placa cromatogréafica de la Figura 18 se observa manchas de color oscuro,
no hubo variacion de color, dando como resultado negativo para alcaloides.
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Fase movil
fase movil al cloroformo: metanol (9.5: 0.5)

Figura 18. Identificacion de alcaloides por Cromatografia en Capa Fina

presentes en el extracto de Lessonia nigrescens

Tabla 5. CUADRO DE COMPARACION DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS

METABOLITOS IDENTIFICACION
Terpenos +++
Taninos ++
Flavonoides ++
Alcaloides -

Fuente. Elaboracion propia

+++  Mayor presencia de Rf encontrados en la identificacion de Terpenos en CCF

++ Menor presencia de Rf encontrados en la identificacion de taninos y flavonides en
CCF

- Resultado negativo para alcaloides.
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4. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA
IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

Tabla 6. Resultados de las Pruebas Biogquimicas

Escherichia Coli
Coloraciéon Gram Bacilos Gram Negativos
Agar MacConkey Colonias rosas a rojas, fermentadoras de
lactosa
Agar Triple Azucar Hierro (TSI) A/A
Agar Lisina Hierro (LIA) K/K
Prueba de Rojo de Metilo-Voges RM (+)
Proskauer VP(-)
Agar Citrato de Simmons Negativo
Caldo Peptonado (INDOL) Positivo
Staphylococcus auerus
Coloracién Gram Cocos Gram positivos en forma de
racimos
Prueba de Catalasa Prueba Positiva
Prueba de Coagulasa Prueba Positiva
Agar Manitol salado Fermentacion, Colonias amarillas
Cdandida Albicans
Coloraciéon Gram Levaduras, Gram positivas
Agar Sabouraud Colonias lisas, beige.
Prueba de Tubo Germinativo Presencia de tubos germinativos

Fuente. Elaboracion propia

En la tabla anterior se muestra la identificacién de los microorganismos obtenidos
del Departamento de Patologia Clinica del Hospital Regional Honorio Delgado de la

ciudad de Arequipa.

En dicha tabla se muestra como resultado luego de realizar las pruebas bioquimicas
correspondientes a cada microorganismo, se lograron identificar a las especies como

Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans. (Ver anexo 5,6 y 7).

5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO
ETANOLICO Lessonia nigrescens (ARACANTO) FRENTE A Escherichia coli

Los resultados obtenidos luego de la evaluacion de la actividad antibacteriana del

extracto en estudio, se presenta a continuacion:
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5.1. CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM) DEL EXTRACTO
ETANOLICO Lessonia nigrescens (ARACANTO) FRENTE A Escherichia

coli

En la Tabla 7 se observan los resultados en porcentaje de los microorganismos
que crecen y no crecen en presencia de diferentes concentraciones del extracto
etandlico de Lessonia nigrescens por el método de dilucion en caldo, donde N
corresponde al nimero de microorganismos estudiados que en total son 10

cultivos de Escherichia coli.

Tabla 7. Concentracion Minima Inhibitoria de extracto de Lessonia nigrescens sobre
microorganismos de Escherichia coli

Concentracion de No Crece Crece

extracto N % N %

100 mg/mL 10 100 0 0

50 mg/mL 10 100 0 0

25 mg/mL 6 60 4 40
12.5 mg/mL 0 0 10 100
6.25 mg/mL 0 0 10 100
3.125 mg/mL 0 0 10 100
1.563 mg/mL 0 0 10 100
Control (+) 0 0 10 100

Fuente. Elaboracion propia
N: Numero de pacientes

En la tabla anterior se observa que la concentracion minima del extracto de Lessonia
nigrescens a la cual de inhibe el crecimiento del 100 % de los microorganismos de
Escherichia coli estudiados, es de 50 mg/mL (CIM). (Ver Anexo 8).

5.2. CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA (CBM) DEL EXTRACTO
ETANOLICO Lessonia nigrescens (ARACANTO) FRENTE A Escherichia
coli

En la Tabla 8 se observan los resultados en porcentaje de los microorganismos
que crecen y no crecen luego de sembrar los tubos 1, 2, 3 'y 4 del ensayo de CIM
donde N corresponde al nimero de microorganismos estudiados que en total son
10 cultivos de Escherichia coli.
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Tabla 8. Concentracion Bactericida minima de extracto de Lessonia nigrescens
sobre cepas de Escherichia coli

Concentracién de extracto No Cregﬁo N Crece%
100 mg/mL 10 100 0 0

50 mg/mL 8 80 2 20

25 mg/mL 0 0 10 100

12.5 mg/mL 0 0 10 100

Control (+) 0 0 10 100

Fuente. Elaboracién propia
N:NUmero de pacientes

En la tabla anterior se observa que la concentracion minima del extracto de Lessonia
nigrescens necesaria para eliminar el 99.9 % de los microorganismos de Escherichia
coli estudiados, es de 100 mg/mL (CBM). (Ver Anexo 9)

5.3. SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA DE Escherichia coli AL EXTRACTO
ETANOLICO Lessonia nigrescens (ARACANTO)

En la Tabla 9 se observan los resultados del Anélisis de Varianza luego de evaluar
la sensibilidad de los halos de inhibicion presentados en el Anexo 9 donde se
evaluaron diferentes concentraciones del extracto de 25, 50, 75 y 100 mg/mL, asi

como ciprofloxacino y amikacina como control.

Cabe sefialar que los discos de sensibilidad fueron obtenidos al sumergirlos en

diferentes diluciones del extraccto etan6lico Lessonia nigrescens (aracanto).

Tabla 9. Andlisis de Varianza (ANOVA) sensibilidad antibateriana de Escherichia
coli al extracto etanolico Lessonia nigrescens (ARACANTO)

Sumade Gradosde Cuadrado

FUuente  cyadrados Libertad Medio ERIEE Vel
Entre grupos 2463.5 5 492.71 305.11 0.000
Intra grupos 87.2 54 1.62
Total 2550.7 59

Fuente. Elaboracion propia
Desv. Estandar: 6.42
Moda: 11

Media: 12.93

Mediana: 11.50

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~@  DE SANTA MARIA

En la tabla anterior se nota que el valor de la probabilidad p es menor a 0.05 por lo
cual al menos un grupo de tratamiento es diferente en cuanto a la sensibilidad

producida al 95 % de confianza.

Por lo expuesto, se procedio a realizar la prueba de confirmacion de HSD de Tukey
la cual indica el ciprofloxacino y la amikacina con halos de inhibicion promedio de
19. 6 mm y 21.6 mm de didmetro en las diez microorganismos de Escherichia coli

estudiados, poseen mejor efecto que los extractos al diferir estadisticamente al 95 %.

Ademas, se nota que no hay diferencia significativa entre las concentraciones de los
extractos etandlicos de 25, 50 mg/mL; asi como 75 y 100 mg/mL en cuanto a la
sensibilidad obtenida frente a Escherichia coli al 95 % de confianza.

Tabla 10. Test de HSD de Tukey de la sensibilidad antibateriana de Escherichia coli

al extracto etandlico Lessonia nigrescens

Media
Tratamiento Casos Iriail:)oic?gn Grupos Homogéneos
(mm)
25 mg/mL 10 6 A
50 mg/mL 10 7.4 A
75 mg/mL 10 11.2 B
100 mg/mL 10 12.8 B
Ciprofloxacino 10 19.6 C
Amikacina 10 21.6 C

Fuente. Elaboracién propia
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En la Figura 19 y Tabla 9 se observa que a una concentracion de 25 mg/mL hay un halo
de inhibicion promedio (HIP) de 6 mm de didmetro, a una concentracion de 50 mg/mL
hay un HIP de 7.4 mm de diametro, a una concentracion de 75 mg/ mL hay un HIP de
11.2 mm de didmetro, a una concentracion de 100 mg/ mL hay un HIP de 12.8 mm de
didmetro; concluyendo que a medida que incrementa la concentracion del extracto
etandlico de Lessonia nigrescens la sensibilidad de Escherichia coli aumenta; sin
embargo no se compara con la sensibilidad de los antibioticos amikacina vy
ciprofloxacino que muestran un HIP de 19.6 mm y 21.6 mm de didmetro

respectivamente.

6. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO
ETANOLICO Lessonia nigrescens (ARACANTO) FRENTE A Staphylococcus

aureus

Los resultados obtenidos luego de la evaluacion de actividad antibacteriana del extracto

en estudio, se presenta a continuacion:

6.1. CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM) DEL EXTRACTO
ETANOLICO Lessonia nigrescens (ARACANTO) FRENTE A Staphylococcus

aureus

En la Tabla 11 se observan los resultados en porcentaje de los microorganismos que
crecen y no crecen en presencia de diferentes concentraciones del extracto etanolico
de Lessonia nigrescens por el método de dilucion en caldo, donde N corresponde al
nimero de microorganismos estudiados con un total de 10 -cultivos de

Staphylococcus aureus.

Tabla 11. Concentracion Inhibitoria Minima de extracto de Lessonia nigrescens sobre

microorganismos de Staphylococcus aureus

Concentracioén de No Crece Crece

extracto N % N %

100 mg/ml 10 100 0 0

50 mg/ml 10 100 0 0

25 mg/ml 10 100 0 0
12.5 mg/ml 6 60 4 40
6.25 mg/ml 0 0 10 100
3.125 mg/ml 0 0 10 100
1.563 mg/ml 0 0 10 100
Control (+) 0 0 10 100

Fuente. Elaboracion propia
*N: Numero de pacientes
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En la tabla anterior se observa que la concentracion minima del extracto de Lessonia
nigrescens a la cual se inhibee el crecimiento del 100 % de los microorganismos de
Staphylococcus aureus estudiados, es de 25 mg/mL (CIM). (Ver Anexo 8)

6.2. CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA (CBM) DEL EXTRACTO
ETANOLICO Lessonia nigrescens (ARACANTO) FRENTE A Staphylococcus

aureus

En la Tabla 12 se observan los resultados en porcentaje de los microorganismos que
crecen y no crecen, luego de sembrar los tubos 1, 2, 3 y 4 del ensayo de CIM donde
N corresponde al numero de microorganismos estudiados que en total son 10

cultivos de Staphylococcus aureus.

Tabla 12. Concentracion Bactericida Minima de extracto de Lessonia nigrescens sobre

microorganismos de Staphylococcus aureus

No Crece Crece
Concentracion de extracto N % N %
100 mg/ml 10 100 0 0
50 mg/ml 10 100 0 0
25 mg/ml 10 100 0 0
12.5 mg/ml 6 60 4 40
Control (+) 0 0 10 100

Fuente. Elaboracién propia
*N:NUmero de pacinetes

En la tabla anterior se observa que la concentracion minima del extracto de Lessonia
nigrescens necesaria para eliminar el 99.9 % de las cepas de Staphylococcus aureus
estudiadas, es de 25 mg/mL (CBM). (Ver Anexo 9).

6.3. SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA DE Staphylococcus aureus AL
EXTRACTO ETANOLICO Lessonia nigrescens (ARACANTO)
En la Tabla 13 se observan los resultados del Analisis de Varianza luego de evaluar
la sensibilidad de los halos de inhibicidén presentados en el Anexo 9, donde se
evaluaron diferentes concentraciones del extracto de 25, 50, 75 y 100 mg/mL, asi

como vancomicina y amoxicilina + acido clavulanico.
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Cabe sefalar que los discos de sensibilidad fueron obtenidos al sumergirlos en
diferentes diluciones del extraccto etanolico Lessonia nigrescens (Aracanto).

Tabla 13. Andlisis de Varianza (ANOVA) sensibilidad antibacteriana de
Staphylococcus aureus al extracto etandlico Lessonia nigrescens (ARACANTO)

Sumade Gradosde Cuadrado

Fuente Cuadrados Libertad My ReAdinE VRIS
Entre grupos 4161.3 5 832.26 826.15 0.000
Intra grupos 54.4 54 1.007
Total 4215.7 59

Fuente. Elaboracién propia

Desv. Estandar: 8.43

Moda: 15

Media: 17.23

Mediana: 14.50

En la tabla anterior se nota que el valor de la probabilidad p es menor a 0.05 por lo cual

al menos un grupo de tratamiento es diferente al 95 % de confianza.

Por lo expuesto, se procedié a realizar la prueba de confirmacion de HSD de Tukey la
cual indica que la vancomicina y amoxicilina + acido clavulanico con halos de
inhibicién promedio de 23 mm y 32.6 mm de diametro respectivamente en diez
microorganismos de Staphylococcus aureus estudiados posee mejor efecto que los
extractos al diferir estadisticamente al 95 % de los mismos. Por otro lado tambien se
nota que si existe diferencia significativa en el efecto antibacteriano frente a

Staphylococcus aureus a concentraciones de 25, 50, 75y 100 mg/mL

Tabla 14 Test de Tukey HSD de la sensibilidad antibacteriana de Staphylococcus

aureus al extracto etanélico Lessonia nigrescens (Aracanto)

Media
Tratamiento Casos H"’.‘Io. de Grupos Homogéneos
Inhibicién
(mm)
25 mg/mL 10 7.8 A
50 mg/mL 10 11 B
75 mg/mL 10 13.6 C
100 mg/mL 10 154 D
Vancomicina 10 23 E
Amoxicilina + acido
clavulanico 10 32.6 F

Fuente. Elaboracion propia
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En la Figura 20 se observa que a una concentracion de 25 mg/mL hay un HIP de 7.8 mm
de didmetro, a una concentracion de 50 mg/mL hay un HIP de 11mm de didmetro, a una
concentracion de 75 mg/mL hay un HIP de 13.6 mm de diametro, a una concentracion
de 100 mg/mL hay un HIP de 15.4 mm de diametro; concluyendo que a medida que
incrementa la concentracion del extracto etandlico de Lessonia nigrescens nigrescens la
sensibilidad de Staphylococcus aureus aumenta; sin embargo no se compara con la
sensibilidad de los antibioticos Vancomicina y Amoxicilina + acido clavulanico que

muestran un HIP de 23 mm y 32.6 mm de diametro respectivamente.

7. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO
ETANOLICO Lessonia nigrescens (ARACANTO) FRENTE A Candida albicans

Los resultados obtenidos luego de la evaluacion de la actividad antimicrobiana del

extracto en estudio, se presentan a continuacion:

7.1. CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM) DEL EXTRACTO
ETANOLICO Lessonia nigrescens (ARACANTO) FRENTE A Candida
albicans
En la Tabla 15 se observan los resultados en porcentaje de los microorganismos que
crecen y no crecen en presencia de diferentes concentraciones del extracto etanélico
de Lessonia nigrescens por el método de dilucién en caldo, donde N corresponde
al nimero de microorganismos estudiados, con un total de 10 cultivos de Candida
albicans.

Tabla 15. Concentracion Minima Inhibitoria de extracto de Lessonia nigrescens sobre

microorganismos de Candida albicans

Concentracién No Crece Crece

de extracto N° % NE %
100 mg/ml 10 100 0 0
50 mg/ml 0 0 10 100
25 mg/ml 0 0 10 100
12.5 mg/ml 0 0 10 100
6.25 mg/ml 0 0 10 100

3.125 mg/ml 0 0 10 100

1.563 mg/ml 0 0 10 100
Control (+) 0 0 10 100

Fuente. Elaboracion propia
*N: NUmero de pacientes

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




M3 UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CRR  CATOLICA

TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

En la tabla anterior se observa que la concentracion minima del extracto de Lessonia
nigrescens a la cual de inhibe el crecimiento del 100 % de los microorganismos de
Candida albicans estudiadas, es de 100 mg/mL (CIM). (Ver Anexo 8).

7.2. CONCENTRACION FUNGICIDA MINIMA (CFM) DEL EXTRACTO
ETANOLICO Lessonia nigrescens (ARACANTO) FRENTE A Candida
albicans
En la Tabla 16 se observan los resultados en porcentaje de los microorganismos que
crecen y no crecen luego de sembrar los tubos 1, 2, 3y 4 del ensayo de CIM donde
N corresponde al numero de microorganismos estudiados que en total son 10

cultivos de Candida albicans. (Ver Anexo 9).

Tabla 16. Concentracion Fungicida Minima de extracto de Lessonia nigrescens frente

a microorganismos de Candida albicans

Concentracion De No Crece Crece
Extracto NE % N° 7
100 mg/ml 0 0 10 100
50 mg/ml 0 0 10 100
25 mg/ml 0 0 10 100
12.5 mg/ml 0 0 10 100
Control (+) 0 0 10 100

Fuente. Elaboracién propia
*N:Numero de pacientes

En la tabla anterior se observa que el extracto de Lessonia nigrescens a las
concentraciones estudiadas no logré eliminar a los microorganismos de Candida
albicans estudiadas, por lo cual no se hizo estudios de sensibilidad al no presentar un

efecto significativo.

Cushie (2005), indica que numerosos grupos de investigacion han tratado de dilucidar
los mecanismos de accion antibacterianos de los flavonoides. La actividad de la
quercetina, por ejemplo, se ha atribuido al menos parcialmente a la inhibicion de la girasa
del ADN. También se ha propuesto mecanismos de inhibicion de la funcion de la
membrana citoplasmica, inhibicion del metabolismo energético (60). Dichos
mecanismos estudiados por Cushie podrian justificar la actividad antibacteriana del

extracto de Lessonia nigrescens ya que se encontrd presencia de flavonoides.
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En cuanto a los Taninos varios mecanismos podrian explicar el efecto en la inhibicion
del crecimiento bacteriano, como la desestabilizacion de la membrana citoplasmica, la
alteracion de la permeabilidad de la membrana celular, la inhibicion de las enzimas
microbianas extracelulares, acciones directas sobre el metabolismo microbiano o la
privacion de los sustratos necesarios para el crecimiento microbiano, especialmente
micronutrientes minerales esenciales como como el hierro y el zinc (a traves de la
quelacion de proantocianidina con los metales), cuyo agotamiento puede limitar
gravemente el crecimiento bacteriano (61,62). En la presente investigacion se al igual
que los flavonoides, tambien se encontraron presencia de taninos que podrian contribuir

al efecto antibacteriano encontrado frente a E. coli y S. aureus.

Por otro lado, Yoshihiro (2004), evalu6 la actividad antibacteriana frente a S. aureus,
encontrando que los terpenos propician la salida de iones K* los cuales brindan a estos
metabolitos efectos antibacterianos (63). Dichos hallazgos por Yoshihiro respaldaria el

efecto antibacteriano hallado en la presente investigacion.

Por otro lado, Xie et al. (2015) encontro que los hidroxilos en sitios especiales en los
anillos aromaticos de los flavonoides mejoran la actividad. Sin embargo, la metilacion
de los grupos hidroxilo activos generalmente disminuye la actividad. Los sustituyentes
hidrofobos, tales como grupos prenilo, cadenas de alquilamino, cadenas de alquilo y
restos heterociclicos que contienen nitrégeno u oxigeno, generalmente aumentan la
actividad de todos los flavonoides. Los mecanismos antibacterianos propuestos de los
flavonoides son los siguientes: inhibicidn de la sintesis de &cido nucleico, inhibicién de
la funcion de la membrana citoplasmatica, inhibicion del metabolismo energético,
inhibicién de la union y formacion de biopeliculas, inhibicién de la porina en la
membrana celular, alteracion de la permeabilidad de la membrana, y atenuacion de la
patogenicidad (66). Estos hallazgos explican la actividad antibacteriana del extracto

etanolico de Lessonia nigrescens frente a S. aureus y E coli encontradas.

Farhadi et al. (2019) indica que, segun los informes de la Organizacion Mundial de la
Salud, la resistencia de las bacterias a antibi6ticos es un importante desafio para la salud
mundial ahora y en el futuro, por ello, se han propuesto diferentes estrategias para
abordar este problema, incluida la inhibicién de resistencia a maltiples farmacos y el
desarrollo de nuevos antibi6ticos con un nuevo mecanismo de accion. Los flavonoides

son una gran clase de compuestos naturales, se han estudiado ampliamente por su
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actividad antibacteriana y se han publicado mas de 150 articulos sobre este tema desde
2005. El enfoque principal de estudios previos fue la evaluacion de la actividad
antibacteriana de los flavonoides aislados en diferentes cepas de bacterias, especialmente
MRSAy E. coli (65).

Otro metabolito responsable en muchos casos de la actividad terapéutica es la quercetina,
que se ha utilizado en muchos ensayos clinicos excepto para la actividad antibacteriana
y ha pasado con éxito los ensayos clinicos de fase 1. La quercetina mostré una notable
actividad sinérgica en combinacion con medicamentos de referencia y se puede usar de
forma segura para futuros estudios (65). En la presente investigacion se aporta con
resultados preliminares sobre la actividad antibacteriana frente a microorganismos de
pacientes y se evidenci6 dicha actividad, sin embargo, es necesario realizar mayores

estudios como el aislamiento de componentes activos.

Segun Fuertes et al (2016) la actividad antimicrobiana es determinada por la presencia
de flavonoides y la actividad antifangica por los alcaloides. La mayor inhibicidn se debe
al extracto alcoholico por la presencia de flavonoides y alcaloides; con similar o igual
poder de inhibicién contra Gram positivos y Gram negativos, la accion antimicrobiana
se deberia a que los flavonoides por la presencia en su estructura de hidroxilos fendlicos,
penetran facilmente a través de la membrana celular bacteriana, se combina y precipitan
las proteinas protoplasmaticas. La accién antibacteriana y antifingica de los alcaloides
se podria deber a la presencia de nitrégeno en su estructura como amina o amida (67).
En la presente investigacion no se logrd encontrar actividad antifingica contra Candida
albicans se podria deber a la ausencia de alcaloides en el extracto etanolico de Lessonia

nigrescens.

En otra investigacion realizada por Wachter et al. (2001), se logré identificar y aislar
fisisterol y saringosterol de un extracto metandlico de Lessonia nigrescens, para luego
determinar la actividad antitubercular contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv
(ATCC 27294), encontrando valores de CMI de 0.25, 1.00 y 0.125 pg/mL de
saringosterol (64). En la presente investigacion se logr6 encontrar actividad
antibacteriana frente a E. coli y S. aureus CMI 50 mg/mL y 25 mg/mL respectivamente.
Este hallazgo hecho por Wachter podria respaldar a la presente investigacion ya que en
el extracto estudiado podria existir la presencia de saringosterol que en conjunto con los
flavonoides, taninos y terpenos sean responsables del efecto antibacteriano encontrado.
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Magallanes et al. (2003), estudi6 la actividad antibacteriana de extractos etandlicos de
12 especies de macroalgas marinas de las cuales solamente 5 (Grateloupia doryphora,
Ahnfeltiopsis durvillaei, Prionitis decipiens, Petalonia fascia y Bryopsis plumosa)
presentaron algun efecto antibacteriano frente a cepas clinicas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Enterococcus faecalis ATCC 29212 y la cepa no clinica Staphylococcus
aureus ATCC 6633. En la presente investigacion se encontro actividad antibacteriana
del extracto de Lessonia nigrescens frente a cepas clinicas Staphylococcus aureus y
Escherichia coli (68).

En estas dos ultimas investigaciones, Wachter y Magallanes realizaron estudios en
extractos de algas marinas encontrando actividad antibacteriana, dichos hallazgos
respaldarian la presente investigacion ya que en el extracto estudiado en conjunto con

los metabolitos secundarios serian los responsables del efecto antibacteriano encontrado.
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CONCLUSIONES

PRIMERA: Se logrd evaluar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto etandlico de
Lessonia nigrescens (Aracanto) frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, y

Candida albicans.

SEGUNDA: Se obtuvieron extractos etanolicos de apariencia verde oscura, viscosa de
olor y sabor caracteristico, con un rendimiento de 11.62 + 0.10 %.

TERCERA: El analisis por cromatografia en capa fina del extracto etanolico de Lessonia
nigrescens reveld presencia de terpenos por la aparicion de tres manchas con Rf de 0.19,
0.34, 0.58; taninos por la aparicion de dos manchas con Rf de 0.65 y 0.68; flavonoides
por la aparicion de una mancha con Rf de 0.62 y para alcaloides dando un resultado

negativo.

CUARTA: La Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) y la Concentracidn Bactericida
Minima (CBM) in vitro del extracto de Lessonia nigrescens (Aracanto) frente a
Escherichia coli son 50 mg/mL y 100 mg/mL respectivamente.

QUINTA: La Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) y la Concentracion Bactericida
Minima (CBM) in vitro del extracto de Lessonia nigrescens (Aracanto) frente a

Staphylococcus aureus es 25 mg/mL para ambos casos.

SEXTA: La Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) in vitro del extracto de Lessonia
nigrescens (Aracanto) frente a Candida albicans es de 100 mg/mL y no presenta

Concentracion Fungicida Minima (CFM) a las concentraciones estudiadas.

SEPTIMA: Escherichia coli presenta sensibilidad al extracto etandlico de Lessonia
nigrescens con halos de inhibicion de 6, 7.4, 11.2 y 12.8 mm de didmetro a
concentraciones de 25, 50, 75 y 100 mg/mL, obteniendo con la mayor concentracion una
sensibilidad Intermedia; sin embargo dicha sensibilidad es menor comparada con el

ciprofloxacino y amikacina al 95 % de confianza.

OCTAVA: Staphylococcus aureus presenta sensibilidad al extracto etandlico de
Lessonia nigrescens con halos de inhibicién de 7.8, 11.0, 13.6 y 15.4 mm de diametro a
concentraciones de 25, 50, 75 y 100 mg/mL, obteniendo con la mayor concentracion una
sensibilidad Intermedia; sin embargo, dicha sensibilidad es menor comparada con el
vancomicina y amoxicilina + acido clavulanico al 95 % de confianza.
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NOVENA: Candida albicans no presenta sensibilidad a los extractos etanolicos de

Lessonia nigrescens en las concentraciones estudiados.
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SUGERENCIAS

Primera: Realizar analisis por cromatografia de gases acoplado a Masas (GC/MS) para

identificar los posibles componentes del extracto de Lessonia nigrescens

Segunda: Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto de Lessonia nigrescens (Aracanto)
frente a cepas ATCC

Tercera: Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto de Lessonia nigrescens (Aracanto)

frente a otros microorganismaos.
Cuarta: Utilizar otros solventes para la extraccion de Lessonia nigrescens (Aracanto)

Quinta: Determinar los fenoles totales y capacidad antioxidante del extracto de Lessonia

nigrescens (Aracanto)
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ANEXO 1

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

CONSTANCIA N° 005-2019-HUSA

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

HACE CONSTAR:

Que el especimen preservado presentado por Milagros Saravia Chaifia y Carmen Luz Bravo
Ramos, egresado de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, Facultad de Ciencias
Farmaceuticas Bioguimicas y Biotecnologicas de la Universidad Catolica de Santa Maria para la
ejecucion de su Tesis “Efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Lessonia nigrescens
(Aracanto) frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candidad albicans “. La muestra fue
traida al Laboratorio de Botéanica al estado fenoldgico preservado, para determinacion en el
Herbarium Areqvipense (HUSA) y corresponde a la siguiente clasificacién y especie.

Reino Plantae

Division Phaeophyta

Clase Phaeophyceae
Orden Laminariales
Familia Lessoniaceae

Genero Lessonia
Especie Lessonia nigrescens Bory 1826
Se expide la presente a solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes.

Arequipa 04 de febrero del 2019.

@igxa./feoncio rifio He

DIRECTOR
Herbarium Areqvipense (H

Avenida Daniel Alcides Carridn s/n cercado
Teléfono: (054) 237755 / 993659045
Apartado Pogfal. Q028

AREQUIPA —PERU
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ANEXO 2
PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA Y OBTENCION DE EXTRACTO
ETANOLICO

Figura 1.1 Laminas de Lessonia nigrescens (Aracanto) seleccionadas, cortadas y

llevadas a estufa a 40 °C

Figura 1.2 Pulverizacion de laminas de Lessonia nigrescens (Aracanto)
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Figura 1.3 Molienda de laminas de Lessonia nigrescens

(Aracanto)

Figura 1.4 Tamizado de laminas de Lessonia nigrescens

(Aracanto)
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Figura 1.5 Sistema de Percolacién
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Figura 1.6 Sistema de Rotavapor
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ANEXO 3
PROCEDIMIENTO DE LA CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA

Figura 2.1 Solventes utilizados en Cromatografia General

Figura 2.2 Corrida cromatogréafica General
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ANEXO 4
PREPARACION DE AGARES

Figura 4.1. Preparacion de Agar manitol salado para la identificacion de

Staphylococcus aureus.

Figura 4.2. Preparacion de Agar Mac Conkey para la identificacion

Escherichia coli
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Figura 4.3. Preparacion de Agar Saboraud para la identificacion de

Céandida albicans

Figura 4.4. Preparacion de Agar Mueller Hinton
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ANEXO 5
PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus
Repeticion N° 1
AGAR MANITOL | TINCION GRAM CATALASA COAGULASA
SALADO

€. Aues
Teucha )

Positivo Gram Positivo Positivo
Positivo
Staphylococcus aureus
Repeticion N° 2
AGAR MANITOL | TINCION GRAM CATALASA COAGULASA
SALADO

" 6. Aur.ok
ﬁnl‘o._ )

Positivo Gram Positivo Positivo
Positivo
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Staphylococcus aureus
Repeticion N° 3
AGAR MANITOL | TINCION GRAM CATALASA COAGULASA
SALADO

6_ A urens
Teueba )

Positivo Gram Positivo Positivo
Positivo
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ANEXO 6
PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE Escherichia coli

Escherichia coli

Repeticion 1
AGAR MAC TSI LIA MR VP CITRATO INDOL
CONKEY DE SIMONS

)

N
—
Positivo A/A CO2 K/K Positivo Negativo Negativo Positivo
(Positivo) (Positivo)
Escherichia coli
Repeticion 2
AGAR MAC TSI LIA MR VP CITRATO INDOL
CONKEY DE SIMONS

Positivo A/A CO2 K/K Positivo Negativo Negativo Positivo
(Positivo) (Positivo)
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Escherichia coli
Repeticion 3
AGAR MAC TSI LIA MR VP CITRATO INDOL
CONKEY DE
SIMONS

Positivo A/A CO2 K/K Positivo Negativo Negativo Positivo
(Positivo) (Positivo)

Figura 4.1 Tincién Gram Escherichia coli

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM @  DE SANTA MARIA

ANEXO 7
PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE Céandida albicans

Cdandida albicans Cdndida albicans
Repeticion N° 1 Repeticion N° 2
AGAR TINCION GRAM AGAR TINCION GRAM
SABOURAUD SABOURAUD

Positivo Gram Positivo Gram
Positivo Positivo
Cdndida albicans
Repeticion N°3
AGAR TINCION GRAM
SABOURAUD

Positivo Gram
Positivo
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ANEXO 8
RESULTADOS OBTENIDOS EN LA CONCENTRACION INHIBITORIA
MINIMA

A,
e
A

1 H.'-u';-

- '~-
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ANEXO 9
RESULTADOS OBTENIDOS EN LA CONCENTRACION BACTERICIDA
MINIMA

Figura 9.1: Concentracién bactericida minima (CBM) frente a

Staphylococcus aureus.

Figura 9.2: Concentracion bactericida minima (CBM) frente a

Escherichia coli

Figura 9.2: Concentracién bactericida minima (CBM) frente a

Candida albican
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ANEXO 10
RESULTADOS OBTENIDOS DE SENSIBILIDAD

Figura 10.2: Halos de inhibicion frente a Staphylococcus aureus.
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Figura 10.3: Halos de inhibicion frente a Staphylococcus aureus.

Figura 10.4: Halos de inhibicion frente a Escherichia coli
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Figura 10.5: Halos de inhibicion frente a Escherichia coli
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ANEXO 11
AGAR MANITOL SALADO

Es un medio utilizado para el aislamiento y diferenciacion de microorganismos

pertenecientes al género estafilococos a partir de diferentes muestras.
Colonias tipicas:

Se dice que la alta concentracion de cloruro de sodio resulta en una inhibicion total o parcial
de microorganismos no pertenecientes al género staphylococcus, la fermentacion del manitol
es evidenciada por un cambio del indicador rojo fenol, lo que permite la diferenciacion de

las especies de este género.
Fundamento:

Se trata de un medio altamente selectivo debido a su elevada concentracion salina y
diferencial debido a la capacidad de fermentacion de manitol por los microorganismos. El
medio de cultivo, el extracto de carne, la peptona de carne y la tripteina, constituyen la fuente
de carbono, nitrégeno, vitaminas y minerales que promueven el desarrollo microbiano. Ya
que se dice que el manitol es el hidrato de carbono fermentable, el cloruro de sodio (que se
encuentra en alta concentracion de sodio) es el agente selectivo que va a inhibir el desarrollo
del acompafante y el rojo fenol es el indicador del pH y por ultimo el agar que va a ser el
agente solidificante. Las bacterias que crecen en un medio con una elevada concentracion
salina y van a fermentar el manitol van a producir acidos con los que se modifica el pH del
medio y vira el indicador del pH del color rojo al amarillo. Los estafilococos crecen en
elevadas concentraciones de sal, y pueden o no fermentar el manitol. Los estafilococos
coagulasa positiva fermentan el manitol y se observaran como colonias amarillas rodeadas
de una zona del mismo del color. Los estafilococos coagulasa negativos no fermentan el

manitol, presentan colonias rodeadas de una zona roja o purpura.
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Formula (en gramo por litro) Procedimiento
Extracto de carne 109 .
Pluripeptona 10.0 Pesar el medio para luego suspender 111 gr
d-Manitol 10.0 de medio en un litro de agua destilada.
Cloruro de sodio 75.0 -
Agar 15.0 Calentar en un mechero agitando a menudo
Rojo de fenol 0.025 y dejar hervir durante unos minutos para

disolver  totalmente, evitando el
sobrecalentamiento. Seguidamente se lleva
a autoclave para esterilizar de 118-121 °C
durante unos 15 a 20 minutos. Finalmente
se deja enfriar a temperatura ambiente

antes de su utilizacion en placas o tubos

pH final 7.4 £0.2

Siembra:
En una superficie de un inoculo denso de la muestra por estria.
Incubacion:

A 35-37°C, durante 18-24 horas. Si las placas presentan resultado negativo, incubar otras
24 horas.

Conservacion:

A 2-8°C.
Resultados:
MICROORGANISMOS CRECIMIENTO
Staphylococcus aureus Bueno
Staphylococcus epidermidis Bueno
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ANEXO 12
MAC CONKEY AGAR

Se utiliza para el aislamiento de bacilos Gram negativos de facil desarrollo, aerobios y

anaerobios facultativos.
Fundamento:

Las peptonas, van aportar los nutrientes necesarios para el desarrollo bacteriano. La lactosa
es el hidrato de carbono no fermentable, y la mezcla de sales biliares y el cristal violeta son
agentes selectivos que inhiben el desarrollo de gran parte de la flora Gram positiva. El agar
es el agente solidificante. Los microorganismos fermentadores de lactosa disminuyen el pH
produciendo colonias de color rojo neutro. Los microorganismos no fermentadores de

lactosa producen colonias incoloras.

Formula (en gramo por litro) Procedimiento
Peptona 17.0 Pesar el medio para luego suspender 50 gr de
Pluripepi®ng 2 medio en un litro de agua destilada. Calentar en
Lactosa 10.0
Mezcla de sales biliares 15 un mechero agitando a menudo y dejar hervir
Cloruro de sodio 5 . .
durante unos minutos para disolver totalmente,
Agar 13.5
Rojo neutro 0.3 evitando el sobrecalentamiento. Seguidamente
Cristal violeta 0.008 llevar a autoclave para esterilizar de 118-121 °C
durante unos 15 a 20 minutos. Dejar enfriar a
temperatura ambiente antes de su utilizacion
pH final 7.2+0.2
Siembra:

Sembrar en superficie, inocular directamente la muestra por estria.
Incubacion:

De 35 a 37 °C durante 18-48 horas, en aerobios.
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Conservacion:
e Medio deshidratado: a 10-35 °C

e Medio preparado: a 2-8 °C.

Resultado:
MICROORGANISMOS Crecimiento
Escherichia coli Bueno
Klebsiella pneumoniae Bueno
Salmonella typhimurium Bueno
Shigella flexneri Bueno
Proteus mirabilis Bueno
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ANEXO 13
AGAR SABOURAUD

También conocido como Agar dextrosa Sabouraud. Es un medio que es utilizado para el
aislamiento, identificacion y conservacion de hongos, patdgenos y saprofitos. Asi también

es utilizado para el cultivo de levaduras.

Fundamento:

Es un medio de cultivo que es recomendado “para el aislamiento y desarrollo de hongos,
particularmente los asociados con infecciones cutaneas ya sea como la piel, pelo, etc. En el
medio de cultivo, la pluripeptona y la glucosa, son los nutrientes para el desarrollo de
microorganismos. El alto contenido de glucosa, la presencia de cloranfenicol y el pH acido,
favorecen el crecimiento de hongos por sobre el de bacterias. Ademas, al medio de cultivo,

pueden agregarse otros agentes selectivos de crecimiento.

Formula (en gramo por litro) Procedimiento

Pesar el medio para luego suspender 65 gr
de medio en un litro de agua destilada.

Digerido enzimatico de caseina 10.0 g Calentar en un mechero agitando a
Dextrosa 40.0g menudo y dejar hervir durante unos
Agar 1509 minutos para disolver totalmente,
Agua destilada c.s.p 100 mL evitando el sobrecalentamiento.

Seguidamente llevar a autoclave para
esterilizar de 118-121 °C durante unos 15
a 20 minutos. Dejar enfriar a temperatura
ambiente antes de su utilizacion

pH final 5.6 £0.2

Siembra:

La siembra puede depender del uso ya que puede ser en placa como en tubo.

Incubacion:

El tiempo de incubacion dependera de los microorganismos que se esta buscando separar.
Conservacion o almacenamiento:

Para poder conservar los cultivos de hongos se pueden guardar:
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e Medio deshidratado: a 10-35 °C,
e Medio preparado: a 2-8 °C.

As también se puede alargar la conservacion de la cepa para asi poder evitar el pleomorfismo

si se eliminar por completo la dextrosa del agar y si se disminuye la cantidad de agar al
medio para asi evitar la resequedad.

Resultados:
Microorganismos Crecimiento
Candida albicans Bueno
Aspergillus niger Bueno
Saccharomyces cerevisiae Bueno
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ANEXO 14
AGAR MUELLER HINTON

Fundamento:

Su contenido en inhibidores de sulfonamidas, trimetropina y tetraciclina es bajo la mayoria
de los patdgenos microbianos crece satisfactoriamente y una gran cantidad de datos
adicionales que han sido evaluados y avalados usando este medio de cultivo. Con el agregado

de sangre puede utilizarse para el cultivo y aislamiento de microorganismos.

Formula (en gramo por litro) Procedimiento
Pesar el medio .para luego

Infusién de carne 300.0¢
Peptona acida de caseina 1759

Almidon 159 un litro de agua destiladada.
Agar 1509

suspender 38 gr de medio en

Calentar en un mechero
agitando a menudo y dejar
hervir durante unos minutos
para disolver totalmente,
evitando el
sobrecalentamiento.
Seguidamente lo llevar a
autoclave para esterilizar de
118-121 °C durante unos 15 a
20 minutos. Dejar enfriar a
temperatura ambiente antes de
su utilizacién

pH final 7.3+0.1

Nota: La infusion de carme es equivalente a 3g de polvo

Siembra:
El inoculo microbiano dependerd del microbio o microorganismo en estudio.
Incubacion:

El tiempo de incubacion dependera de los microorganismos que se busca aislar.
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Resultados:
MICROORGANISMOS CRECIMIENTO
Escherichia coli Bueno
Staphylococcus aureus Bueno
Candida albicans Bueno

Conservacion:
e Medio deshidratado: a 10-35 °C.

e Medio preparado: a 2-8 °C.
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ANEXO 15
CALDO PEPTONADO

Es un medio utilizado como diluyente y para enriquecimiento bacteriano a partir de

alimentos y otros materiales de interés sanitario.

Fundamento:

Es un medio de enriquecimiento no selectivo. Utilizado para recuperar células
enterobacterias dafiadas por procesos fisicoquimicos, a los que ha sido sometido el alimento.
En casos de que sea utilizado como medio base para la fermentacion de hidratos de carbono,

se debe adicionar el indicador de Andrade y el hidrato de carbono.

Formula (en gramo por litro) Procedimiento

Suspender 15 g de polvo en 1 litro

de agua destilada .mezclar bien y

Peptona de carne 10.0 distribuir. Esterilizar en autoclave
Cloruro de sodio 5.0 de 118-121 °C durante 15 a 20
minutos.

pH final 7.2 £0.2

Siembra:

Directa a partir del estudio. Como también se dice que como diluyente se realiza las
diluciones de 1:10 y 1:100 dependiendo como es utilizado.

Incubacion:

De 35 a 37 °C durante un periodo de 18 a 24 horas, anaerobica.
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Resultados:
Microorganismos Crecimiento
Escherichia coli Bueno
Staphylococcus aureus Bueno
Candida albicans Bueno

Caracteristicas del medio:

Medio preparado: &mbar claro

Almacenamiento:
e Medio deshidratado: a 10-35 °C,

e Medio preparado: a 2-8 °C.
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